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Introduction

1. La maladie d’Alzheimer

1.1. Introduction a la maladie, rappel historique

Au début du XXe siecle, I’état de démence du sujet agé était considéré par la plupart des
psychiatres comme habituel et lié a un vieillissement normal. Les travaux de 1’école de
Munich, dans 1’équipe d’E. Kraepelin, un psychiatre allemand qui croyait a I’intérét de
1’¢étude histologique du cerveau dans les maladies mentales, ont conduit & mieux comprendre
ces maladies. Plusieurs médecins rejoignent alors ce groupe de recherche, dont Alois
Alzheimer, qui s’était initié¢ a I’étude microscopique du cerveau.

C’est en 1906, lors de la 37e réunion des psychiatres allemands a Tiibingen, qu’Alois
Alzheimer décrit une femme de 51 ans (Auguste D.) souffrant d’une perte progressive de ses
capacités de  compréhension et de mémoire, d’une  désorientation et
d’hallucinations (Alzheimer et coll., 1907; Maurer et coll., 1997). Grace a I’autopsie et a des
techniques de coloration avec 1’aniline et I’imprégnation argentique, I’examen au microscope
du cerveau de la patiente a révélé dans le cortex cérébral, des Iésions jusque-la inconnues et
caractérisées par des amas anormaux de fibrilles dans les neurones: les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF). En 1910, I’appellation « maladie d’Alzheimer» (MA) est employée
pour la premiére fois pour caractériser cette démence neurodégénérative du sujet agé. Plus
tard, en 1927, Divry démontre que le rouge Congo peut colorer les plaques cérébrales de la
MA comme d’autres substances amylacées. Il leur donne alors le nom de plaques amyloides
(Divry, 1927).

Les connaissances sur cette maladie ont continué a évoluer vers la fin du XXe siécle avec la
caractérisation du peptide amyloide (A), principal constituant des plaques amyloides, et de
la protéine tau, principal constituant des DNF. La MA est considérée comme une affection

dégenérative du cerveau par opposition aux autres causes de démences (vasculaire, toxique
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ou carentielle). Cette démence, dont 1’étiologie n’est pas encore bien connue, est associée a
deux types de Iésions histologiques caractéristiques dont la présence est indispensable au
diagnostic post-mortem: les plaques amyloides (pathologiec AP) et les DNF (pathologie tau).
Si ces Iésions peuvent se développer assez tot dans la vie, la maladie ne s’exprime
habituellement que tardivement. Sur le plan clinique, elle associe des troubles prédominants
de la mémoire, ainsi que d’autres troubles cognitifs et comportementaux ayant un

retentissement sur la vie quotidienne des patients.

1.2. Prévalence, incidence et charge financiere

Parmi toutes les maladies neurodégénératives, la MA est la démence sénile la plus répandue
dans le monde. La deuxiéme étiologie est la démence vasculaire et les autres causes moins
fréquentes sont la démence fronto-temporale et la démence a corps de Lewy.

D’apres 1’association France Alzheimer, la MA affecterait plus de 25 millions de personnes
dans le monde, dont la moitié dans les pays occidentaux a cause du vieillissement de la
population. En France, il a été estimé que le nombre de patients atteints de la MA ou de
maladies apparentées est de 860 000 personnes. Selon 1’étude PAQUID (Personnes Ageées
Quid), les femmes sont plus touchées que les hommes puisque, au dela de 75 ans, les
proportions sont de 13,2 % pour les hommes et de 20,5 % pour les femmes. Au-dela de 85
ans, le pourcentage des personnes atteintes de la MA s’accroit de maniére exponentielle dans
une proportion de 25 %.

Sur le plan économique, d’aprés "The Global Economic Impact of Dementia” publié le 21
septembre 2010 par I’association "Alzheimer’s Disease International - ADI", les colts
mondiaux annuels de la démence sont estimés a 604 milliards de dollars (464 milliards
d’euros), ce qui équivaut a 1 % du produit intérieur brut mondial, ou a la richesse de la dix-

huitieme économie du monde. Les pays développés représentent 70 % de ces codts. Les colts
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médicaux directs représentent 16 % des codts totaux, les colts non medicaux directs
(professionnels du secteur social et hébergement) 42 % des colits totaux, et les cotits de ’aide
informelle (aide non rémunérée apportée par les familles et leur entourage) également 42 %.
Les codts sociétaux de la démence varient, selon les systemes de protection sociale, de 868 $
(661 €) par personne et par an dans les pays pauvres a 32 865 $ (25 017 €) par personne et
par an dans les pays riches (données recueillies sur le site de 1’Association France

Alzheimer : www.francealzheimer.org, sur le site de la fondation Médéric Alzheimer :

www.fondation-mederic-alzheimer.org et sur le site de 1’association "Alzheimer’s Disease

International” www.alz.co.uk).

Cela fait 100 ans que la MA a été décrite, et malgré un siecle d’investigation et de recherche
intense dans divers domaines, les questions cruciales sur sa cause restent sans réponse et il
n’y a pas de traitement curatif. L’ensemble des chiffres rapportés ci-dessus permettent donc
de comprendre les efforts nationaux et internationaux mis en ceuvre ces derniéres années pour

favoriser la recherche sur la MA.

1.3. Les troubles neuropsychologiques
Les troubles cognitifs liés a la MA s’aggravent au cours du temps jusqu’a ce que le patient
sombre dans un état de démence profonde. Progressivement, le patient sera totalement
incapable de pratiquer des taches quotidiennes (s’habiller, se laver...) en raison de la perte de
ses fonctions cognitives. Méme si la MA est avant tout une maladie de la mémoire, elle est

également associée a des troubles du comportement qui sont souvent mis au second plan.


http://www.francealzheimer.org/
http://www.fondation-mederic-alzheimer.org/
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1.3.a. Les troubles de la mémoire
Les troubles cognitifs des patients se développent de fagon hétérogéne, ce qui les rend
difficiles a identifier. Les résultats d’études, réalisés dans le but de rechercher des
« marqueurs cognitifs » précoces de la maladie, indiquent de maniere convergente que
certaines fonctions sont atteintes avant les autres, en particulier les fonctions mnesiques.
Au stade débutant de 1’affection, on observe des troubles de la mémoire épisodique, puis une
désorientation spatio-temporelle marquée (Backman et coll., 2004 ; Sarazin et Dubois, 2005).
La mémoire épisodique est un systéme de mémoire qui permet d’enregistrer et conserver des
informations événementielles dans leur contexte temporel et spatial (Tulving, 1995).
L’atteinte de ce systtme de mémoire rend compte des difficultés des patients & former de
nouveaux Souvenirs.
Les patients atteints de la MA présentent des déficiences de performance qui reflétent des
troubles spécifiques a une ou plusieurs étapes des processus mnésiques, a savoir I’encodage,
le stockage ou le rappel des informations. Selon certains auteurs, il semblerait que le déficit
de la mémoire épisodique provienne plus d’une atteinte des capacités d’acquisition que de
celles de stockage de I'information (Laurent et coll., 1998). En revanche, I’incapacité¢ des
patients a rappeler les mémes items au cours d’essais successifs incite d’autres auteurs a
suggérer que le déficit des patients ne se situe pas uniquement au niveau de 1’acquisition,
mais aussi au niveau du rappel (Tounsi et coll., 1999).
La mémoire de travail semble étre l1égerement déficitaire en début de la MA. C’est une
mémoire & court terme qui permet de retenir une information utile pendant une courte durée
afin de permettre son traitement et 1’¢laboration de nouvelles actions. Les patients éprouvent
des difficultés dans de multiples situations de la vie quotidienne ou lors de tests impliquant la
réalisation simultanée de plusieurs taches, par exemple, se rappeler d’un numéro de téléphone

et le composer, parler et marcher (Camicioli et coll., 1997). Selon Baddeley (2000), les
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déficits de la mémoire de travail sont dus a une atteinte de 1’administrateur central, un
élément fonctionnel de cette mémoire qui est nécessaire pour le traitement de nouvelles
informations.

La mémoire spatiale est également touchée en phase précoce de la MA et chez des patients
MCI (patients qui présentent des déficits dans les formes de memoire les plus touchées au
début de la MA et qui ont un grand risque d'évoluer vers une MA). Ces patients rencontrent
beaucoup de difficultés dans les activités qui nécessitent I’orientation spatiale (Hort et coll.,
2006). Ce type de mémoire est subdivisé en deux systémes de navigation dans 1’espace :

- un systéme de cartes qui codent les emplacements de 1’environnement (local system),
c’est la « carte cognitive » de Tolman. Cette carte fait référence a une représentation
de I’espace extra-personnel (espace allocentrique) en faisant appel aux
caractéristiques spatiales reliant des reperes.

- Un systeme de routes (taxon system) qui code les réponses motrices en termes
d’orientation dans 1’espace et qui fait référence a un point de vue de I’espace
environnant a partir du corps de 1’observateur (espace égocentrique) comme repere.

L’hippocampe est la structure principalement impliquée dans le systeme de cartes. Il offre
une grande flexibilité comportementale et participe spécifiquement aux processus de
consolidation de I’information, c'est-a-dire 1’ensemble des processus neurobiologiques qui
conduisent a une conservation durable de I’'information. Le systeme de routes implique
d’autres structures, notamment le striatum et montre peu de flexibilité (O’Keefe et Nadel,
1978).

Differents tests ont eté utilisés pour mettre en évidence un deficit de la mémoire spatiale chez
I’Homme. Par exemple la simulation de la navigation spatiale virtuelle sur ordinateur, qui est
un analogue de la tache de piscine de Morris utilisée chez les rongeurs, permet d’étudier les

stratégies de navigation spatiale chez les patients Alzheimer (Sahakian et coll., 1988 ; Astur
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et coll., 1998). Ces études ont montré que les patients MCI présentent déja un déficit de
mémoire spatiale, notamment au niveau de la navigation allocentrique, tandis que les patients
Alzheimer montrent un déficit a tous niveaux dans la mémoire spatiale (égocentrique et
allocentrique ; Hort et coll., 2007).

Les atteintes d’autres types de mémoire, telles que la mémoire sémantique (évaluée par le
biais d’épreuves de dénomination d'objets ou d'images, de fluidité verbale, mémoires des
mots, des idées) et la mémoire procédurale (acquisition implicite et expression d’habilités),
sont genéralement plus tardives que les troubles de mémoire épisodique et spatiale.
L’ensemble de ces troubles de la mémoire se développe d’une maniére progressive en
fonction de 1’age, fait partie des plaintes de 1’entourage, perturbe tres tot la vie quotidienne

des patients et conduit a une démence profonde au stade avancé de la MA.

1.3.b. Les troubles du comportement
Ils peuvent apparaitre des les premiers stades de la MA et sont variables selon le patient et
son environnement. lls se manifestent par des troubles affectifs, émotionnels, psychotiques et
comportementaux (agitation, agressivité, stéréotypies). Des troubles des fonctions
instinctuelles (sommeil, appétit, sexualité) et des troubles du sommeil peuvent également se
manifester. Le patient peut devenir anxieux et la conscience de ces troubles I'entraine
généralement vers une dépression. Selon I’Inventaire Neuropsychiatrique (NPI), les troubles
du comportement sont classés en 10 catégories: idées délirantes, hallucinations,
agitation/agressivité, dépression/dysphorie, anxiété, exaltation de 1’humeur/euphorie,
apathie/indifférence, désinhibition, irritabilit¢/instabilit¢ de I’humeur, comportement moteur
aberrant. A travers cette liste, on comprend que ces troubles s’ajoutant aux troubles de la

mémoire, aggravent sérieusement 1’état des malades qui en sont atteints.
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1.3.c. Les troubles des fonctions instrumentales
Le syndrome aphaso-apraxo-agnosique est souvent considéré comme une caractéristique de
la MA. L’aphasie comprend tous les troubles du langage, a la fois les capacités de
compréhension et de production. Au cours de la MA, ces troubles sont les plus fréquents
aprés les troubles mnésiques.
Dans un premier temps, le langage devient imprécis. La production orale est spontanée, mais
le patient manque de mots. Avec le temps, les fonctions de compréhension orale, de lecture et
d’écriture se dégradent également. La personne n’arrive plus a suivre des conversations et la
compréhension d’ordres simples en est méme affectée. Finalement, le patient va perdre
completement la capacité de parler et de comprendre le langage verbal, pour s’enfermer dans
un mutisme complet (Lucker et coll., 2003).
L’apraxie se traduit par une difficulté a effectuer des gestes concrets (comme la manipulation
d'objets). Elle est due & une Iésion du systeme nerveux consécutive a une atteinte des lobes
pariétaux. Les patients souffrant d'apraxie ne présentent pas d'atteinte des fonctions motrices,
ni des fonctions sensitives. Les gestes acquis vont étre peu a peu oubliés. La personne est
d'abord moins habile, puis ne parvient plus a exécuter des gestes élaborés, comme I'écriture,
ou des taches ménagéres, puis, a un stade avancé, elle ne peut plus produire les gestes les plus
simples, comme, par exemple, macher des aliments (Fourchey, 2008).
L’agnosie se manifeste en général par un trouble de la reconnaissance. Chez les sujets sains,
le cerveau recoit des informations sur un objet par exemple, et doit é&tre capable de
I’identifier : ce qu’il est et a quoi il sert. Par contre, un sujet atteint de la MA, est incapable de

faire le lien avec ce qu’est cet objet.
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1.4. Les formes de MA

La forme sporadique : il s’agit de la forme la plus courante de la maladie. Cette forme est
plutdt tardive (au-dela de 65 ans). Elle représente entre 90 et 95 % des cas de la MA. Les
personnes qui en sont atteintes peuvent avoir ou non une histoire familiale de cette maladie.
L’age est le principal facteur de risque avec une incidence qui double par tranche d’age de 5
ans au-dela de 65 ans. L’all¢le €4 de I’apoliprotéine E (apoE), surreprésenté chez les sujets
malades, est un facteur génétique de susceptibilit¢ majeur. Il existe d’autres facteurs qui
semblent jouer un réle dans I’apparition de la maladie. Les facteurs vasculaires comme
I’hypertension artérielle, 1’hypercholestérolémie, les accidents vasculaires cérébraux et le
diabete sont tous associés a un risque accru de démence. Le sexe constitue également un
facteur de risque puisque les femmes sont plus souvent touchées que les hommes. Cette
sensibilité a été attribuée a la diminution de I'eestrogéne apres la ménopause. Cependant, il
existe aussi une autre hypothese : cette augmentation de prévalence liée au sexe pourrait tout
simplement provenir de 1’age, puisque les femmes ont une espérance de vie plus longue que
les hommes. 1l semble aussi que les facteurs nutritionnels jouent un réle dans la MA, comme
les carences nutritionnelles en vitamines C et D, et en Oméga 3.

La forme familiale : ¢’est la forme héréditaire de la maladie. Cette forme est plutdt précoce
(<60 ans), voire tres précoce (<40 ans). Elle représente entre 5 et 10 % des cas de la MA.
Dans certaine famille, la maladie est transmise par le biais d’une mutation autosomique
dominante. Les genes mutés connus pour cette forme de la MA sont le géne du précurseur du
peptide amyloide (APP pour amyloid precursor protein) et les génes des présénilines 1 et 2

(PS1 et PS2).
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1.5. Les causes de la MA

1.5.a. Le géne de 'APP
L’APP est une glycoprotéine ubiquitaire codée par un geéne situé sur le bras long du
chromosome 21 chez I’Homme. La mutation de ce géne au niveau de la région A est parfois
responsable d’une forme autosomique dominante de la MA. Les sujets porteurs de cette
mutation développeront inexorablement la maladie. Son évolution sera relativement classique

pour la plupart des mutations.

1.5.b. Les génes des présénilines
Les génes des présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2) se trouvent sur les chromosomes 14 et 1,
respectivement. Les mutations intervenant sur le géne de la préséniline 1 (PS1) sont les plus
fréquentes (prés d’un tiers des formes familiales) et aboutissent généralement a un début
précoce de la maladie (il a été rapporté des cas débutant a 1’age 30 ans). L'évolution est rapide
et peut comporter des myoclonies et des crises d'épilepsie. Les mutations du géne de la

préséniline 2 (PS2) sont plus rares.

1.5.c. Le géne de I'apolipoproteine E
Le géne de I’Apo E est situé sur le chromosome 19 et peut exister sous 3 formes principales
d’alléles : €2, €3, €4. Ces trois génes codent pour les 3 isoformes de I’ ApoE : apoE2, apoE3 et
apoE4. L’Apo E est une glycoprotéine de 34,2 kDa et est principalement produite par le foie.
Plusieurs études ont montré que 1’Apo E4 est un des principaux facteurs de risque favorisant

I’apparition de la forme sporadique de la maladie en favorisant les dépdts amyloides
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(Hannequin et coll., 1998). En revanche, I’Apo E2 semble avoir un effet protecteur contre la

MA.

1.6. Les lésions neuropathologiques de la MA
Comme décrit auparavant, on observe dans la MA plusieurs types de Iésions: dont les plus

connues sont les plagues séniles ou amyloides (figure 1) extracellulaires et les

dégénérescences neurofibrillaires (DNF : figure 2) intra-neuronales. Ces deux lésions

interviennent dans le développement de la MA et provoqueraient la dégénérescence des

cellules nerveuses. La perte neuronale se déroule en phase trés précoce de la MA. Au cours

de I’évolution de la MA, celle-ci touche de plus en plus de structures du cerveau. Le cortex
entorhinal et I’hippocampe sont parmi les premicres structures touchées. La cause de la perte
neuronale reste controversée. Des auteurs ont émis I’hypothése qu’elle est liée aux DNF,
mais d’autres auteurs considérent que la perte neuronale pourrait étre induite par la
neurotoxicité de I’AB via un processus apoptotique (Cras et coll., 1995 ; Lassmann et coll.,
1995 ; Duyckaerts et coll., 2009). Il existe également deux autres types de lésion

caractéristique : une inflammation et une plasticité synaptique anormale. L’inflammation

associée aux dépdts amyloides est caractérisée par 1’activation de cellules microgliales,
d’astrocytes, de certains composants de la cascade du complément ainsi que de cytokines pro-
inflammatoires. La plasticité anormale est due au processus régénératif qui se met en place
apres la perte neuronale et qui est caractérisée par ce que 1’on appelle le phénoméne de
bourgeonnement (sprouting) neuronal (Teter et Ashford., 2002).

Seules les plagues amyloides et les DNF seront détaillées dans les deux paragraphes suivants.

1.6.a. Les dépots amyloides

Les dép6ts amyloides sont des formations sphériques extracellulaires de 10 a 200 um de
diameétre. lls ont été identifiés pour la premiére fois par la méthode de révélation a I’argent de

10
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Bielschowsky (Castellani et coll., 2008). Plusieurs types de dépbts amyloides ont été décrits :
les dépdts diffus, les dépots plus denses ou dépodts primitifs (focaux), les plagues matures ou
séniles et les plaques neuritiques.

Les depdts diffus ont un aspect chevelu, volumineux et sont morphologiquement mal

délimités. Ce type de dép6t est tres peu congophile.

Les dépdts primitifs présentent un centre amorphe irrégulier arrondi et légérement

congophile. Une zone peu colorable I’entoure. L’ensemble est bordé par quelques cellules
microgliales et des astrocytes. Les dép6ts diffus et les dépots primitifs sont identifiés dans les
tissus cérébraux par des anticorps anti-Ap a 1’aide de la technique d’immunohistochimie
(IHC) (Duyckaerts et coll., 2009).

Les plagues séniles présentent un cceur dense, constitué par une agrégation d’AB avec une

conformation en feuillets  particuliéerement insolubles. Ces lésions sont entourées de
prolongements neuronaux en dégénérescence ainsi que de cellules microgliales et de
macrophages activés, caractéristiques d’une inflammation. Ce type de dépot est réveélé par le
rouge congo ou la thioflavine-S.

Les plagues neuritigues sont formées d'un dépdt central de peptide AP sous forme fibrillaire

ou agrégée, entouré d'une couronne de neurites dystrophiques chargés en protéine tau. Ces
plaques neuritiques sont révélées par des anticorps anti-tau a I’aide de la technique d’IHC.

Chez de nombreux patients atteints de la MA, un autre type de dép6t amyloide a été
identifié : I’amyloidose vasculaire. Celle-ci atteint les artéres corticales de petit calibre, c'est-

a-dire dont le diamétre ne dépasse pas 50 a 150 um (Castellani et coll., 2004).

11
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1.6.a.i. Biochimie de dépots amyloides

Le constituant principal des dépodts est I’AP (4kDa), un peptide de 38 a 42 acides aminés. Il
existe donc plusieurs AP qui se distinguent par leur extrémité carboxyterminale (AB1-39,
AB1-40, AP1-42 et AP1-43). Les peptides les plus représentés sont 1’AB1-40 et ’AP1-42
(Glenner et Wong, 1984).

Le cceur amyloide des dépots est constitué¢ principalement d’AB1-42, c’est le fragment d’AB
qui est le moins soluble et qui s’agrege le plus facilement (Jarrett et coll., 1993). Outre ce
peptide, les plagques séniles contiennent également des ions métalliques comme le zinc et le
cuivre (Dong et coll., 2003). Plusieurs protéines de la matrice extracellulaire ont aussi été
identifiées comme le thrombospondine, des protéoglycannes (Buée et coll., 1992 ; Snow et
coll., 1989), des composants du complément, des composants de la lame basale, de la
lactoferrine, de I'ApoE ou encore de 1'al-antichymotrypsine qui semble jouer un réle dans

I’hyperphosphorylation de protéine tau (Abraham et coll., 1988).

1.6.b. La dégénérescence neurofibrillaire

La DNF désigne D’accumulation intracellulaire anormale d’un matériel fibrillaire
principalement constitué de protéine tau. Le cytoplasme neuronal contient 3 types de
neurofibrilles : les microtubules, constitués de tubuline, les neurofilaments et les
microfilaments. Des études avec des anticorps anti-tau ont démontré que la cause de la DNF
est une hyper-phosphorylation anormale de la protéine tau. C’est une protéine qui appartient a
la famille des MAP (microtubule-associated protein), dont le r6le principal est de stabiliser
les microtubules et de maintenir le transport axonal indispensable a la vie du neurone

(Grundke-Igbal et coll., 1986 ; Braak et coll., 1994). Tau est une protéine comprenant entre

12
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352 et 441 acides aminés (de masse 55 a 62 kDa). Elle existe sous six isoformes produites a
partir d’un geéne unique situé¢ sur le chromosome 17. Ces protéines comportent des régions
répétitives du coté C-terminal qui permettent la liaison aux microtubules. En effet, le role des
protéines tau est de réguler ’assemblage des sous-unités de tubuline en microtubules. En
conditions pathologiques, I’hyper-phosphorylation de la protéine tau induit son détachement
des microtubules et favorise son accumulation sous forme de paires des filaments en hélice
(PHF, pour paired helical filament). De plus, la protéine hyper-phosphorylée libérée montre
une solubilité nettement plus faible. Elle est aussi plus sensible aux modifications chimiques
induites par le stress oxydant et subit des changements conformationnels suite a ces
oxydations.

La DNF n’est pas spécifique a la MA, elle a été identifiée dans les démences fronto-

temporales et dans la maladie de Parkinson (Poorkaj et coll., 1998 ; Spillantini et coll., 1998).
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Figure 1. Une photographie d’une plaque sénile révélée par un anticorps dirigé contre I’AP. La fleche
indique le ceeur amyloide de la plaque sénile.

Figure 2. Une photographie de la dégénérescence neurofibrillaire révélée par un anticorps dirigé
contre la protéine tau montrant la Iésion intracellulaire constituée par 1’appariement en hélices de
filaments protéiques.

1.6.c. La protéine APP : réle, métabolisme et dérivées
L’APP est une protéine exprimée de facon ubiquitaire. Un épissage alternatif du géne de
I’ APP produit plusieurs isoformes de 1’ APP dont les principales sont les APP695, APP751 et
APP770, qui contiennent respectivement 695, 751 et 770 acides aminés (Zhang et coll.,
2011). Les APP751 et APP770 sont présents dans tous les tissus et sont caractérisés par la
présence d’une séquence de 56 acides aminés appelée domaine KPI (Kunitz-like protease
inhibitor) dans la région extracellulaire. 1l semble que le domaine KPI joue un rdle dans la

régulation du clivage de la forme sécrétée de I’APP (APPs; Caswell et coll., 1999).
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L’APP695 ne contient pas de domaine KPI et son expression est essentiellement neuronale
(Rohan da Silva, 1997 ; Kang et Muller-Hill, 1990). L’ APP est une protéine qui appartient a
une famille contenant les protéines APLP1 et APLP2 (APP like protein 1 et 2) chez les
mammifeéres (Coulson et coll., 2000). Toute cette famille de protéine regroupe des protéines
transmembranaires de type I. Le role exact de I’APP n’est pas encore déterminé. Cette
protéine semble étre impliquée dans de nombreux processus cellulaires, dont le transport
axonal, la synaptogenése, la transduction du signal, le métabolisme du calcium et 1’adhésion
cellulaire (Zheng et Koo, 2006).

Le métabolisme de I’APP est déterminant dans 1’étiologie de la MA. En effet, cette protéine
transmembranaire de type | peut subir plusieurs clivages par trois enzymes protéolytiques
différentes ; o-sécrétase, P-sécrétase et y-sécrétase. Le métabolisme de cette protéine
transmembranaire fait intervenir deux voies principales : une voie majoritaire considérée
comme bénéfique car elle ne produit pas d’Ap, et une voie minoritaire, amyloidogene. Cette
derni¢re, bien qu'elle conduise a la production d’AP, est une voie de maturation
physiologique. Le clivage excessif et anormal de I'APP pourrait étre d0 soit @ une mutation
du géne codant, soit a la présence d'un inhibiteur de protéase KPI qui pourrait empécher
l'action de 1' a-sécrétase (protéase assurant le clivage non pathologique de I'APP) laissant
ainsi le champ libre aux activités P-sécrétase et y-sécrétase produisant le fragment AP

(Delacourte, 2000).

1.6.c.i. La voie non amyloidogeéne
Comme évoqué ci-dessus, le clivage de I’APP par une activité a-sécrétase (figure 3) au
milieu de la séquence de I’Af, en position 16 (Lys 16-Leul?7), prévient la formation de I’AB
(Haass et coll., 1995). D'une maniere générale, la voie de clivage non amyloidogeéne de I’APP
est prédominante dans de nombreux types cellulaires. L’activité a-sécrétase a été attribuée a

une famille de métalloprotéase de la famille des désintégrines, ADAM 9, 10, 17, et 19
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(Fahrenholz et coll., 2000 ; Tanabe et coll., 2006). Cette voie de maturation intervient soit au
niveau de la membrane plasmique (De Strooper et Annaert 2000), soit au niveau de I'appareil
de Golgi (Lammich et coll., 1999). Le clivage au niveau du site a de I’APP est notamment
régulé par la protéine kinase C (Skovronsky et coll., 2000) et des agonistes muscariniques
(Alfa-Cissé et coll., 2007; Caccamo et coll., 2006).

Sous I’effet de ce clivage, un large domaine extracellulaire soluble est libéré : 1’a-APPs aux
propriétés neurotrophiques, neuroprotectrices et promnésiantes (Mattson et coll., 1997, Bour
et coll., 2004). C’est la raison pour laquelle la voie non amyloidogéne est considéréee comme
plutdét bénéfique. Il résulte également de cette coupure I’apparition d’un fragment
carboxyterminal transmembranaire appelé C83, qui pourra ensuite étre le substrat de I’activité
y-sécrétase et qui contient 83 acides aminés. Ce second clivage engendre un petit peptide,
nommé P3 qui n’a pas de role biologique déterminé.

L’a-APPs est produit au niveau de la membrane plasmique et pendant le trafic intracellulaire
de I’APP. En effet, les activités a-sécrétase sont localisées précisément a la face trans de
I’appareil de Golgi et dans le feuillet externe de la membrane plasmique (Kuentzel et coll.,

1993).
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Figure 3. Représentation schématique de la voie de clivage non amyloidogeéne de 1I’APP par
l'activité a-sécrétase libérant le fragment soluble a-APPs et le fragment transmembranaire
C83. Ce dernier est ensuite clivé par l'activité y-sécrétase produisant le fragment P3 et le
fragment cytosolique AICD. Les fleches indiquent les sites de clivage des enzymes

impliquées dans la voie non-amyloidogene.

1.6.c.ii La voie amyloidogéne
Parallelement a la voie non-amyloidogene, I’APP peut subir une voie de maturation qui peut
devenir physiopathologique : la voie amyloidogéne (Figure 4). Il s’agit d’un clivage alternatif
de I’APP par les activités - et y-sécrétase. Cette voie engendre I’AP sous sa forme a 40
acides aminés (AB-40). Mais 5 a 15% de la quantité totale de peptide amyloide produit 1’est
sous la forme d’un peptide contenant deux acides aminés supplémentaires (AP42). Les
peptides AB40 et AB42 ne se différencient que par deux acides aminés qui ont pourtant la

capacité de favoriser les capacités d’agrégation et de neurotoxicité de ce peptide.
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Figure 4. Représentation schématique de la voie amyloidogéne de I’APP. L’activité -
sécrétase libére le fragment soluble B-APPs et le fragment transmembranaire C99. Ensuite,
l'activité y-sécrétase va cliver ce dernier et produire ainsi le peptide amyloide A ainsi le
peptide intracellulaire AICD. Les fleches indiquent les sites de clivage des enzymes

impliquées dans la voie amyloidogéne.

1.6.c.ii.1. L’activité f-sécrétase

La premiere étape de génération de I’ AP est le clivage de L’ APP par la -sécrétase. L'enzyme
responsable de ce clivage est une aspartyl-protéase ancrée a la membrane, nommée BACE1
(pour B-site APP cleaving enzyme), ou encore Asp2, Memapsine2 (Sinha et coll., 1999 ;
Vassar et coll., 1999). Cette activité protéolytique généere un domaine extracellulaire soluble
plus petit que ’a-APPs, le B-APPs, qui possede des effets physiologiques similaires a ceux de
I’a-APPs (Furukawa et coll., 1996) et un fragment de 99 acides aminés (C99 ou CTF99) qui

reste intégré dans la bicouche lipidique ou il subira un clivage intramembranaire par I’activité
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y-sécrétase ce qui libére I’APB. BACEI peut aussi cliver a une position plus proche de

I’extrémité C-terminal ce qui libere C89 (ou AP 11-40 aprés I’action de la y-sécrétase).

1.6.c.ii.2. L'activité y-sécrétase

L’activité y-sécrétase se situe dans le domaine transmembranaire de I’APP. Si elle agit apres
I’a-sécrétase, elle libére le fragment non amyloidogénique P3 par coupure du fragment C83.
Si son substrat est le fragment C99, elle clive la partie carboxyterminale de I’AB et produit
I’AB1-40 ou ’AB1-42. Dans les deux cas le clivage de I’APP engendre le peptide AICD
(APP Intracellular Domain) qui peut subir un deuxiéme clivage au site "&" de I’APP ce qui
libére I’AICD50 (Chow et coll., 2010). L’activité y-sécrétase est portée par un complexe
protéique composé d’au moins quatre protéines: PS1 et 2 (les préseénilines), Nct (la
nicastrine), Aph-1(anterior pharynx-defective 1) et Pen (presenilin enhancer protein ; Wolfe,
2008).

Il semble que le r6le des présénilines PS1 et 2 est majeur dans le phénomene de régulation de
I’activité du complexe y-sécrétase, puisque prés de 80 mutations différentes de la PS1 sont
responsables de la majorité des formes familiales de la MA et que toutes ou presque, ont pour
effet d’augmenter la sécrétion de la forme la plus pathogéne du peptide, I’AB1-42 (Murayama

et coll., 1999).

1.6.d. La théorie de la cascade amyloide

La théorie de la cascade amyloide, développée au départ par Hardy et Higgins (1992), décrit
une cascade d’événements qui débutent avec une dérégulation de la production de 1I’AP,
suivie de son agrégation, laquelle conduirait a la pathologie (Figure 5). Selon cette hypothese,
I’AB s’accumule dans la région extracellulaire en formant les plaques amyloides et serait

responsable de la modification de la concentration de calcium intracellulaire entrainant la
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mort cellulaire ainsi que de ’hyper-phosphorylation de tau et, par voie de conséquence, de la
formation des dégénérescences neurofibrillaires. Depuis le clonage des génes de PS1 et PS2,
et la découverte de leur action sur la production d’Ap, cette hypothése a évolué et un nombre
croissant d’éléments implique le fait que les mutations des geénes de I’APP et de PS1-2 sont
responsables de la production de I’AB1-42 qui déclenche la cascade (Hardy et Selkoe, 2002).
On s’accorde généralement sur le fait que le peptide AP sous forme d’oligomére ou sous

forme insoluble est le facteur étiologique central de la MA.

Mutation des génes APP, PS et/ou PS2

Production d’AB42

!

Oligomerisation d’AB42 + accumulation
dans des plaque diffuses

|

Altération progressive des synapses et des neurites

|

Activation des astrocytes et des cellules gliales

|

Altération d’homéostasie ionique
neuronale, stress oxidatif

Altération des activités des phosphatases kinases dégénérescences neuroﬁbril]airesl

hyperphosphorylation de proteine tau

|

Dysfonctionnement neuronal, mort cellulaire

—

Démence

Figure 5. Hypothese de la cascade amyloide d’Hardy et Higgins. La surproduction de I’AB conduit,
d’une part, a une accumulation extracellulaire suivie d’agrégation et de formation des plaques séniles,
et d’autre part, a une modification de la concentration de calcium intracellulaire entrainant la mort
cellulaire ainsi que 1’hyper-phosphorylation de Tau et par voie de conséquence, la formation des

dégénérescences neurofibrillaires.
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1.7. Le peptide AB : Monomeres, oligomeres et plaques, fonctions
et neurotoxicité

La présence de I’Ap dans le sang et le liquide céphalorachidien de sujets sains, ainsi que dans
le milieu de culture de cellules cérébrales humaines, semble étre physiologique (Simons et
coll., 1996). Dans la MA, la formation des plaques séniles est progressive. Les AP
monomériques vont d’abord s’assembler en oligomeéres, puis ceux-ci vont s’associer en
protofibrilles, qui, devenues fibrilles, formeront les plaques. Les dépbts diffus ont été
identifiés chez des sujets sains, ce qui peut indiquer qu’ils ne sont pas forcément toxiques
(Delaére et coll., 1990 ; Dickson et coll., 1992). Cependant, on trouve dans les régions
cerébrales des patients atteints de MA des plaques diffuses et des plaques séniles. Les formes
monomériques de I’AP exercent deux effets différents sur les neurones de I’hippocampe en
culture : a forte concentration, I’Ap est neurotoxique, alors qu’a de faibles concentrations le
peptide posséde des propriétés neurotrophiques (Yankner et coll., 1990).

L’hypothése actuellement dominante est que la forme oligomérique soluble altere la
transmission synaptique et induit une mort neuronale en déclenchant un stress oxydatif et la
formation de radicaux libres (Selkoe, 2000 ; Harris et coll., 1995; Chow et coll., 2010).
L’incubation d’un extrait d’AP du cortex cérébral de patient Alzheimer avec une culture
cellulaire hippocampique inhibe la transmission synaptique des neurones glutamatergiques:
cet effet est dii a I’AP sous forme de dimere (Shankar et coll., 2008). Par ailleurs, des études
récentes montrent que le déficit mnésique chez les souris transgéniques pour des génes mutés
humains de I’APP est corrélé avec les concentrations cérébrales d’Ap sous forme
dodécamérique (56 KDA), et que son introduction dans le cerveau d’un rat jeune induit un

déficit de mémoire (Lesné et coll., 2006 ; Barghorn et coll., 2005).
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Il est intéressant de noter que des études ont récemment postulé le fait que les plaques séniles
pourraient jouer un role de mécanisme de « détoxification », en séquestrant les formes les

plus dangereuses que sont les oligomeres et les protofibrilles (Minniti et coll., 2009)

2. La neuroanatomie de la MA

Pendant plusieurs dizaines d’années, ’altération du systéme cholinergique était considérée
comme le premier signe de la MA. Bartus était le premier a proposer I’hypothése
cholinergique pour expliquer le dysfonctionnement cognitif 1i¢ a 1’age. Il basait cette
proposition sur la corrélation entre la dégénérescence des neurones cholinergiques de la base
du cerveau antérieur (NCB) et les déficits de mémoire observés dans la MA (Bartus et coll.,
1982 ; Bartus 2000). Cette hypothése a été soutenue par de nombreuses études
expérimentales sur des animaux agés (Fischer et coll., 1989). En revanche, d’autres auteurs
ont émis 1’hypothése que I’atteinte précoce du cortex entorhinal (CE) est le premier signe
dans la MA. Puis, les marqueurs neuropathologiques de la maladie vont se propager vers
I’hippocampe via le CE, et, en phase avancée de la maladie, des changements anatomiques
touchent quasiment toutes les structures du cerveau (Braak et Braak, 1991 ; Van Hoesen et
coll., 1990). Le fait que les patients MCI ne présentent pas de diminution des marqueurs
cholinergiques dans le cortex rend cette derniere hypothése la plus proche de la réalité (Davis
et coll., 1999 ; Dekosky et coll., 2002).

Dans les paragraphes suivants, je fais une description anatomique des deux principales
structures touchées dans la MA : la formation hippocampique et les systemes cholinergiques

centraux.
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2.1. L’anatomie de la formation hippocampique

La formation hippocampique est un amas de structures laminées chez les vertébrés et fait
partie du systeme limbique. Elle joue un réle crucial dans la mémoire épisodique et la
mémoire spatiale. La forme contournée de cette structure rappelle celle d’un hippocampe
(cheval de mer), d’ou son nom. La formation hippocampique comprend cing structures :
I’hippocampe proprement dit, le subiculum, le présubiculum, le parasubiculum (les trois

derniéres constituant le complexe subiculaire) et le CE (Amaral et Witter, 1989).

2.1.a. L’hippocampe
L’hippocampe est une structure télencéphalique bilatérale, logée dans chaque hémisphere
cérébral sous les portions temporales et postérieures du néocortex (figure 6). Il est constitué
de deux parties qui s’interpénétrent comme deux U emboités : La corne d’Ammon et le gyrus

denté, qui sont des structures allocorticales.
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Hippocampe dorsal

Subiculum

Hippocampe dorsal

Cortex enthorinal

Figure 6. La formation hippocampique. (A) Représentation schématique du positionnement
de la formation hippocampique dans le cerveau des rongeurs (en haut). Schémas représentant
différents plans de coupe frontaux Hipp (en bas). (B) Représentation schématique d’une
coupe horizontale de cerveau indiquant la localisation des structures de la formation
hippocampique. CA : champs ammonique ; GD : gyrus denté ; SUB : subiculum ; CE : cortex
entorhinal ; PréS : présubiculum, ParaS : parasubiculum. (D’aprés Amaral et Witter).
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La corne d’Ammon (I’hippocampe proprement dit) est constituée d’une épaisse couche de
cellules pyramidales glutamatergiques prise en sandwich entre la couche polymorphe plus
superficielle et la couche moléculaire plus profonde. La corne d’Ammon a été divisée en trois
aires appelées champs ammoniques CA1l, CA2 et CA3. Cependant, I’existence d’'un champ
CA4 reste controversée. Les dendrites basaux sont situés dans une lame appelée stratum
oriens. Des dendrites apicaux passent d’abord dans une couche superficielle (stratum
radiatum), puis s’étendent dans une couche plus profonde (stratum lacunosum moleculaire).
Les cellules pyramidales envoient des axones appelés « collatérales de Schaffer » qui se
projettent de CA3 vers CAL.

Le gyrus denté se compose de trois couches. La principale couche de cellules est médiane et
se compose de cellules granulaires qui séparent une lame interne (polymorphe) d’une lame
externe (moléculaire). La couche moléculaire comporte essentiellement les dendrites apicaux
des cellules granulaires et leurs afférences. La couche interne, aussi appelée hile, est
constituée d’une couche polymorphe et d’une couche infragranulaire. Elle comporte
également les segments initiaux des axones des cellules granulaires (fibres moussues)
convergeant vers le hile pour se déployer ensuite vers I’aire CA3 de la corne d’ Ammon.

Le subiculum est un allocortex composé de trois couches de cellules, d’ou émergent les

efférents majeurs de la formation hippocampique.

2.1.b Le cortex entorhinal
Le CE est considéré comme I’une des structures les plus importantes dans la formation
hippocampique en raison de ses nombreuses connexions avec 1’ensemble de la formation
hippocamique. De nombreuses études ont détaillé la projection des voies perforantes vers le
gyrus denté et I’hippocampe (Van Hoesen et Pandya, 1975 ; Witter et Groenewegen, 1984 ;
Witter et coll., 1989). De plus, le CE joue, avec I’hippocampe, un réle important dans les

processus d’apprentissage et de mémoire (Hardman et coll., 1997 ; Pouzet et coll., 1999).
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Enfin, I’intérét pour cette structure s’est aussi accrue en raison de son role majeur et précoce
dans la MA.

Le CE a été divisé en six couches (Ramon y Cajal, 1911; Van Groen, 2001) : quatre couches
cellulaires (les couches 11, 111, V et VI) et deux couches plexiformes (couches I et 1V). La
couche 1 est la couche moléculaire et contient des fibres transversales. La couche Il contient
des cellules étoilées de taille moyenne ou grande qui tendent a se regrouper en flots. La
couche 111 contient essentiellement des cellules pyramidales. La couche IV est une région
«pauvre » en cellules, appelée lamina dissecans. La couche V contient des cellules
pyramidales et la couche VI contient une population hétérogene de cellules. Cependant, les
parties rostrale et médiane présentent une organisation moins développée que les parties
caudale et latérale. Selon le critere cytoarchitectomique de Brodman (1909), le CE est divisé
en deux parties : le CE latéral et le CE médian. Le CE latéral est caractérisé par une zone
riche en neurones entres les couches II et 111, alors que, cette zone n’est pas distinguable dans
le CE médian. En plus, les neurones de la couche 1l du CE médian sont plus grands que les

neurones de la couche Il du CE latéral.

2.1.b.i La voie entorhino-hippocampique
Le CE assure la majeure partie des projections vers I’hippocampe via la voie perforante.
Celle-ci est constituée principalement par des axones de neurones glutamatergiques des
couches Il et 111 du CE. De nombreuses études démontrent que les fibres de la voie perforante
innervant le gyrus denté sont issues de la couche Il du CE chez la Souris (Van Groen et coll.,
2003) et chez le Rat (Deller et coll., 1996). Ces faisceaux entrent dans la substance blanche
sous-jacente au cortex et traversent la couche de cellules pyramidales du subiculum, puis la
fissure hippocampique pour arriver finalement au gyrus denté. Au niveau de ce dernier, les
fibres se terminent dans les deux-tiers externes de la couche moléculaire, mais il y a des

petites projections qui se terminent en dehors de cette zone, au dessous de la couche
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granulaire. En dehors du gyrus denté, la voie perforante innerve également le CAl et le CA3 :
les fibres sont issues de la couche Il du CE, et se terminent dans le stratum-lacunosum-
moleculare (Stanfield et coll., 1979). Contrairement au Rat, la couche II du CE n’innerve pas
le CA3 chez la Souris. Des afférences provenant de la couche 111 du CE innervent également
le subiculum (Van Groen et coll., 2003).

2.1.c. Les connections intrinséques a la formation hippocampique : le

circuit trisynaptique
La connectivité intrinséque de I’hippocampe (figure 7 ; 8) fut initialement décrite par Ramon
Y Cajal en 1911. En plus des projections de la voie perforante décrite ci-dessus, la couche de
cellules granulaires du gyrus denté recoit des afférences intrinséques des cellules du hile et
des cellules de la couche moléculaire. Des cellules granulaires partent les fibres moussues qui
se dirigent essentiellement vers le stratum lucidum du CA3, pour interagir avec des cellules
pyramidales. Le CA3 projette a son tour sur les cellules pyramidales du CA1 via les
collatérales de Schaffer. Les axones des cellules pyramidales de CA3 distribuent de
nombreuses collatérales sur I’ensemble des champs ammoniques, mais jamais sur le
complexe subiculaire ou le CE. Des connexions locales sont régulées par de nombreux
interneurones, auxquelles s’ajoutent des connexions CA3-CA3 via des fibres récurrentes. Les
projections du champ CA2 sont semblables en de nombreux points aux projections du champ
CA3. Le CA1 envoie également des projections vers la couche de cellules pyramidales et peu
sur la couche moléculaire du subiculum, qui innerve a son tour le reste du complexe

subiculaire.
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Figure 7. Représentation schématique des connexions intrahippocampiques du circuit trisynaptique :
La voie d’entrée principale de la formation hippocampique est le cortex entorhinal (CE) via la voie
perforante (VP) qui projette vers les cellules granulaires du gyrus denté (GD), qui a son tour, via les
fibres moussues (FM), projette sur la couche pyramidale de CA3. Les neurones pyramidaux du CA3
projettent vers les cellules pyramidales du CA1L, via les collatérales de Schaffer (CS). Le CAL projette
a son tour vers le subiculum. (Schéma d’aprés « medical research counsil », site web:
http://www.bristol.ac.uk/synaptic/)

J

CA3 | —| CAl

SUB

Voie perforante

CE

Figure 8. Représentation schématique simplifiée des différentes connections intrinseques de la
formation hippocampique qui montre le rdle central joué par le CE dans la connectique de la
formation hippocampique. GD : gyrus denté ; SUB : subiculum ; CE : cortex entorhinal ; CAl, CA2
et CA3 : champs ammoniques
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2.1.d Les connections extrinseques a la formation hippocampique

La grande majorité des afférences corticales passe par le CE qui recoit lui-méme des
projections des cortex peérirhinal, piriforme, insulaire, rétrosplénial, préfrontal, ainsi que du
bulbe olfactif. Les afférences corticales peuvent se diviser en deux groupes. Le premier
groupe se termine dans les couches I et II, d’ou partent des afférences vers les autres
structures de la formation hippocampique. Ce premier groupe d’afférences provient du bulbe
olfactif, du cortex piriforme et du cortex périrhinal. Le deuxiéme groupe d’afférences se
termine dans les couches IV et VI, et provient de différentes aires corticales comme le cortex
limbique, paralimbique, insulaire et rétrosplénial, qui innervent I’ensemble de la formation
hippocampique. Le gyrus denté et le CA3 recoivent des projections issues du septum médian
(SM) et de la bande diagonale de Broca qui se terminent dans la couche polymorphe. Cette
voie septo-hippocampique est majoritairement cholinergique, mais présente également des
projections GABAergiques. Il existe également des projections noradrénergiques provenant
du locus coeruleus, sérotoninergiques provenant des noyaux du raphé et dopaminergiques
provenant de 1’aire tegmentale ventrale qui innervent 1’ensemble de la formation
hippocampique. Le CA1l regoit moins d’afférences du septum que le CA3 et le gyrus denté.
Cependant, le CAL est également innervé par des afférences du complexe amygdalien et du
thamalus antérieur. Le subiculum est ’'une des principales voies de sortie de la formation
hippocampique vers les régions corticales et sous-corticales. Les projections corticales se font
vers les cortex préfrontal médian, prélimbique et infralimbique, et vers les cortex cingulaire,
rétrosplénial et périrhinal, Les projections sous-corticales se font vers le SM, les noyaux
mammillaires, le noyau accumbens et la partie adjacente du tubercule olfactif ainsi que vers
I’amygdale, I’hypothalamus et le thalamus. Le CA1 innerve le SM et la bande diagonale de
Broca (BDB), I’amygdale, le noyau accumbens, 1’hypothalamus, le bulbe olfactif ainsi que
les régions corticales.
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2.1.e La formation hippocampique et la MA

Récemment, de nombreuses études ont montré que la dégénérescence du CE et non pas celle
des NCB est le premier signe de la MA (Palmer, 2002 ; DeKosky et coll., 2002). Elle est
aussi soupconnée d’étre la premicre cause des troubles de la mémoire épisodique et de la
mémoire spatiale chez les patients Alzheimer (Du et coll., 2001 ; 2003 ; Rodrigue et Raz,
2004). Par ailleurs, 1’analyse post-mortem montre que les patients MCI ont une diminution de
32 % du nombre de neurones global au niveau du CE. Cependant, les couches Il et IV sont
les plus touchées par la perte de neurones (-60 % et -40 % respectivement par rapport aux
témoins). Cette perte devient plus marquée chez les patients Alzheimer. lls ont une
diminution de 90 % des neurones dans la couche I, et de 70 % dans la couche IV (Gomez-
Isla et coll., 1996). Suite au développement de la technique d’IRM (imagerie par résonnance
magnétique), des études ont montré qu’au niveau du CE, en terme de volume, il y a une
diminution de 16 % chez les MCI et de 36 a 40 % chez les patients Alzheimer (Pennanen et
coll., 2004 ; Juottonen et coll., 1998). L’hippocampe est également touché par la perte
neuronale en phase précoce de la maladie : les patients MCI présentent une diminution de 8
% et les patients Alzheimer présentent une diminution de 37 % du volume de I’hippocampe
(Laakso et coll., 1995 ; Pennanen et coll., 2004). Le CA1 et le gyrus denté sont les régions les

plus touchées par la perte neuronale dans I’hippocampe.

En conclusion, le CE est la premiere structure touchée dans la MA, ensuite, a une phase plus
avancée, la dégénérescence progressive des NCB devient évidente. Cassel et ses
collaborateurs (2008) ont posé I’hypothése d’une synergie délétére de ces deux Iésions de la
MA. Cette synergie pourrait jouer un rodle important dans le passage d’un stade
présymptomatique (atteinte du CE) vers un stade d’amnésie déclarée (atteinte conjointe du

CE et NCB).
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2.2. Les systemes cholinergiques centraux

2.2.a L’acétylcholine, biosynthese et dégradation

Historiquement, 1’acétylcholine (ACh) est la premicére substance dont le rdle de
neurotransmetteur ait été démontré. Dés le début du siecle, de nombreuses études rapportent
que les esters de la choline ont des effets physiologiques sur certaines préparations animales.
Un peu plus tard, ce neurotransmetteur a été découvert par Otto Loewi en 1921, qui a montré
que la stimulation du nerf vague induit la libération d’un neurotransmetteur chimique
responsable de 1’inhibition des battements cardiaques. La substance a été identifié¢ en 1926.
C’était I’ACh. La découverte des récepteurs a I’ACh et des enzymes de synthése et de
dégradation de I’ACh a permis de localiser la distribution, ainsi que de définir le role de ce
transmetteur. L’ ACh est impliquée a différents niveaux du systéme nerveux périphérigue, en
particulier a la jonction neuromusculaire, au niveau du muscle lisse, au niveau du myocarde
ainsi que des synapses ganglionnaires du systéme nerveux autonome.

Alors que la découverte de I’ACh est relativement ancienne, la cartographie précise des
systemes cholinergiques centraux est plus récente. Une premiére cartographie a pu étre
établie a partir de la détection cytochimique de I’acétylcholinestérase (AChE, une enzyme de
dégradation de I’ACh) avec la publication de la méthode Koelle-Friedenwald en 1949
permettant la visualisation de cette enzyme. Cependant, I’apparition des premiers anticorps
monoclonaux dirigés contre I’enzyme de synthése de ’ACh (la choline acétyltransférase :
ChAT) permet le marquage spécifique des neurones cholinergiques au début des années
1980. Enfin plus récemment, la détection immunohistochimique du transporteur vésiculaire
de I’ACh a été développée (VACHT ; Arvidsson et coll., 1997). Ces différentes techniques ont

permis d’établir une cartographie de la localisation des neurones cholinergiques cérébraux.
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La biosynthese de I’ACh a lieu dans le cytoplasme de 1’élément présynaptique a partir de
deux précurseurs, I’acétyl-Coenzyme A, issu du cycle de Krebs, de la dégradation du glucose
en pyruvate et de la choline ou de la lécithine provenant de 1’alimentation, et de I’hydrolyse
de certains phospholipides membranaires, grace a I’action de la ChAT (figure 9). La choline
est captée par les terminaisons axoniques cholinergiques par un mécanisme de transport actif
a haute affinité (HACU-high affinity choline uptake). Celui-ci est saturable, dépend du
sodium, peut étre bloqué de manicre spécifique par 1’hémicholinium et est localisé
spécifiquement sur les terminaisons cholinergiques.

La réaction de synthése de 1’ ACh est catalysée par la choline acétyltransférase (ChAT) qui est
synthétisée dans le corps cellulaire des neurones cholinergiques et transportée jusqu’aux
terminaisons axonales par le transport antérograde. La synthése de 1I’ACh est contrdlée par la
disponibilité des substrats : la choline et 1’acétylCoA. Ainsi, la recapture de la choline est une
¢tape clef dans la synthése de 1’acétylcholine, qui est synthétisée et transportée activement
dans les vésicules synaptiques ou elle est stockeée.

Une fois libérée dans la fente synaptique, I’ACh se lie a un récepteur membranaire, puis est
hydrolysée par I’AChE en choline et acide acétique. Environ 50 % de la choline ainsi libérée
est ensuite recaptée par la terminaison présynaptique ou sera réutilisée pour la synthése

d’ACh.
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Figure 9. Représentation schématique d’une synapse cholinergique. L’acétylcholine (ACh)
est synthétisée dans 1’élément présynaptique (pré) grace a [’action de la choline
acétyltransférase (ChAT). Ensuite, I’ACh agit sur les récepteurs pré- ou postsynaptique puis
est hydrolysée par 1’acétylcholinestérase (AChE) en acide acétique et choline.

2.2.b. Les voies cholinergiques centrales

La topographie des systemes cholinergiques centraux présente de nombreuses analogies entre
les rongeurs et ’Homme (Mesulam et coll., 1983; Nagai et coll., 1983), c’est pourquoi je ne
ferai aucune distinction inter-espéce dans la partie suivante.
Classiquement, les systemes cholinergiques centraux se repartissent en trois catégories :
e Les motoneurones cholinergiques de la moelle, avec leur collatérale bien identifiée
vers I’interneurone dit de Renshaw.
e Les interneurones, dont les projections sont locales, par exemple : dans le striatum,
le cortex, et certaines régions de 1’hippocampe.
e Les neurones a projections diffuses :
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Selon la classification de Mesulam et ses collaborateurs (1983), on distingue six groupes
cholinergiques (Chl a Cho6). Les groupements Chl, Ch2, Ch3, Ch4, qui constituent ce qu’on
appelle les noyaux cholinergiques de la base du cerveau antérieur (NCB). Les neurones du
SM (Ch1) et du bras vertical de la BDB (vBDB ; Ch2) innervent I"hippocampe en empruntant
la voie septo-hippocampique. Ces neurones cholinergiques projettent vers les neurones
pyramidaux des différents champs ammoniques, ainsi que vers les cellules granulaires du
gyrus denté et certains neurones GABAergiques hippocampiques (Frotscher, 1989;
Dougherty et Milner, 1999). Le groupe Ch3, situé au niveau de la composante horizontale de
la BDB (hBDB) est la source majeure de I’innervation cholinergique des régions impliquées
dans les fonctions olfactives. Le groupe Ch4 comprend le noyau préoptique magnocellulaire,
la substance innominée et le noyau basal magnocellulaire (NBM ; ou noyau basal de Meynert
chez ’Homme). C’est la principale source d’innervation cholinergique pour I’amygdale et les
aires néocorticales. Les groupes Ch5 et Ch6 sont situés dans le tronc cérébral (noyaux
pédonculopontique, cunéiforme, parabrachial et tegmento-pontique dorsolatéral); ils
innervent majoritairement les structures hypothalamiques et thalamiques. Ces derniéres
recoivent aussi une innervation en provenance du NBM. Actuellement, on distingue encore
un groupe Ch7 (I’habénula médiane) qui se projette sur le noyau interpédonculaire et le
groupe Ch8 (noyau parabigémial), qui innerve le colliculus supérieur.

Cependant, il existe aussi des neurones GABAergiques en proportion variable dans ces
noyaux cholinergiques (rapport de 1/3 entre neurones GABAergique et cholinergiques dans
le SM, vBDB et le NBM), et des neurones glutamatergiques projettent vers I’hippocampe ont

été décrits dans le septum du Rat et de la souris (Zaborszky et coll., 1999).
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2.2.c Le systeme cholinergique septo-hippocampique

Le systeme septo-hippocampique est 1’un des systémes cholinergiques centraux les plus
étudiés, a cause de son réle majeur dans les processus de mémorisation et du fait de son
altération dans la MA (Collerton, 1986).

Les structures d’origine de ces voies sont donc le SM et le vBDB (Amaral et kurz, 1985 ;
Peterson, 1994, Cassel et coll., 1997). Comme indiqué ci-dessus, les voies septo-
hippocampiques ne sont pas constituées uniquement de projections cholinergiques, ces voies
comprennent des neurones GABAergiques, issues du SM/vBDB, noradrénergiques du locus
coeruleus, sérotoninergiques des noyaux du raphé, et aussi peptidergiques (Gage et coll.,
1983 ; Palkovits, 1984).

On différencie généralement les voies septo-hippocampiques dorsales des voies septo-
hippocampiques ventrales.

Dans les voies septo-hippocampiques dorsales, on distingue deux voies différentes, I’une a un
cheminement supracalleux, alors que la seconde chemine au-dessous du corps calleux.

La voie supracalleuse chemine surtout horizontalement et dans un sens rostro-caudal. Elle
innerve principalement 1’hippocampe dorsal et représente environ 50 % de I’innervation
sérotoninergique, 45 % de Iinnervation noradrénergique et 30 % de I’innervation
cholinergique hippocampique (Gage et coll., 1983a, 1983b).

La voie infracalleuse chemine dans le fornix dorsal, la fimbria et les colonnes fornicales selon
un axe rostro-caudal. Elle représente 30 % de I’innervation sérotoninergique, 15 % de
I’innervation noradrénergique et 55 % de I’innervation cholinergique hippocampique, quel
que soit le niveau septo-hippocampique considére.

La voie septo-hippocampique est constituée d’axones originaires de la BDB. Elle innerve
principalement 1’hippocampe ventral et représente 20 % de I’innervation sérotoninergique, 40

% de ’innervation noradrénergique et 15 % de I’innervation cholinergique hippocampique.
gl1q g1q pp p1q
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A son tour, I’hippocampe envoie des projections qui vont se regrouper dans le fornix dorsal
et la fimbria pour aboutir dans le septum. Ces fibres sont issues du gyrus denté ainsi que les
aires CAl et CA3. Certaines de ces fibres empruntent alors le fornix pré-commissural et se
projettent au niveau des SM et SL (septum latéral), de la BDB et du noyau accumbens. Les
autres, aprés avoir emprunté le fornix post-commissural se projettent soit au niveau du
thalamus, soit au niveau des corps mammilaires et du mésencéphale. Le SM et le vBDB
recoivent également des afférences cholinergiques du noyau pédonculopontin dorsolatéral et
de la hBDB, de I’habénula médiane, du noyau hypothalamique supramammilaire et de
I’amygdale, des afférences dopaminergiques de I’aire tegmentale ventrale, sérotoninergiques
des noyaux du raphé médian et dorsal et noradrénergiques du locus coeruleus (Woolf, 1991).

La figure 10 résume les principales voies de projections de SM/vBDB et ses efférences.

SL | <—

Noyaux dorsal et _
médian du raphé T~

"~ Cortex entorhinal

Cortex entorhinal — T Hippocampe (CA1, gurys denté)

Thalamus Cortex cingulaire et rétroslénial

Bulbe olfactif

Cortex frontal —

Noyaux Pré et para subiculum

tegmentaux

Air tegmentale ~
ventrale

Figure 10. Représentation schématique des principales afférences et efférences du septum (SM) et du
bras vertical de la bande diagonale de Broca (vBDB). Les projections cholinergiques sont
représentées par les fleches rouges, et les projections non cholinergiques par des fleches bleues. (SL :
septum latéral).
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2.2.d. Le systeme cholinergique et la maladie d’Alzheimer

L’altération du systéme cholinergique central constitue une des principales voies impliquées
dans la physiopathologie des troubles cognitifs et non cognitifs de la MA (Bartus et coll.,
1982 ; Hardy et coll., 1985). L’hypothése cholinergique de la MA résulte de 1’observation
dans le cerveau des sujets agées et des patients atteints de la MA de [’existence une
diminution de I’ACh corrélée avec des troubles cognitifs (Francis et coll., 1999). Cependant,
I’atteinte du systéme cholinergique ne semble pas étre la premiere cause de ces troubles
puisque des études ont montré qu’au stade précoce, les patients MCI ne présentent qu’une
modeste hyperactivité de la ChAT dans I’hippocampe et le cortex frontal (DeKosky et coll.,
2002).

Les stades cliniques de la MA, donc plus avancés, sont caractérisés par une diminution de
I’activité de la ChAT dans le cerveau des patients, notamment dans 1’hippocampe, le cortex et
I’amygdale (Perry et coll., 1977 ; White et coll., 1977) . Celle-ci résulte de la dégénérescence
des neurones cholinergiques au niveau des NCB dans le NBM-Ch4 (Henke et Lang, 1983 ;
Bird et coll., 1983).

Les cibles réceptorielles de ’ACh subissent également des modifications. Les récepteurs
muscariniques (M2) sont les plus touchés au niveau cortical et hippocamique, en termes
d’expression, alors que d’autres récepteurs (M1 et M3) sont relativement peu touchés. Leur
couplage transductionnel est cependant altéré a plusieurs niveaux de la cascade
intracellulaire (couplage et fonctionnement des protéines G, activité de la PKC ; Ferrari-
DilLeo et Flynn, 1993). L’expression des récepteurs nicotiniques est ¢galement diminuée dans
la MA, en particulier au niveau des isoformes a-4 (Court et coll., 2001 ; Nordberg, 2001) et
a-7 (Hernandez et coll., 2010). On note aussi des réductions significatives d’ACh (Richter et
coll., 1980, Atack et coll., 1983), de ’'HACU (Rylett et coll., 1983) et de la synthese de

I’ACh (Sims et coll., 1980).
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De nombreuses ¢études ont démontré qu’il existe une relation entre I'AB et le
dysfonctionnement du systéme cholinergique chez les patients atteints de la MA (Auld et
coll., 2002). Il existe également une corrélation négative entre le niveau de la ChAT et le
nombre et la densité des plaques amyloides, ainsi qu’entre le niveau de la ChAT et la densité
des DNF dans certaines régions du cerveau des patients (Wilcock et coll., 1982 ; Mountjoy et
coll., 1984 ; Zubenko et coll., 1986).

L’Ap régule négativement la synthése de I’ACh au niveau des cellules hippocampiques in
vitro, ce qui suggére une relation entre la perturbation du systéme cholinergique et la charge
amyloide (Kar et coll., 1996 ; Vaucher et coll., 2001). L’AB semble capable d’inhiber
I’HACU au niveau hippocampique et cortical (Kar et coll., 1996, 1998). Il a été également
montré que I’AP sous forme d’oligomeéres inhibe la plasticité au niveau de I’hippocampe par
un mécanisme impliquant les récepteurs nicotiniques (Itoh et coll., 1999 ; Walsh et coll.,
2002).

L’AChE est également présente dans les dépots amyloides et semble jouer un réle important
au niveau du métabolisme de I’APP dans la pathogénie de la maladie (Gomez-Ramos et coll.,
1992). En effet, il a ét¢ démontré que I’AChE induit ’agrégation de I’AB sous forme
fibrillaire (Inestrosa et coll., 1996) et qu’elle est capable de changer la conformation a-
hélicoidale de I’AB (peu amyloidogéne) en feuillet B qui est hautement amyloidogene
(Alvarez et coll., 1995). L'AChE sous sa forme tétramérique (G4-enzymatiquement active)
est globalement diminuée dans les tissus cérébraux des patients atteints de la MA (Atack et
coll., 1983; Fishman et coll., 1986), ce qui explique une augmentation dans le ratio G4/G1
(Talesa et coll., 2001). Cependant, seule la forme monomérique G1 est observée dans les

dépbts amyloides (Arendt et coll., 1992).
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3. Les modeéles animaux de la MA

A ce jour, il n’existe pas de modele animal capable d’exprimer tout a la fois les
caractéristiques cognitives, comportementales, biochimiques et histopathologiques qui sont
observées chez les patients atteints de la MA. Cependant, différentes approches
expérimentales ont ¢été utilisées pour reproduire chez ’animal un ou plusieurs aspects
caractérisant la MA, aux niveaux cognitifs et physiopathologique, notamment des approches
pharmacologiques et génétiques.

L’observation d’une atteinte marquée du systéme cholinergique, notamment au niveau des
NCB a conduit de nombreux auteurs & étudier les effets des Iésions du SM et/ou du NBM
chez les rongeurs. Plusieurs types de traitements ont été utilisés pour induire des lésions du
systéme cholinergique comme 1’électrocoagulation, I’injection cérébrale de neurotoxines et la
section de la voie fimbria/fornix (Yamada et Nabeshima, 2000). De plus, I’injection en
continu intacérébroventriculaire (I.C.V.) d’acide quinolinique a aussi été développée pour
reproduire 1’évolution lente des maladies neurodégénératives, y compris de la MA. Méme si
ces traitements entrainaient effectivement de profonds troubles de la mémoire, ceux-ci ne
pouvaient étre attribués uniquement aux atteintes du systeme cholinergique, puisque ces
approches affectaient aussi d’autres systemes de neurotransmission (glutamatergique,
GABAergique, etc). Elles manquaient donc crucialement de spécificité.

En 1991, une nouvelle approche a été développée pour léser sélectivement les neurones
cholinergiques du Rat a I’aide d’injections intracérébrales d’une immunotoxine formée d’un
anticorps 192-1gG, couplé a une cytotoxine, la saporine, qui est une toxine ribosomale
extraite de la plante saponaria officinalis (Wiley, 1992). Ce traitement induisait une
destruction des neurones cholinergiques et une altération de la voie cholinergique septo-
hippocampique. Par contre, sur le plan comportemental, I’effet de ce traitement reste toujours

controversé : certaines études ont montré qu’il induisait un modeste déficit de la mémoire
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spatiale chez le Rat, notamment dans la piscine de Morris (Waite et coll., 1995 ; Pang et coll.,
2001), alors que d’autres études n’ont mis en évidence aucun déficit a la suite de ce
traitement (Baxter et coll., 1995 ; 1996). Une autre immunotoxine a base de saporine a été
récemment utilisée chez la souris, la mu p75-saporine. Ces études ont montré que ce
traitement induisait un déficit de la mémoire spatiale relativement modéré dans la piscine de
Morris et le labyrinthe de Barnes (Berger-Sweeney et coll., 2001 ; Moreau et coll., 2008).
Bien que ces modeles expérimentaux aient permis d’induire un modeste déficit de mémoire,
ils ne reproduisent en aucun cas les troubles mnésiques, et encore moins les autres troubles
comportementaux et lésions histopathologiques (formation des plaques séniles, DNF)
observés dans la MA.

Le développement des techniques de transgénése, ainsi que la découverte de protéines
impliquées dans la MA, ont permis de créer des souris transgéniques développant de
nombreuses lésions caractéristiques de la maladie. Pour avoir un modéle animal qui exprime
les caractéristiques physiopathologiques de la MA, de nombreux types de souris
transgéniques ont été créés, notamment des souris exprimant le géne humain de I’APP, des
souris exprimant le fragment C-terminal de I’APP humain (Sato et coll., 1997) ou des souris
exprimant un des genes mutés de I’APP induisant une forme familiale de la MA (Games et
coll., 1995 ; Hsiao et coll.,1995 ; 1996).

Le premier modele animal développant certains aspects de la pathologique sont les souris
PDAPP exprimant une forme mutée (V717F) de I’APP humain couplé au promoteur de
PDGF (platelet-derived growth factor ; Games et coll., (1995). Les souris PDAPP présentent
des dépots diffus, des plaques séniles, des pertes synaptiques et une activation des astrocytes.
Malheureusement, les souris PDAPP développent un déficit de mémoire age-indépendant
dans un test de memoire et un déficit age-dépendant dans d’autres tests, tel que le test de

reconnaissance d’objet. Le déficit age-indépendant est probablement di a une anomalie du
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développement du cerveau consécutif a une surexpression de protéine APP (Dodart et coll.,
2002 ; Cassel et coll., 2008). En effet, ces souris, méme jeunes, présentent une diminution du
volume de I’hippocampe et de la voie fimbria-fornix.

A la méme époque, une autre souris transgénique, la tg2576, a été développée par Hsiao et
coll., (1995, 1996). Cette souris exprime une double mutation (K670N/M671L, sous le
contréle du promoteur PrP du hamster) identifiée chez une famille suédoise de patients qui
expriment une forme familiale de la MA. Cette lignée est constituée d’un fond génétique
hybride B6.SJL. A partir de I’age de 6 mois, la souris tg2576 présente une augmentation de
I’AP soluble, et a partir de I’age de 10-11 mois des dépdts amyloides sont évidents dans le
cortex frontal, temporal, et le CE, ainsi que dans 1’hippocampe et le présubiculum. Cette
souris présente également une activation des cellules microgliales et astrocytaires liée a la
formation des plaques séniles. En revanche, les tg2576 n’ont pas de perte neuronale, ni de
réduction de volume de I’hippocampe. Au niveau comportemental, la souris tg2576 montre
un déficit de mémoire age-dépendant dans plusieurs taches, mais celui-ci reste relativement
modestes notamment dans les taches de mémoire spatiale (Cassel et coll., 2008 pour une
revue).

Désormais, il existe de nombreux autres modeéles de souris transgéniques APP, dont la souris
APP23 exprimant la méme mutation suédoise que la tg2576, mais sous le contrdle
transcriptionel de 1’élément promoteur Thy-1 (Sturchler-pierrat et coll., 1997). La
particularit¢ de cette souris est qu’elle développe exclusivement des plaques séniles
congophiliques accompagnées de fibres cholinergiques dystrophiques. Alors que les souris
PDAPP et tg2576 ne présentent qu'une réduction du nombre d’épines dendritiques dans le
CAl (Lanz et coll., 2003), la souris APP23 présente une diminution du nombre de cellules
pyramidales de CA1 (Calhoun et coll., 1998). Au niveau comportemental, la souris APP23

montre aussi un déficit de mémoire age-dépendant.
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Pour mettre en évidence I’effet de la mutation de la PS1, des souris transgéniques pour le
géne normal ou muté (A246E) de cette protéine ont été développées par Qian et ses
collaborateurs (1998). Ces souris montrent une augmentation de la production d’Ap-42
(Nakano et coll., 1999). Par contre, elles ne développent pas de dép6ts amyloides (Borchelt et
coll., 1996) et présentent un modeste deficit de meémoire par comparaison aux souris tg2576.
Toutefois, la souris double mutée APP-PS1 (APPswe/PS1-A246E) développe des dépbts
amyloides a un age beaucoup plus précoce que la souris APPswe (Borchelt et coll., 1997).
Ces souris présentent une corrélation positive entre les concentrations cérébrales de I’ Ap-42
et les déficits cognitifs (Holcomb et coll., 1998 ; Arendash et coll., 2001). Les souris
transgéniques APP et PS1 développent des dépdts amyloides, mais pas de DNF. L’absence de
DNF dans toutes les souris transgéniques APP a conduit a la création des souris transgéniques
tau (P301L). Celles-ci développent des DNF dans le néocortex et 1’hippocampe, et elles
montrent un déficit cognitif accompagné d’une perte neuronale a partir de 1’age de 4 mois
(Gotz et coll., 2001). Elles ne présentent pas de dép6ts amyloides. De plus, consécutivement
au développement de DNF dans la moelle épiniere, cette lignée présente des déficits moteurs
entre 6 et 8 mois (Lewis et coll., 2000 ; Allen et coll., 2002).

La souris double-transgénique (mutation P301L pour tau ; mutation suédoise pour 1’APP) est
la premiére souris qui présente les deux lésions de la MA. Cette lignée développe des dépbts
amyloides extracellulaires et des DNF en quantité plus importante que les souris P301L, mais
elle présente les mémes déficits moteurs que les souris P301L ce qui pose un sérieux
probléme pour les tests comportementaux (Lewis et coll., 2001).

La souris triple-transgénique (APP-PS1-tau) présente également les 2 lésions de la MA. Cette
lignée developpe des dépdts amyloides a un stade précoce dans le néocortex, puis dans
I’hippocampe. Ensuite, des DNF sont mises en évidence dans 1’hippocampe juste apres

I’apparition des premicres plaques amyloides. Ces souris triple-transgéniques montrent un
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déficit au niveau de la plasticité synaptique dans 1’hippocampe (Oddo et coll., 2003a, 2003b)
et un déficit de mémoire a partir de 4 mois (Clinton et coll., 2007).

En conclusion, aucun des modeles de souris transgéniques que j’ai cité ci-dessus et ceux
référencés dans une vaste littérature ne reproduit le tableau clinique et neuropathologique de
la MA. Bien que certain d’entre eux possedent les mémes lésions neuropathologiques de la
maladie, il y a d’autres caractéristiques de la maladie qui ne sont pas exprimées, par exemple,
aucun modele présentent a la fois une perte neuronale au niveau du CE et au niveau de NCB
de facon comparable a celle observée dans le cas de la MA. D’autre part, méme a un stade de
pathologie amyloide trés avancé, la plupart de ces souris présente des déficits de mémoire
relativement modérés, notamment en ce qui concerne la mémoire spatiale. Ceci pourrait étre

lié¢ a I’absence de perte neuronale conjointe du CE et des NCB.

4. Hypotheses et objectifs de la these

Comme je I’ai évoqué précédemment, ’atteinte précoce du CE est considérée comme le
premier signe neuropathologique dans la MA, et on lui attribue la responsabilité du déficit de
la mémoire spatiale et épisodique chez les patients Alzheimer (Rodrigue et Raz, 2004). Par
ailleurs, la dégénérescence des neurones cholinergiques au niveau des NCB est évidente a
une phase plus avancée de la MA. Cependant, les Iésions que 1’0n releve dans ces structures,
I’'une indépendamment de 1’autre, n’entrainaient que des déficits modérés au niveau de la

mémoire spatiale (Coutureau et Di scala, 2009 ; Parent et Baxter, 2004).

Notre équipe a récemment démontré que des lésions conjointes du CE et des NCB chez le
Rat, et non chaque lésion séparément, induisaient des déficits de mémoire spatiale dont la
séverité et la nature rappellent celles présentées en phase avancée de la MA (Traissard et

coll., 2007). Nous avons donc posé ’hypothése d’une synergie délétére de ces deux lésions

typiques de la MA qui pourrait jouer un réle important dans le passage d’un stade
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présymptomatique (atteinte du CE) vers un stade d’amnésie déclarée, caractérisé notamment

par une désorientation marquée de la cognition spatiale (atteinte conjointe du CE et des

NCB ; Cassel et coll., 2008). Les souris transgéniques pour les genes humains mutés de

I’APP sont les modeles animaux les plus utilisés actuellement. Ces lignées de souris
développent des plaques amyloides, mais elles ne présentent au mieux qu’une perte modérée
de neurones dans le CE et aucune dans les NCB, ce qui peut expliquer qu’elles ne présentent

que des déficits cognitifs modestes, méme avec une pathologie amyloide tres sévére.

L’objectif de ce travail de thése a donc été de combiner DPapproche lésionnelle et

Papproche transgénique pour étudier Pimpact des pertes neuronales sur les

performances de mémoires et le développement de la pathologie amyloide de souris

possédant un_géne muté de ’APP. La lésion du CE, a elle seule, pourrait induire des

modifications intéressantes du métabolisme de I’APP et des dépdts amyloides, en particulier
au niveau de I’hippocampe. Par ailleurs, la lésion des NCB pourrait induire une aggravation
de la pathologie Alzheimer comme le suggere un résumé de congres (Chauhan, Neurosci Soc
Abst 271.88/KK9, 2006). Dans le cadre d’une collaboration avec A. Marti et C. Dorner-
Ciossek (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co, Allemagne), nous avons eu acces a
plusieurs cohortes de souris transgéniques APP tg2576. J’ai donc comparé les effets des
lésions du CE, des NCB et des deux structures chez les souris tg2576 pour modéliser des
phases critiques de 1’évolution de la MA.

Dans une premiére partie, j’ai réalisé le phénotypage des souris témoins wild type (wt) agées

de 11, 17 et 21 mois qui constitue le fond génétique des souris Tg2576.

La deuxiéme partie de mon travail a été consacree a 1’evaluation des performances des souris
tg2576 et de leurs wt dans différents tests de mémoire (piscine de Morris, labyrinthe de

Barnes, labyrinthe en Y, reconnaissance spatiale, reconnaissance d’objet et reconnaissance
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olfactive). Ces souris ont été génotypées pour le géne rd (retinal degeneration), car cette

lignée posséde une mutation de dégénérescence rétinienne qui induit une cecité.

Dans la troisiéme partie, j’ai effectué des lésions combinées du CE et des NCB. Les Iésions
du CE par la neurotoxine N-méthyl-D-aspartate et de NCB par I’immunotoxine mu p-75
saporine ont ét¢ mises au point chez des tg2576 afin de tester I’efficacité des doses et
d’ajuster les coordonnées stéréotaxiques. Ensuite, des souris tg2576 et leurs témoins wt de 8
mois portant une Iésion du CE, des NCB ou la double Iésion ont été testées dans le labyrinthe

de Barnes 1 mois et 4 mois apres 1’opération.
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1. Sujets d’expériences

Les expeériences présentées dans ce travail ont été réalisees sur des souris transgeniques
femelles tg2576 et leurs témoins wt de méme fratrie qui nous ont été fournies par nos
collaborateurs, A. Marti et C. Dorner-Ciossek (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co,
Allemagne). Dans les travaux présentés dans les trois chapitres suivants, j’ai utilisé: (i) des
souris wt de 3 ages différents : 11, 17 et 21 mois pour un phénotypage du fond génétique des
souris tg2576, (ii) des souris tg2576 et leurs wt de 8 et 16 mois pour le phénotypage des
souris tg2576 et (iii) des souris tg2576 et leurs wt de 8 mois pour 1’étude de I’impact des
Iésions du CE et/ou des NCB sur leurs performances de mémoire et leur neuropathologie. A
leur arrivée au laboratoire, les souris sont placées individuellement dans des cages Makrolon
(22x20x14 cm) dans une animalerie éclairée selon un cycle 12h-12h (période éclairée : 8h-
20h) et maintenue a une température de 22 = 1°C. Elles y disposent d’une feuille de papier
absorbant pour faire un nid, ainsi que de nourriture et d’eau ad libitum. Chaque animal est
régulierement pesé et manipulé pour se familiariser avec 1’expérimentateur. Tous les
protocoles impliquant les animaux et leur entretien sont menés en conformité avec les
directives nationales (N° 8748 du 19 octobre 1987, ministere de I’agriculture) et
internationales (NIH publication, n082-23 version 85). Chaque expérimentateur titulaire
posséde une autorisation d’expérimenter individuelle délivrée par le ministere de I’agriculture
(N° autorisation JC Cassel : 67-215, C Mathis: 67-292, N. Yassine : formation validée,

demande d’autorisation en cours).
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2. Interventions chirurgicales

2.1. Anesthésie et préparation

Les souris sont pesées, puis anesthésiées par une injection intrapéritonéale de pentobarbital
sodique (Ceva santé animal ; 0.70 mg/kg) pour les opérations de lésion du CE et d’un
mélange de xylazine (10 mg/kg, Rompun 2%, Bayer Pharma) et de kétamine (100 mg/kg,
Imalgene 500, Merial) pour la lésion des NCB. Les animaux sont ensuite placés dans un
cadre stéréotaxique et leurs yeux recouverts d’une goutte de Lacrygel (Europhta). Le mélange
xylazine/kétamine ne provoque pas de problémes d’encombrements respiratoires parfois
observés avec le pentobarbital sodique, mais on ne peut utiliser cet anesthésique pour les
lésions du CE avec le N-methyl-D-aspartate (NMDA) car la kétamine agit comme un
antagoniste non-compétitif du récepteur NMDA et cela risquerait donc d’interférer avec les

propriétés neurotoxiques du NMDA.

2.2. Lésion du CE

L’utilisation du NMDA pour effectuer les lésions du CE a été préférée a celle d’autres
techniques de lésion (électrolytique ou par aspiration) parce que cette technique permet une
Iésion plus sélective de cette structure, puisque les fibres en passage ne sont pas affectées par
I’excitoxicité. Le NMDA posséde des propriétés neuroexcitatrices, car il agit sur les
récepteurs glutamatergiques en provoquant une forte dépolarisation de la membrane qui
entraine a son tour la destruction de la cellule portant ces récepteurs. Les lésions
excitotoxiques bilatérales du CE ont été reéalisées avec une technique d'injections multiples
(3 injections/coté) d’une solution de NMDA dilué dans du PBS a 80mM. Cette solution est
administrée a 1’aide d’une micropipette de verre, permettant un bon suivi de la progression de
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I’injection de la solution. La micropipette est reliée a un cathéter en polyéthyléne, lui-méme
reli¢ a une microseringue (Hamilton) de 10 pL. Les injections sont réalisées a I’aide d’une

micropompe au rythme de 0.1 pL/min.

Tout d’abord, la souris anesthésiée est fixée sur I’appareil stéréotaxique et la barre de
maintien des incisives est placée de maniére a obtenir une horizontalité entre les points de
référence lambda et bregma (technique du « flat skull »). La température corporelle des souris
est enregistrée et maintenue a 35 °C tout au long de ’opération grace a un tapis chauffant
thermostaté équipé d’une sonde rectale. Apres incision longitudinale du scalp, on perfore la
boite crianienne a I’aide d’une fraise dentaire. A chaque point d’injection, sous loupe
binoculaire, la dure-mere est percée préalablement a la pénétration de la micropipette afin
d’éviter I’obstruction de celle-ci ou la compression des tissus sous-jacents lors de la descente
de cet instrument. Quatre trous sont effectués (2 de chaque coté) aux coordonnées

suivantes (par rapport au site bregma):

- Site 1, AP (antéropostérieur)= -4,1 mm, ML (médiolatéral)= +4,2 mm, injection d’un

volume de 0,08 pL.

- Site 2a, AP = -4,7 mm, ML= £3,6 mm, injection d’un volume de 0,1 pL, puis le site

2b avec injection d’un volume de 0,05 pL effectuée 0,5mm plus haut.

- La profondeur des sites d’injection 1 et 2a est définie a 0,5 mm au-dessus de la boite
cranienne : la micropipette est descendue jusqu’a faire contact avec 1’0s, puis

remontée de 0,5 mm.

La micropipette est laissée en place pendant 5 min avant d’étre retirée pour éviter une
aspiration du NMDA lors de son retrait. Pour les souris témoins, on procéde a une descente

de micropipette sans injection. Les souris sont ensuite suturées, et sont identifiées grace a
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I’implantation sous-cutanée d’un transpondeur (Résaumatique ®, BERNAY, France). A
I’issue de I’opération, les souris sont placées dans une cage propre avec un papier absorbant

et la cage est placée sur une plaque chauffante jusqu'a leur reveil.

2.3. Lésion des NCB

J’ai réalisé des 1¢ésions bilatérales des NCB avec la mu p75-saporine (ATS, San Diego, USA)
qui est I’immunotoxine cholinergique adaptée a la souris. Comme chez le Rat, la mu p75-
saporine est composée d’un anticorps dirigé contre le récepteur p75 du facteur de croissance
nerve growth factor (NGF) murin et de la saporine, qui est une protéine inactivant les
ribosomes et extraite de la plante saponaria officinalis. La fixation de la mu p75-saporine sur
les cellules porteuses du récepteur p75 conduit a I’internalisation du complexe et a la mort
cellulaire suite a I’action de la saporine sur les ribosomes.

Comme précédemment, apres incision longitudinale du scalp, on perfore la boite cranienne a
I’aide d’une fraise dentaire. Une solution de 0.3pg/uL de mu p75-saporine (diluée dans du
PBS) est injectée par voie intracérébroventriculaire (i.c.v.) bilatérale (0,5ul par coté) a travers
une canule d’injection (0.28 mm de diameétre externe, 0.18 mm de diametre interne, 20 mm
de long) reliée a un cathéter en polyéthyléne, lui-méme relié a une microseringue (Hamilton)
de 2 pL. Les coordonnées de I’injection se situent aux points suivants : AP=-0.4 mm, ML=
+0.8 mm et DV (dorsoventral)= 2 mm par rapport au point de référence bregma. Les
injections sont réalisées manuellement sur une durée de 45 s. La canule d’injection est laissée
en place pendant 5 min, puis remontée d’un palier de 0.5 mm pendant quelques dizaines de
secondes afin d’éviter tout reflux de I’immunotoxine lors de la remontée finale de la canule.
Toutes les souris témoins recoivent une injection de 0,5 UL de PBS par c6té dans les mémes

conditions que pour la solution de mu p75-saporine. Les souris sont ensuite suturées et
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replacées dans une cage avec un nid en papier absorbant propre. Leur cage est maintenue au

chaud jusqu'a leur réveil.

3. Test comportementaux

3.1. Test d’activité locomotrice

L’intérét de prendre en compte 1’activité locomotrice des souris provient du fait que la
résolution de la plupart des taches comportementales implique un déplacement de celles-ci
dans une enceinte. L’environnement nouveau peut induire un comportement d’exploration
pour I’animal. Celui-ci se traduit par une augmentation de I’activité locomotrice, suivie d’une

diminution progressive li¢e a la familiarisation de 1’animal avec son environnement.

3.1.a Dispositif

L’enregistrement se fait dans une salle dédiée a ce test. Les souris sont placées
individuellement dans une grande cage d’¢levage (42 x 26 x 15cm). Chaque cage est
traversée par deux faisceaux infrarouges aboutissant a deux cellules photoélectriques (A et B)
placées a 4,5 cm au-dessus du plancher de la cage et séparées de 28 cm (Figure 11).
L’activité locomotrice d’une souris est évaluée par le comptage du nombre de passage d’une
extrémité a I’autre de la cage. La coupure successive des faisceaux de lumiere infrarouge (A
puis B ou B puis A) est enregistrée par un ordinateur qui comptabilise ainsi le nombre de

passages longitudinaux.
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Figure 11. Dispositif expérimental de 1’actographie. A: représentation schématique. B: photographie.

3.1.b. Protocole

Les données de 1’actographie sont analysées en deux étapes. Une phase d’habituation de trois
heures aprées I’introduction dans la nouvelle piece d’expérience (familiarisation de ’animal a
un nouvel environnement). Les 21 h suivantes sont analysées séparément et correspondent a
’activité locomotrice de base de I’animal pendant une phase diurne (les cingq premiéres

heures ainsi que les quatre derniéres) et une phase nocturne (phase de 12 heures).
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3.2. Test de reconnaissance spatiale et de reconnaissance d’objet

Ce test se repose sur la tendance naturelle des souris a explorer les nouveaux objets ou ceux
qui ont changé de place dans un environnement qu’elles connaissent et dont elles auront
préalablement explorés les objets. En effet, le test de reconnaissance spatiale est couramment
utilisé chez les rongeurs pour évaluer une forme de mémoire spatiale (association objet-
position). Le test de reconnaissance d’objet permet de vérifier que la souris est capable de
discriminer les différents objets ; il a pour but de quantifier les réactions comportementales

des rongeurs suite a I’introduction d’un nouvel objet dans un environnement familier.

3.2.a. Dispositif

Le dispositif consiste en un champ ouvert (open field) en plexiglas, formé d’un plancher
horizontal carré translucide de 52 cm de coté et de parois verticales noires d’une hauteur de
40 cm (figure 12A). Une carte plastifiée de format A4 présentant des bandes verticales noires
sur fond blanc est fixée a 1’une des parois de I’enceinte. La présence fixe de cette carte au
cours de toutes les séances du test apporte aux animaux un indice d’orientation dans
I’enceinte. L’expérimentateur effectue ses observations a partir du reflet du fond de I’enceinte
sur les parois. J’ai utilis¢é 8 objets (2x2 pour les séances d’habituation, 3 pour le test de
reconnaissance spatiale, et 1 de plus pour le test de reconnaissance d’objet) qui différent par
la taille (10 a 17 cm d’hauteur), la couleur et la composition (plastique, métal et verre ; Figure

12B).
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A
Jour 4:
R Jour 3: reconnaissance reconnaissance
C Habituation spatiale d’objet
Jour 1 Jour 2 acquisition rétention
Y Al |B A A
X (o)
z C Bl |C B| |[D
10 min 10 min 10 min 3 min 10 min 10 min

Figure 12. Dispositif expérimental du test de reconnaissance. A: L’enceinte de test montrant les
objets et la carte plastifiée. B: Détail des objets utilisés pour la tache de reconnaissance spatiale. C:

Déroulement des taches de reconnaissance.

3.2.b. Protocole

Le test se déroule en trois étapes : deux séances d’habituation, une séance de reconnaissance
spatiale, et une séance de reconnaissance d’objet (figure 12C).

Les animaux sont soumis a 2 jours d’habituation. Durant cette phase, les souris sont
familiarisées au champ ouvert et a la présence de différents objets dans différentes
dispositions durant une séance de 10 minutes par jour.

Le troisieme jour, le test de reconnaissance spatiale se déroule en 2 séances de 10 minutes

chacune. Pendant la premiére séance, dite d’acquisition, la souris explore librement pendant
10 mn une configuration de trois objets. Elle est ensuite retirée du dispositif et placée pendant
3-4 mn dans sa cage d’élevage. Pendant ce temps le champ ouvert et les objets sont nettoyés a

I’alcool (70%) afin d’éliminer les traces olfactives, et I'un des objets est changé de place
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(I’objet déplacé). Ensuite, la souris est remise dans le dispositif pour une séance de 10 min de
reconnaissance durant laquelle elle explore librement les objets. Durant la séance
d’acquisition et la séance de reconnaissance spatiale, on quantifie le temps d’exploration de
chaque objet.

Le quatriéme jour, le test de reconnaissance d’objet se déroule dans le méme champ ouvert,
et dure 10 minutes avec deux objets utilisés au jour 3 et un nouvel objet qui remplace un des
trois objets utilisés la veille (un des objets non déplacés). Comme précédemment, on

quantifie le temps d’exploration de chaque objet.

3.3. Test de la piscine de Morris
Congu et mis au point par R.M.G Morris (1983), ce test est devenu rapidement un test de
référence dans les études visant a évaluer les capacités d’apprentissage et de mémoire spatiale
chez les rongeurs. Dans les différents types de protocoles utilisés, le principe de base est que
I’animal doit apprendre a s’échapper de 1’eau d’un bassin (situation aversive) en atteignant le
plus rapidement possible une plate-forme. Dans certains protocoles, la plateforme est
légérement immergée dans 1’eau et les seuls repéres que 1’animal peut utiliser pour trouver la
plateforme sont les indices distaux disposés a I’extérieur du bassin. Dans d’autres protocoles,
la plate-forme dépasse légérement de la surface de I’eau ce qui la rend visuellement

accessible aux animaux et ne nécessite pas de navigation spatiale pour s’y réfugier.

3.3.a. Dispositif
Le dispositif expérimental de notre test de la piscine de Morris est constitué d’une enceinte
circulaire de 140 cm de diameétre et de 40 cm de hauteur, posée sur un socle s’élevant a 58 cm
du sol et remplie a moitié (20 cm) par de 1’eau (figure 13). La température relativement basse

de I’eau (20°C) confeére a ce test un caractere aversif pour la souris. La piscine est
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virtuellement divisée en quatre quadrants par quatre points cardinaux arbitraires (Nord, Sud,
Est, Ouest). Une plate-forme mesurant 10 cm de diamétre est constituée d’un bocal
entierement en verre transparent et de section hexagonale. Le bocal n’est pas visible une fois
dans I’eau. Le bassin est placé dans une salle d’expérimentation comportant divers repéres
visuels et auditifs distaux et fixes (bureau, chauffe-ecau, cages, affiches, ordinateur, radio...),
susceptibles de permettre a I’animal de repérer I’emplacement de la plate-forme lorsqu’elle
est invisible. Dans cette tache, I’animal cherche a trouver refuge sur la plate-forme le plus
rapidement possible.

Le trajet effectué par I’animal dans la piscine est filmé¢ a 1’aide d’une caméra vidéo qui
transmet I’image a un moniteur relié a un ordinateur et a un magnétoscope. Ce dernier permet
de sauvegarder les données de ’expérience sur bande vidéo. L’ordinateur est équipé d’un
systétme d’analyse de trajectoire (Ethovision video tracking system, version 2.3, Noldus
Information Technology, Wageningen, Pays-Bas) qui permet d’obtenir, entre autres
variables, la latence que met 1’animal a rejoindre la plate-forme et la distance parcourue au

cours du trajet.
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Figure 13. A : Représentation schématique de la piscine de Morris avec les divisions virtuelles des
guatre quadrants. B : Photographie de la piscine (N : Nord, S : Sud, E : EST, O : Ouest).

3.3.b. Protocoles

Avant le début du protocole de mémoire de référence, chaque souris est familiarisée au
dispositif de test. Le protocole est réalisé en plusieurs étapes. La premiére étape correspond a
une séance d’habituation d’une minute, la souris est déposée 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 une petite plate-forme (le couvercle du bocal
utilisé comme plate-forme) émergée est visible (1 cm au-dessus du niveau de I’eau) et située
a quelques centimetres du bord du bassin, la souris peut la rencontrer et se hisser dessus. Si la
souris n’y parvient pas avant 1 min, elle y est doucement amenée et laissée dessus pendant 10
sec, puis ramenée dans sa cage sur une grille de transport. Le lendemain, les souris sont
encore une fois déposées au centre du bassin rempli (niveau d’eau a 20 cm du haut de la

paroi) et sans plateforme. L’animal peut alors nager pendant 2 min afin qu’il s’habitue a la
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nage dans ces conditions. Cet essai de « nage libre » vise a vérifier que toutes les souris sont

capables de nager pendant au moins 2 min sans fatigue excessive.

Le protocole de mémoire de référence consiste, pour 1’animal, a localiser la plate-forme
immergée, donc invisible. La position de la plate-forme reste inchangée (ici dans le quadrant
Sud-Ouest) au cours de 6 jours consécutifs. Chaque jour, la souris apprend a rejoindre la
plate-forme au cours de 4 essais consécutifs en partant d’un des 4 points de départ assignés de
maniere quasi-aléatoire. A chaque essai, I’animal est déposé dans 1’eau depuis un point de
départ déterminé qui varie d’essai en essai (la séquence des différents points de lacher variant
¢galement d’un jour a ’autre). L’essai se termine lorsque la souris a atteint la plate-forme, ou
bien lorsque 60 sec se sont écoulées. Si la souris ne trouve pas la plate-forme durant les 60
sec de I’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 sec avant que 1’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 sec) et la distance parcourue au cours du trajet.

Vingt-quatre heures apres le dernier essai du protocole de mémoire de référence, la plate-
forme est retirée du bassin et les souris sont soumises a un test de rétention de 60 sec durant
lequel on mesurera principalement le temps passé dans les 4 quadrants, dont celui qui
contenait la plate-forme au cours des essais précédents.

Vingt-quatre heures aprés le dernier essai du protocole de test de rétention. Cette expérience
s’est poursuivie, pendant 3 jours consécutifs, par une séance quotidienne de 4 essais ou la
plateforme est placée dans le quadrant opposé de l’ancien quadrant cible (inversion de
consigne - reversal). Ce protocole permet d’évaluer la capacité des souris a réapprendre un

nouvel emplacement de la plate-forme.
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Remarque : dans le travail que je présente, vingt-quatre heures apres le dernier essai du
protocole de reversal, les souris ont été soumises, pendant 3 jours consécutifs, a des séances
d’extinction a raison d’une séance d’extinction par jour. Ce protocole permettrait d’évaluer la
persistance des souris & chercher la plate-forme absente. Les données obtenues dans ce
protocole ne seront pas présentées, car les souris n’ont pas appris la tiche de mémoire de
référence pour les raisons que je décrirai ultérieurement.

L’épreuve de la plate-forme visible est réalisée le dernier jour. Cette tache de discrimination
visuelle a pour but de vérifier I’absence de biais sensorimoteurs ou visuels. Elle consiste en 4
essais, 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 I’emplacement de la plate-forme est
identique d’un essai a I’autre. Les variables retenues sont les mémes que lors du protocole de

mémoire de référence.

3.4. Labyrinthe de Barnes
Le test du labyrinthe de Barnes a initialement été développé par C. Barnes (1979) pour
¢valuer les performances d’apprentissage et de mémoire spatiale chez le Rat age¢. Ce test est
plus adapté a la souris que la piscine de Morris, car la souris, contrairement au rat, a une
tendance a éviter le milieu aquatique dans son environnement naturel. Le principe de ce test
est de retrouver I’emplacement d’un trou menant a un refuge. En effet, la souris présente une
tendance naturelle a éviter les environnements decouverts (la plateforme du test) en trouvant
refuge dans son nid (la cage d’élevage). Au fur et a mesure de I’entrainement, la souris va
progressivement apprendre a localiser le trou menant a sa cage en se basant sur des indices

distaux disponibles dans la piece (armoire, meubles, formes sur les murs, radio...).
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3.4.a Dispositif
Le dispositif consiste en une plateforme circulaire (100 cm de diamétre) munie de 12 trous de
4 cm de diamétre situés sur sa circonférence a 9 cm du bord (figure 14). La plateforme est
surélevée a 65 cm du sol et posée sur un tabouret & siége rotatif, permettant de la tourner
aisément. Un tube en plastique flexible reliera I’un des trous de la plateforme a la cage de
I’animal (figure 14). Pour chaque souris, une seule position dans ’espace est associée au

trou-cible menant a la cage via le tube flexible.

A B
100 cm

Cylindre de départ

Trou-Cible

Tube en plastique

Cage

Figure 14. Dispositif expérimental du test du labyrinthe de Barnes. A: Représentation schématique.

B : Photographie.

3.4.b. Protocole de mémoire de référence

Durant les trois premiers jours, les souris sont entrainées a passer de la main de
I’expérimentateur a leur cage en passant par un tube qui est identique a celui qui sera
ultérieurement connecté a I’un des trous de la plateforme. Cette familiarisation se déroule au
rythme de 3 essais par jour. Dans ce test, j’ai utilisé pour chaque expérience/chapitre un
protocole différent :

- Expérience 1: phénotypage des wt: les souris regoivent 2 jours d’acquisition (J1 et J2),

au rythme de 6 essais pour chaque souris le premier jour (J1), et de 3 essais pour
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chaque souris le second jour d’acquisition (J2). Ensuite, pendant 4 jours consécutifs
(J3-J6), les souris ont une séance quotidienne de 4 essais/jour ou la position du trou
cible est changée (placé a I’opposé du trou cible utilisé lors des deux premiers jours
de I’acquisition — I’épreuve du reversal). Deux tests de rétention (probe) sont réalisés
afin d’évaluer les performances de mémoire spatiale : un test est réalisé en J2 avant la
derni¢re séance d’acquisition (probe 1). Un autre (probe 2) est réalisé en J18, c'est-a-
dire 11 jours apres la fin du reversal.

- Expérience 2 : phénotypage des tg2576: Le protocole comporte 2 jours d’acquisition
(J1 et J3) a raison de 6 essais pour chaque souris le premier jour (J1), de 3 essais le
second jour d’acquisition (J3) et 4 jours consécutifs de reversal (J4-J7). Deux tests de
rétention sont realisés : un test est réalisé en J4 avant la séance de reversal (probe 1)
et un autre (probe 2) est réalisé en J14, c'est-a-dire 7 jours apreés la fin du reversal.
Ajouter un jour d’acquisition avant de faire le premier probe a permis d’améliorer les
performances de rétention des souris wt au vu des résultats de la premiére expérience.
La réduction du délai de rétention pour le probe 2 de 11 jours a 7 jours a permis de
rendre cette tache plus facile pour les souris tg2576. Ces changements ont eu pour but
d’obtenir des déficits reproductibles chez les souris tg2576.

- Expérience 3 : les souris subissent 5 jours d’acquisition, a raison de 4 essais/jour. Le
test de rétention est réalisé 2 jours (72 heures) aprés la derniére séance
d’apprentissage. En effet, d’apres les résultats acquis avant cette expérience, les
performances de rétention mnésique des tg2576 sont déja affectées apres un délai de
2-3 jours.

Les souris passent par série de 4. A chaque essai, un cylindre est posé au milieu du labyrinthe
et la souris y est déposée, puis libéree au bout de 5 s en démarrant le chronométrage. La

souris dispose de 3 min maximum pour atteindre le trou cible par 1’expérimentateur. Si elle
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ne le trouve pas, elle est gentiment guidée jusqu'a celui-ci. Entre chaque essai, on essuie la
plateforme avec un chiffon imbibé d’alcool a 70 % et la planche est tournée selon un
protocole prédéfini afin que le méme trou ne soit jamais deux fois a I’emplacement du trou-
cible (pour éviter un indigage olfactif). Pour chaque essai, on mesure les latences de visite et
d’entrée dans le trou-cible (4 pattes dans le trou) ainsi que I’ordre de visite de tous les trous
avant d’atteindre le trou-cible. Au cours des probes, la souris explore librement pendant 2
minutes sans qu’aucun trou ne soit relié a sa cage. On comptabilise le nombre, la latence,
ainsi que la distribution spatiale des visites pour chaque souris. Un indice d’exploration des
trous est alors calculé : Nombre de visite au trou cible / Nombre de visites totales. Les
stratégies utilisées par les souris pour trouver le trou sont classées selon trois catégories
(adapté par Harrison et ses collaborateurs, 2007) : (1) Stratégie spatiale si la souris va
directement au trou-cible ou le trou adjacent au trou-cible. (2) stratégie sérielle si la souris
visite trou apres trou. (3) Stratégie aléatoire, si la souris n’adopte pas I’une ou I’autre stratégie

décrite précédemment.

3.5. Test du labyrinthe en 'Y
Il s’agit d’un test permettant d’évaluer la tendance naturelle d’une souris a alterner son choix
apres avoir exploré une branche d’un labyrinthe. En effet, dans la majorité des cas, elle va
spontanément explorer les autres branches qui lui sont inconnues. Le labyrinthe en Y est
composé de trois allées identiques disposées selon les médianes d’un triangle équilatéral. Ces
allées ont une longueur de 13 cm, une largeur de 4.5 cm et une hauteur de 5.5 cm. Ce
labyrinthe dispose d’un couvercle transparent (figure 15). Le plancher est constitué¢ de barres
métalliques de 2 mm de diamétre régulierement espacées de 0,5 cm. Ce test d’alternance est
couramment utilisé pour évaluer la mémoire de travail chez les rongeurs. Il est souvent

appelé test d’« alternance spontanée » en raison de I’absence d’un renforgateur, alimentaire
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par exemple. Il a été décrit que I’alternance spontané chez les rongeurs dépend de
I’hippocampe. En effet, les animaux qui ont subi des lésions de 1’hippocampe présentent de
mauvaises performances dans ce test (Lalonde, 2002). Dans notre procédure, la souris est
placée dans 1’'une des trois branches du labyrinthe, la téte dirigée vers le point d’intersection
des 3 branches, puis elle est laissée 5 minutes en libre exploration. On considére qu’elle a
pénétré dans une branche si ses 4 pattes sont dedans. On comptabilise 1’ordre des visites, dont
on extrait le nombre total de visites comme indice d’activité générale, ainsi que la distribution
des visites dans les trois branches. Les données présentées résultent d’une analyse de cette
distribution pour compter les alternances et s’expriment en pourcentage d’alternance. Celui-ci
est calculé selon la formule: [Nombre d’alternance / (Nombre de visites — 2)] X 100 (voir

I’exemple de comptage d’alternance et de pourcentage dans la figure 15).

Pourcentage d’alternance= Nb Alt x 100
Nb Visites - 2

BACBCBCABBCA

5x 100 = 50%
12-2

13 cm

>
4.5cm

Figure 15. Dispositif expérimental du test du labyrinthe en Y avec la formule adaptée pour calculer le

pourcentage d’alternance et un exemple de comptage d’alternance.

62



Matériels et Méthodes

3.6. Test de discrimination olfactive

Ce protocole est adapté de la publication de Schellinck et ses collaborateurs (2001). La souris
va apprendre & associer une odeur a la présence d’un renforcateur alimentaire et une autre
odeur a I’absence de renforcateur alimentaire (pates au blé dur, 17.3 + 0.3 mg par pate,
Alphabet®. GRAND’MERE, Marlenheim). Le test se déroule en une phase d’acquisition et
une phase de rétention espacees de 7 jours. Cing jours avant chaque phase, les souris sont
mises en restriction alimentaire pour abaisser leur poids initial de -10 et-15% et le maintenir a
ce niveau pour toute la durée de I’apprentissage. Ce poids est maintenu avec des rations
alimentaires définies (0.5-2 g) selon le besoin, et le poids de la souris est vérifié
quotidiennement. Ces rations sont constituées a partir de nourriture habituelle. Avant
d’entamer la phase d’acquisition du test, les souris recoivent également quotidiennement des
pates présentées dans des pots en verre (@ : 6 cm ; hauteur, 5 cm). Durant la phase de 3 jours
d’acquisition, au rythme de 4 essais par jour, les animaux apprennent a associer I’odeur
renforcée a la présence des pates. L’odeur Phényl-acetate (Aldrich chemicals, France)
rappelant une odeur de rose, est renforcée pour une moiti¢ des animaux, tandis que 1’odeur de
linalool (Aldrich chemicals , France) rappelant une odeur de citron, est renforcée pour le reste
des animaux. Les pates sont disposées sur une boite de Pétri (d : 5 cm ; hauteur, 2 cm) percée
de petits trous et contenant un papier filtre (Whatman no. 3 ; @ : 4,5 cm). Sur le papier filtre
sont déposees 200 uL de solution odorante. Le tout est placé au fond d’un pot en verre (décrit
ci-dessus) et entierement recouvert de sciure sur toute la hauteur du pot. Chaque jour
d’acquisition, la souris effectue 2 essais avec I’odeur renforcée et 2 essais avec 1’odeur non
renforcée (5 minutes par essais). L’ordre des essais renforcés (R) et non-renforcés (R) varie
d’un jour a I’autre. Le premier jour, I’ordre est RNRN, le second jour il devient NNRR, et le
troisieme jour, c’est NRNR. Six jours apreés 1’acquisition, les animaux passent un test de

rétention. Ce test se déroule en une séance de 2 minutes pendant laquelle la souris a accés
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simultanément a deux pots dépourvus de pétes. Un des pots contient 1’odeur précédemment
renforcée, et ’autre, ’odeur précédemment non-renforcée. On utilise un appareil de test
néotique transparent (45 x 30 x 20 cm) divisé en deux fois 3 séries de compartiments
interconnectés et d’égale surface (gauche, centre, droite). On garde la méme lumicre dans la
piéce, le méme bruit de fond, mais on déplace le lieu du test dans la partie opposée de la
piéce. Dans un premier temps, on met la souris pendant 2 min dans le compartiment central
du triple compartiment cot¢ mur et 1’on mesure le temps passé¢ par la souris dans le
compartiment droit et celui passé dans le compartiment gauche. Ceci permet de vérifier qu’il
n’y a pas de préférence pour un coté. On remet la souris dans sa cage. On prépare les 2 pots
(chacun contenant une odeur mais dépourvu du renforgateur) que 1’on place comme indiqué,
un dans chaque compartiment extréme du triple compartiment coté expérimentateur. Environ
3-4 min aprés avoir sorti la souris du dispositif, on la remet dans le compartiment central du
triple compartiment coté expérimentateur pour 5 min. Mais on ne mesure que sur 2 min le
temps que la souris creuse dans chacun des deux pots (2 chronos). Le comportement de
fouille est défini par le fait que la souris déplace la sciure (on exclue le temps passé a renifler

et a marcher sur la surface de la sciure).

3.7 Test de I'évitement passif
Le test de I’évitement passif a été largement utilisé pour évaluer I’apprentissage et la
mémoire chez les rongeurs. L’appareil de test est constitué de deux compartiments (figure
16): un compartiment blanc et éclairé (23 cm de long, 8 cm de large et 14 cm de haut), ainsi
qu’un compartiment noir et non éclairé (18 cm de long, 8 cm de large et 14 cm de haut),

séparé du compartiment blanc par une porte a guillotine.
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Le test se déroule en 2 phases : une phase d’acquisition et une phase de rétention. Pendant la
phase d’acquisition, la souris est placée dans le compartiment éclairé pendant 20 sec, puis la
porte a guillotine est ouverte. Dés I’ouverture de la porte, on mesure le temps que met
I’animal pour entrer dans le compartiment sombre. Lorsque I’animal a les quatre pattes dans
le compartiment sombre, la porte a guillotine est refermée et la souris subit immédiatement
deux chocs électriques au niveau des pattes (0.3 mA en courant alternatif, deux secondes) a 5
sec d’intervalle. Aprées 15 sec passees dans ce compartiment sombre, la souris est retirée du
dispositif et retourne dans sa cage.

Vingt-quatre heures plus tard, I’animal est replacé dans le dispositif pour une séance de
rétention. La souris est déposée dans le compartiment éclairé et la porte a guillotine est

ouverte au bout de 20 s. On enregistre la latence d’entrée dans le compartiment sombre.

8cm

23cm 18 cm

Figure 16. Dispositif expérimental du test de I’évitement passif. A : représentation

schématique. B : photographie

4. Histologie

4.1. Euthanasie et préparation des tissus

A la fin des tests comportementaux, les souris sont sacrifiées par 1’injection d’une dose 1étale

de pentobarbital sodique (100mg/kg) par voie intrapéritonéale. Afin de fixer les tissus
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cerébraux, on réalise une perfusion intacardiaque de paraformaldéhyde a 4 % (tampon
phosphate 0.1 M, pH 7.4, 4°C) pendant 7 min. Apres la perfusion, le cerveau de la souris est
prélevé, puis post-fixé dans une solution identique de parafolmadéhyde pendant 4 h, avant
d’étre cyoprotégé en le placant pendant 48 h dans une solution de D-saccharose a 20 % (dans
un tampon phosphate, 0.1 M, pH 7.4, 4°C). Par la suite, les cerveaux sont congelés dans une
solution d’isopentane refroidie avec de la carboglace a -40°C, puis ils sont conservés dans un
congélateur a 80 °C.

Des coupes frontales de 40 pm d’épaisseur sont effectuées du cortex préfrontal jusqu'a la fin
du CE a I’aide d’un microtome placé dans un cryostat a -20°C. Les coupes destinées aux
colorations au violet de crésyl, a la thioflavine-S et a I’enzymohistochimie de 1’AChE sont
montées sur lames gélatinées. Les coupes destinées aux immunohistochimies de la ChAT et
avec du BAM-10 sont mises dans des puits contenant une solution de cryoprotection et

conservées a -20°C.

4.2. Coloration au violet de crésyl
Le violet de crésyl colore essentiellement les composés acides des cellules (les protéines
acides des ribosomes et le noyau). Cette coloration est réalisée principalement dans le but de
vérifier I’étendue des 1ésions du CE et la spécificité de celles-ci. Apres trois bains de rincage
a I’eau distillée, les coupes sont plongées dans un bain de violet de crésyl chaufté a 50 °C.
Les coupes sont rincées dans 1’eau distillée, suivie d’une différenciation dans une solution
d’alcool-acide, puis d’une déshydratation par des bains d’alcool de concentration croissante.
Les lames sont ensuite montées sous lamelle dans un milieu d’inclusion (Eukitt) avant
observation au microscope optique afin de déterminer la localisation et 1I’étendue des 1ésions.

Cette analyse histologique permet d’éliminer les souris présentant une Iésion insuffisante du
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CE ou une I¢ésion trop étendue endommageant d’autres structures ou encore une Iésion mal

localisée.

4.3. Enzymohistochimie de ’AChE
L’AChE est I’enzyme de dégradation de I’ACh. La révélation de son activité sur des coupes
de cerveau est réalisée principalement afin de marquer les terminaisons cholinergiques. La
révélation se déroule en deux étapes. Les coupes sont tout d’abord rincées a 1’eau distillée,
puis incubées pendant 15 a 18 h dans une solution mere composée de glycine, de sulfate de
cuivre et d’acétate de sodium qui constitue un substrat pour I’AChE. Au cours de la deuxiéme
phase, les coupes sont plongées dans une solution de sulfure de sodium (8 mM) pour révéler
en brun le produit de la réaction, avant d’étre rincées, déshydratées dans des bains d’alcool de
concentration croissante, et montées sous lamelle dans de I’Eukitt. Puis, on fait une mesure
de la densité optique (DO). La DO est mesurée a I’aide d’un systéme d’analyse d’image
assisté par ordinateur (SAMBA Technologies, France). Elle est mesurée sur des images
digitalisées, en delimitant la structure étudiée. La mesure du bruit de fond de la lame est
directement soustraite de 1’image a analyser. Puis, sur chaque coupe, la mesure de la DO de
la partie centrale du corps calleux, une région cérébrale dépourvue de fibres AChE-positives,

est soustraite des mesures effectuées sur les structures cérébrales d’intérét.

4.4. Marquage immunohistochimique : anti-ChAT et anti-Af
(BAM-10)

Le marquage de la ChAT, enzyme de synthese de 1’ACh, est utilis€ pour visualiser les
neurones cholinergiques dans les structures de la BCA (SM, BDB, NBM). Le marquage
BAM-10 servira a visualiser les dépbts diffus dans les différentes structures cérebrales.

Les coupes recueillies dans des puits sont rincées 3 fois pendant 10 min dans du PBS (0.1M,
pH 7.4) avant d’étre incubées pendant 1h dans du sérum d’ane a 5 % (BioWest, Nuaille, pH
7.4) avec du PBS contenant 0,5 % de triton X-100. Les coupes sont ensuite transférées dans
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la solution contenant 1’anticorps primaire, un anticorps polyclonal de chévre dirigé contre la
ChAT (1:500 ; Chemicon international, AB1778, Temecula, CA) ou un anticorps monoclonal
de souris dirigé contre I’AB humaine, le BAM-10 (1:1000 ; Sigma-Aldrich ; A3981 ; L'lsle
D'Abeau Chesnes ; France). Les coupes sont ensuite incubées durant 18h, rincées 3 fois dans
du PBS, puis incubées pendant 1h dans une solution d’anticorps biotinylé d’ane anti-chevre
(1:500 ; Chemicon International, AP180B, Temecula, CA). Aprés 3 ringages successifs des
coupes dans du PBS, elles sont incubées pendant 45 min dans une solution contenant le
complexe avidine-biotine-péroxidase (Vectastain Elite ABC; Vector Laboratories
International, Burlingame, USA). Les coupes sont par la suite rincées deux fois dans du PBS,
puis une fois dans une solution contenant 0,6 % de tampon TRIS (PH 7,6). Elles sont enfin
exposées a un mélange de DAB et d’H,0, (Peroxidase Substrate Kit DAB, Vector
laboratories, Burlingame, CA) jusqu'a obtenir un bon rapport marquage/bruit de fond. La
réaction est stoppée par deux ringages au PBS. Les coupes sont montées sur des lames
gélatinées et mises a I’étuve (37°C). Finalement, on les monte sous lamelle dans un milieu

d’inclusion (Eukitt).

4.4.a Comptage des neurones dans le SM et le NBM
Le comptage des neurones cholinergiques au niveau du SM et du NBM a été effectué aux
coordonnées Bregma +1,0 £ 0,3 mm pour le SM, et Bregma -6,0 £ 0,3 mm pour le NBM
(adapté de Moreau et coll., 2008). Le comptage des neurones a été réalisé sur 2 a 3 coupes

frontales a I’aide du logiciel ImageJ (NIH), apres quoi les valeurs ont ét¢ moyennées.

4.4.b. Comptage des dépots amyloides (diffus)
Parce que les dépdts diffus présentent une délimitation assez irréguliére et une grande

variabilité en taille, on a choisi de déterminer la surface occupée par les dép6ts par rapport a
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la surface totale de la structure étudiée (souvent qualifié de charge amyloide ou amyloid
burden). L’analyseur d’image (Mercator ; Explora Nova, France) nous permet de déterminer
la surface occupée par les depéts, ainsi que leur nombre, et la taille de la structure en terme de
surface (um). La détermination du pourcentage a été réalisée sur 3 a 4 coupes frontales pour

chaque structure, apres quoi les valeurs ont été moyennées.

4.6. Coloration a la thioflavine S
La thioflavine S est un fluorochrome qui posséde la propriété de se lier a des structures § —
plissées, telles que des dépbts amyloides, et de lui conférer une fluorescence par microscopie
en lumiére ultra-violette. Dans les conditions présentes, le marquage est spécifique pour les
dépots amyloides de type plaque sénile. Les lames sont d’abord rincées une fois dans I’eau
distillée avant d’étre baignées dans une solution de thioflavine S 1% (Sigma-Aldrish ;
T1892 ; L'Isle D'Abeau Chesnes ; France) pendant 8 min a température ambiante. Les coupes
sont ensuite rincées dans 1’eau distillée, puis elles sont plongées dans de 1’alcool a 80%.
Apres plusieurs lavages successifs dans ’eau, les lames sont montées sous lamelle dans un

milieu de montage Vectashield Hard Set (Vector laboratories, Burlingame, CA).

4.6.a. Comptage des plaques séniles
Le comptage des plaques séniles a été réalisé sur 3 a 4 coupes frontales pour chaque
structure, apres quoi les valeurs ont été moyennées. On a utilisé le logiciel ImageJ (NIH) pour

le comptage des plaques séniles.
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5. Génotypage de la mutation rd

5.1. Principe de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode qui permet de sélectionner un
fragment d’ADN a partir d’'un génome complexe et de réaliser une amplification enzymatique
in vitro de celui-ci.

11 s’agit d’une technique d’amplification d’un segment d’ADN compris entre 2 régions de
séquences connues. Cette technique utilise une des propriétés des ADN polymérases qui est
de ne pouvoir synthétiser le brin complémentaire d’une séquence qu’a partir d’un couple
d’amorce correspondant a une séquence d’oligonucléotides.

Un cycle de PCR est composé de trois étapes : une séparation des brins d’ADN, une
hybridation des amorces et enfin une élongation par une ADN polymérase. La répétition des

cycles aboutit a une amplification exponentielle de la séquence cible.

5.2. Protocole

Dans notre expérience, nous avons utilisé deux paires d’amorces : RD3/RD4 pour amplifier
la forme mutée de 1’allele (Pdeb), et RD3/RD6 pour amplifier la forme sauvage de 1’allele
(RD3: 5-TGACAATTACTCCTTTTCCCTCAGTCTG-3" ;RD4: 5’-GTAAACAGCAAG
AGGCTTTATTGGGAAC-3";RD6 :5’-TACCCACCCTTCCTAATTTTTCTCAGCC-3’

(Giménez et Montliu, 2001). La préparation de I’ADN est réalisée par 1’incubation pendant
12 heures a 55°C de la queue d’une souris dans une solution du directPCR (101-T,
Euromedex, France) contenant de la protéinase K (09-0911, Euromedex, France) diluée a 0.5
pg/ul dans un tube Eppendorf. Ensuite, avant le test, les tubes sont incubés a 85°c pendant 85
minutes pour désactiver la protéinase K, puis les tubes sont vortexés et centrifugés. Dans un

microtube de PCR on place :
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5 ul de Taq polymérase (Taq Master-Jena Bioscience)

1 pl de produit de PCR

1 pl d’amorce (RD3/RD4 ou RD3/RD6)

17 ul eau distillé (gsp 25 pl)

Le mélange est mis dans un thermocycleur Biorad programmeé en fonction des amorces :

- dénaturation (94°C, 30 secondes)

- hybridation (65°C, 30 secondes) > 45 cycles

- élongation (72°C, 2 minutes)
J

Ensuite, on fait migrer I’ADN amplifié sur un gel d’agarose contenant le bromure d’éthydium
(BET-intercalant) plongé dans un tampon et soumis a un champ électrique (100V). Apreés
migration, le gel est placé dans un appareil (Biorad-EZ system) qui envoie un rayonnement

ultra-violet qui rend I’ ADN fluorescent.

6. Analyses statistiques

L’ensemble des données a été traité a 1’aide d’une analyse de la variance (ANOVA) a un ou
plusieurs facteurs, ou d’une ANOVA a mesures répétées en fonction du plan expérimental.
L’Anova est suivie par un test de comparaisons multiples (Newman-Keuls). Les données
obtenues dans le test de rétention de la piscine de Morris ont été analysées a I’aide d’un test

(t) de Student.
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Chapitre 1 : Phénotypage des souris wilt type (WT)

1. Introduction

Cette partie de mon travail de thése a eu pour but d’étudier les performances des souris wt de
fond génétique B6;SJL, soit le méme fond que celui de la souris transgénique tg2576, dans
une batterie de tests de mémoires. Le but était de sélectionner les tests les plus reproductibles
pour, dans une autre expérience, mettre en évidence les déficits de mémoire des souris tg2576
(chapitre 2). Dans ce but, nous avons intégré dans la batterie de tests un certain nombre de
taches dans lesquelles les souris tg 2576 ont été décrites comme déficitaires. Les premiers
tests utilisés dans I’article princeps de Hsiao et collaborateurs (1996) sont la tache de
navigation spatiale dans la piscine et la tache d’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y.
Des déficits de mémoire spatiale ont également été décrits dans la tache de navigation
spatiale dans le labyrinthe de Barnes (King et coll., 1999 ; Pompl et coll., 1999 ; Arendash et
King, 2002). Néanmoins, les résultats obtenus dans ces trois tests ne sont pas toujours
cohérents d’un laboratoire a un autre, voire au sein d’'une méme étude (Holcomb et coll.,
1999; King et coll., 1999; Arendash et King, 2002; Deacon et coll., 2008; Stewart et coll.,
2011). En revanche, plusieurs laboratoires ont montré de fagon beaucoup plus reproductible
une perturbation de la détection d’une nouveauté spatiale et une préservation de la
reconnaissance d’objet dans un paradigme d’exploration d’objets (Ognibene et coll., 2005;
Hale et Good, 2005; Good et coll., 2007). Nous avons donc sélectionné ces quatre tests dans
notre batterie de phénotypage des souris wt. Nous avons ajouté une séance d’actographie, car
une hyperactivité locomotrice a souvent été décrite chez les souris tg2576 (Ognibene et coll.,
2005; Gil-Bea et coll., 2007).

Par ailleurs, cette lignée posséde une mutation de dégénérescence rétinienne (rd) qui induit

une cécité. La dégénérescence rétinienne est due a une mutation autosomique récessive sur le
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géne codant pour la sous unit¢ B de la PDE-GMPc (phosphodiestérase-adénosine
monophosphate cyclique) dépendante. Cette mutation induit une augmentation anormale du
GMPc, qui inhibe la cascade de la phototransduction. Toutes les cellules a béatonnet
dégénerent rapidement chez les souris, alors que les cellules a cone dégenerent plus lentement
et, a I’age de 18 mois, il ne reste plus que 5 % de la population initiale (Pittler et Baehr,
1991 ; Ogilvie et coll., 2002). Le probleme de reproductibilité de la mise en évidence de
déficits mnésiques dans certaines taches pourrait étre lié a la présence de cette mutation dans
le fond génétique B6;SJL des souris tg2576. En effet, les souris consanguines homozygotes
pour la mutation rd, telles que la lignée SJL, ont de trés mauvaises performances dans des
tests d’acuité visuelle et ne montrent aucun signe d’apprentissage dans la tiche de mémoire
spatiale dans la piscine de Morris (Wong et Brown, 2006 ; Brown et Wong, 2007). De plus,
Garcia et ses collaborateurs (2003) ont montré que les souris tg2576 et leur wt homozygotes
pour rd ne parviennent pas a améliorer leur performances dans cette tache et sont méme
déficitaires dans la version de la tache ou la plateforme est pourtant visible. Lorsque nous
avons commencé le phénotypage des souris wt, nous n’avions pas connaissance de ce
probléme de cécité dans la lignée tg 2576. C’est pourquoi nous avions intégre les taches de
piscine dans notre batterie de test. Comme les performances de nos souris wt étaient
particulierement mauvaises, nous avons recherché la cause possible de ce déficit dans la
littérature consacrée a cette lignée. C’est I’article de Garcia et ses collaborateurs (2003) qui
nous a convaincu qu’une partie de la population était vraisemblablement homozygote pour
rd, donc aveugle, et qu’il fallait procéder au génotypage de nos cohortes pour cette mutation.
Ce genotypage a eté réalisé par nos collaborateurs, A. Marti et C. Dorner-Ciossek
(Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co, Allemagne). Les données ont donc été ré-
analysees a posteriori en fonction du résultat de ce géenotypage en différenciant les souris

voyantes et les souris mal-voyantes ou aveugles. Dans ce travail, je représente les souris
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homozygotes pour la mutation rd par (rd/rd) et les souris hétérozygotes ou sauvages par (+/+,
+/rd). Nous avons choisi de faire ce phénotypage sur des souris femelles pour plusieurs
raisons. Tout d’abord, la pathologie Alzheimer est plus précoce et marquée chez les femelles
de cette lignée. De plus, nous espérions pouvoir les garder groupées pour éviter 1’isolement
social des que les protocoles expérimentaux le permettraient. Certains travaux suggeéraient
que le regroupement serait plus facile chez les femelles que chez les males de lignée SJL, car
ces derniers sont tres agressifs (Page et Glenner, 1972). Malheureusement, nous avons
constaté que les femelles étaient malgré tout plus agressives que la normale (expérience
personnelle sur d’autres lignées) et nous les avons rapidement séparées (quelques jours apres
I’arrivée des premicres wt et dés I’arrivée pour les cohortes suivantes). Les trois ages des
cohortes de wt testées dans ce travail ont été sélectionnés sur la base du décours temporel de
la pathologie amyloide, dont on sait que les premiers signes apparaissent vers 9 mois chez les
souris tg2576. A 11 mois, les souris tg2576 présentent un développement modéré des
plaques, voire encore sporadique. A 17 mois, ces plaques sont nombreuses, alors qu’a 21
mois la charge amyloide est tres séveére. Les résultats de ce phénotypage des souris wt pouvait
encore moduler notre choix sur les périodes de tests comportementaux des cohortes de
tg2576 suivantes, déja réservées pour leur phénotypage aupres de nos collaborateurs
(Boehringer Ingelheim, Allemagne).

Trois cohortes de souris femelles wt agées de 11, 17 et 21 mois (&ge au premier test) ont été

testées selon le protocole expérimental décrit schématiquement ci-dessous :
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. INEEE [,

semaine
0 2 3 4 5 6 7 8
Arrivée au
laboratoire
B Actographie (J1-12) [ Test de la piscine de Morris (J38-J56)
[ Test de reconnaissance (J5-19) B Test du labyrinthe en Y (160)

[ Test du labyrinthe de Barnes (J11-124)

Le génotypage a montré que la grande majorité des souris étaient homozygotes pour la
mutation rd (rd/rd). Le tableau ci-dessous représente 1’effectif des souris dans chaque test,
avec le nombre de souris qui ne sont pas affectées par la mutation. Comme nous avons une
tres grosse majorité de souris mal-voyantes (parfois une par groupe d’age), nous n’avons pas
pu analyser le facteur Age et le facteur rd dans la méme analyse. Nous avons opté pour une
autre stratégie qui est d’analyser d’abord le facteur Age, puis le facteur rd séparément sur

I’ensemble de la population a la condition qu’il n’y ait pas d’effet significatif de I’age.

Génotype Age (mois) | Actographie RS/RO Barnes Piscine de Morris Y-maze
11 10 (1) 12 (2) 9(2) 9 (1) 11 (2)

wt 17 9 (3) 10 (3) 9 (3) 7(2) 10 (3)

21 9(1) 10 (1) 10 (1) 7(1) 10 (1)

Tableaul. Tableau représentant les effectifs des wt dans chacun des tests avec le nombre de souris
voyantes, donc sauvages ou hétérozygotes pour la mutation rd (+/+, +/rd), entre parenthése. La
variation du nombre de souris dans les tests est due a I’élimination deS souris qui ne pouvaient pas
réaliser la tache : dans I’actographie, les souris qui font des stéréotypies sont éliminées (3), dans le
Barnes les souris qui sautent de la plateforme sont éliminées (3), dans la Piscine, celles qui n’arrivent

pas a nager sont éliminées (8).
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2. Résultats

1. Actographie

1.1. Habituation

Effet de I’age. Les souris montrent une habituation au nouveau contexte sur les trois

premicres heures de la séance d’actographic (Figure 17A). En effet, on observe u

ne

diminution progressive de 1’activité locomotrice en fonction du temps (Effet Heure :

F227=20,20, P < 0,001). Il n’y avait pas d’effet de 1’age sur I’évolution de I’activité (Heure x

Age : F45,=0,79, P=0,53).

Effet de rd. Puisqu’il n’y a pas d’effet de 1’age, les trois groupes ont été regroupés pour

évaluer I’effet de la mutation rd. Les souris (rd/rd) et les souris voyantes ont une activ

locomotrice similaire durant les trois heures d’habituation (figure 17B). Il n’y avait pas

ité

d’effet de la mutation rd sur cette phase d’habituation (Effet rd: F;,4=0.0003, P = 0,95;

Heure x rd : F,45=0,007, P=0,99).
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Figure 17. Activité locomotrice chez les souris wt durant les trois heures d’habituation de la séance
d’actographie. Les graphiques représentent les moyennes du nombre de passages d’un bout a 1’autre
de la cage (+ erreur type) en fonction de 1’age (A) et du génotype rd (B). Les effectifs pour les

génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses.
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1.2. Activité locomotrice de base

Effet de I’age. Sur les 21 derniéres heures de la séance d’actographie, 1’activité locomotrice
des trois groupes de souris évolue de fagon comparable selon un cycle nycthéméral classique
avec une activité plus importante pendant la phase nocturne. J’ai donc représenté 1’activité
locomotrice moyenne pendant les périodes diurne et nocturne du nycthémere pour simplifier
la présentation et I’analyse des données.

Il y a une forte variation d’activité locomotrice pour I’ensemble des souris entre les deux
périodes (figure 18A). L’activité des souris en période nocturne est significativement plus
importante que leur activité en période diurne (Effet Période : F;25=34,55, P < 0,001). Le
groupe de 17 mois semble plus actif, notamment pendant la période nocturne, mais il n’y a
pas d’effet global de 1’age (effet Age : F,25=0,42, P=0,7), ni d’interaction entre le facteur
Période et le facteur Age (F225=1,3, P=0,29).

Effet rd. Puisque il n’y a pas d’effet de I’4ge, les 3 groupes ont été regroupés pour évaluer
I’effet de la mutation rd sur I’activité locomotrice de base. Les souris mal-voyantes semblent
étre plus actives que les souris voyantes pendant la période nocturne, mais cet effet est loin

d’atteindre le seuil de significativité (Figure 18B).
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Figure 18. Activité locomotrice de base au cours des derniéres 21 h de la séance d’actographie chez
les souris wt. Les graphiques représentent les moyennes (+ Erreur type) du nombre de passages en
périodes diurne et nocturne obtenues par les différents groupes d’age (A) et en fonction de la mutation
rd (B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ; +/rd) sont indiqués entre parenthéses. (* : P <

0,05, significativement différent de la phase diurne).

2. Tests d’exploration d’objets

2.1. Reconnaissance spatiale

Effet de I’age. Au cours de la séance d’acquisition de la configuration spatiale, les souris
explorent autant 1’objet qui sera déplacé que les objets qui ne le seront pas. Il n’y a donc pas
de biais de préférence spontanée (Effet Objet: F;2=1,20, P=0,30). La quantité globale
d’exploration ne différe pas significativement entre les 3 groupes d’age (Effet Age:
F220=0,34, P=0,34).

Au cours des 10 minutes de la séance de rétention (figure 19), I’ensemble des souris explore
plus I’objet déplacé que les deux objets non déplacés (effet Objet : F;29=61,4, P < 0.001,
figure 19A). Il n’y a pas d’effet de 1’age, ni aucune interaction entre les performances de
détection de nouveauté spatiale et 1’age (Age x Objet : F229=1,09, P=0,34).

Effet rd. Puisqu’il n’y a pas d’effet de 1’age, les trois groupes ont été regroupés pour évaluer
I’effet de la mutation rd sur la performance des souris dans cette tache. A notre grand

étonnement, tous les groupes montrent une bonne performance dans ce test, quel que soit le
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statut de la mutation (figure 19B). En effet, il n’y a pas d’effet de la mutation rd sur
I’ensemble des explorations et sur les performances de détection de la nouveauté spatiale

(effet rd : F126=0,07, P=0,93 ; Objet x rd : F1.2=0,05, P=0,94).
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Figure 19. Performances de détection de la nouveauté spatiale chez les souris wt. Les graphiques
représentent les moyennes (+ erreur type) des durées d’exploration en secondes pour les différents
groupes d’age (A), et en fonction de la mutation rd. Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et
(+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses. (* : P < 0,05, significativement différent des objets non

déplacés).

2.2 Reconnaissance d’objet

Effet de I’age. Au cours de ce test, globalement, tous les groupes ont de bonnes
performances de reconnaissance d’objet. En effet, I’ensemble des souris explore plus le
nouvel objet que les deux objets familiers (effet Objet : F; 30=23,1, P < 0,001; Figure 20A). Il
n’y a pas d’effet de 1’age, ni d’interaction entre les performances de reconnaissance et 1’age
(Age x Object : F1 26=0,14, P=0,86).

Effet rd. Puisqu’il n’y a pas d’effet de I’age, les trois groupes ont été regroupés pour analyser
I’impact de la mutation rd sur les performances de reconnaissance d’objet. Une fois de plus,
la performance n’est pas affectée significativement par la mutation rd (effet rd (F126=0,3,

P=0,5; rd x Object : F126=0,14, P=0,8 ; figure 20B).
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Figure 20. Performances de reconnaissance d’objet chez les souris wt. Les graphiques représentent
les moyennes (+ erreur type) des durées d’exploration en secondes dans les différents groupes d’age
(A) et en fonction de la mutation rd (B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont

indiqués entre parenthéses. (* : P < 0,05, significativement différent de 1’objet non déplacés).

3. Tache de mémoire spatiale dans le labyrinthe de Barnes

3.1. Erreurs de mémoire de référence

Effet de I’age.

Acquisition : Une "erreur de mémoire de référence™ est definie comme la visite d’un trou qui
n’est pas le trou-cible. Nous avons analysé les données en termes de nombre de trou
incorrects visités au cours de la tdche. Au premier jour d’acquisition, tous les groupes
semblent apprendre la tache, car leur nombre d’erreurs diminue au cours de 6 essais (effet
Essai : F5125=20,5, p<0,001). Il n’y a pas d’effet global de ’age (effet Age : F,2,=1,9, P=0,2),
ni d’influence de I’age sur les performances d’acquisition pendant ce premier jour (ESsai X
Age : F10125=0,67, p=0,74).

En comparant la moyenne des performances du jour 1 a celle du jour 2, les souris ont
amélioré significativement leurs performances (effet Jour : F12,=35,1, P=0,001). Celles-ci ne

sont globalement pas affectées par 1’age (Effet Age : F2.2,=1,6, P=0,23) et les 3 groupes d’age
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montrent une évolution des performances similaires sur les deux premiers jours d’acquisition
(Jour X Age : F,25=0,88, P=0,88 ; figure 21A).

Inversion de consigne (reversal) : le trou qui méne a la cage est positionné a 1’opposé du trou
initial. Ce changement perturbe les performances des souris entre le jour 2 et le jour 3 (Effet
Jour : F125=12,4, P=0,002). Il n’y a aucun effet de 1’age sur I’ensemble des performances et,
méme si le groupe de 11 mois semble plus affecté que les autres groupes par le reversal, il
n’y a aucune interaction significative avec le facteur age (effet Age : F,25=0,89, P=0,42 ; Age
X Jour : F225=0,59, P=0,96). Au cours des 4 jours d’entrainement (J3 a J6) sur la nouvelle
position du trou cible, les souris des trois groupes d’age améliorent trés nettement leurs
performances jusqu’a atteindre un bon niveau de 2-3 erreurs de mémoire de référence (effet
Jour : F375=7,34, P < 0,001). Aucun effet de I’age et aucune interaction avec ce facteur n’est
observé dans cette phase du test (effet Age: F,25=0,4, P=0,7 ; Age X Jour: Fg75=1,74,
P=0,12).

Effet de rd : Puisqu’il n’y a pas d’effet de 1’age, les trois groupes ont été regroupés pour
évaluer I’effet de la mutation rd sur le nombre d’erreurs de mémoire de référence.
Acquisition. Au cours du premier jour, il n’y a pas de différence de performance sur les 6
essais entre les souris (rd/rd) et les souris voyantes (Essai X rd: Fs330=0,71, P=0,41). Au
cours des deux premiers jours d’acquisition les souris (rd/rd) et les souris voyantes montrent
une performance moyenne similaire (figure 21B), il n’y a pas d’effet de la mutation rd et
aucune interaction avec ce facteur (effet rd: F1=0,71, P=0,4; rd X Jour: F1,26=0,5,
P=0,5).

Reversal : Entre le jour 2 et le jour 3, ’effet de reversal semble un peu plus marque chez les
souris (rd/rd) sans que cette différence ne soit significative (effet rd : F;26=0,24, P=0,11 ; rd

X Jour : F126=1,5, P=0,2). Au cours de quatre jours de reversal, I’évolution des performances

81



Contribution expérimentale: chapitre 1

des souris (rd/rd) en termes d’erreurs est comparable a celle des souris voyantes (effet rd :

F1,26:2, P:O,l7, rd X Jour : F3’78:3,4, P:O,64).
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Figure 21. Performances de mémoire de référence des wt au cours de I’acquisition et du reversal dans
le labyrinthe de Barnes. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreurs type) des nombres
d’erreurs de mémoire de référence en fonction des jours pour les trois groupes d’age (A) et en
fonction de la mutation rd (B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués
entre parentheses.

3.2. Latence d’entré dans le trou cible

D’une fagon générale, les effets de 1’age et de la mutation rd sur les données obtenues en
termes de latence sont comparables a ceux que 1’on a pu observer ci-dessus sur les données
obtenues en termes d’erreurs. Néanmoins, nous tenons a montrer I’ensemble des données
(latences et erreurs) car 1’absence d’effet de la mutation rd dans cette tdche de mémoire

spatiale est tres surprenante.

Effet de I’age.

Acquisition : Pendant le premier jour d’acquisition, les groupes améliorent leurs
performances en terme de latence d’entrée dans le trou cible au cours de 6 essais (Effet
Essai : Fs5125=23,1, P < 0,001). Il n’y a pas d’effet de 1’age ou d’interaction avec ce facteur

(figure 22A).
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En comparant la moyenne des performances du jour 1 a celle du jour 2, nous montrons que
les souris ont amélioré significativement leurs performances (effet Jour: F;,5=8,32,
P=0,007), et ceci sans effet significatif de I’age et sans interaction avec ce facteur (effet
Age : F,25=0,9, P=0,4 ; Essai x Age : F225=0,6, P=0,6).

Reversal: Globalement, le changement de la position du trou cible ne perturbe pas les
performances des souris entre le jour 2 et le jour 3 (effet Jour : F;25=1,1, P=0,32 ; Figure
22B). Le groupe de 11 mois est le seul groupe dont la performance semble affectée par le
reversal, mais aucun effet de 1’age ni aucune interaction avec ce facteur ne ressortent des
analyses (Age x Jour : Fi125=1,12, P=0,34).

Au cours des 4 jours d’entrainement (J3 a J6) sur la nouvelle position du trou cible, les souris
des trois groupes d’age améliorent trés nettement leurs performances en termes de latence
d’entrée dans le trou-cible (Jour : F375=6,8, P < 0,001 ; Voir figure 22A). Aucun effet de
I’age et aucune interaction avec ce facteur ne sont observés dans cette phase du test (Age :

F225=1,3, P=0,3; Age X Jour : Fg75=1,74, P=0,64).

Effet rd. Puisqu’il n’y a aucun effet de 1’age, les 3 trois groupes ont été regroupés pour
évaluer I’effet de la mutation rd.

Acquisition : au cours du premier jour, il n’y a pas de différence de performances sur les 6
essais entre les souris (rd/rd) et les souris voyantes (Essai X rd : Fs130=0,48, P=0,78). Au
jour 2, les souris (rd/rd) semblent mettre plus de temps que les souris voyantes pour entrer
dans le trou-cible, mais cet effet n’est pas significatif (effet rd : F;5=0,17, P=0,7 ; Rd X
Jour : F125=1,1; P=0,3, figure 22B).

Reversal : entre les jours 2 et 3, les souris (rd/rd) et les souris voyantes ne sont pas affectées
par le reversal (F126=2, P=0,2). Néanmoins, il y a une petite tendance non significative pour

un effet modeste de la mutation rd sur I’ensemble des deux jours (effet rd: Fy 2= 2,6, P=0,1).
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Au cours des 4 jours d’entrainement (J3 a J6) sur la nouvelle position du trou-cible, les souris
(rd/rd) sont a peu pres aussi rapides que les souris voyantes pour atteindre le trou cible (Jour

Xrd: F3,75:O,6, P:0,61).
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Figure 22. Temps mis pour réussir la tiche chez les wt au cours de 1’acquisition et du reversal dans le
labyrinthe de Barnes. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreurs type) de latence d’entrée
dans le trou cible pour les trois groupes d’age (A) et (B) en fonction de la mutation rd (B). Les

effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parentheses.

3.3. Tests de rétention

Le premier test de retention (probe 1) a lieu au jour 2, avant les trois essais d’acquisition.
Parce que le nombre de visites totale différe entre les groupes dans les deux probes (5.7 + 0.8
pour le groupe de 11 mois, 6.9 £ 0.6 pour le groupe de 17 mois, et 8.4 = 0.9 pour le groupe de
21 mois dans le probe 1 ; 9.2 + 1.3 pour le groupe de 11 mois, 8.3 + 0.6 pour le groupe de 17
mois, et 11.2 + 1.2 pour le groupe de 21 mois dans le probe 2), j’ai choisi d’analyser les
données en fonction d’indice des visites.

Effet de I’age. La figure 23 présente pour chaque groupe 1’indice moyen de visites aux trous
cible, opposé et de part et d’autre a 90° au cours du probe 1. Globalement, les souris

présentent une modeste préférence non significative pour le trou cible (effet Trou : F375=1.67,
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P=0,18 ; figure 23A). Il n’y a pas d’effet de 1’age, ni d’interaction avec ce facteur (effet
Age : F125=1,3, P=0,3 ; Age X trou : Fg75=0,8, P=0,57).

Effet de rd. Comme il n’y a pas d’effet de I’age, les 3 groupes ont été regroupés pour évaluer
I’effet de la mutation rd sur la performance des souris. Les souris voyantes semblent montrer
une preférence plus marquée pour le trou cible que les souris (rd/rd) (figure 23B).
Néanmoins, il n’y a pas d’effet significatif de la mutation rd sur les performances globale de
visites aux quatre trous et sur leur préférence pour le trou cible (effet rd : F;6=0,3, P=0,55 ;

rd X Trou : F3,73:O,46, P:O,70).
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Figure 23. Performance de rétention des wt dans le probe 1 de la tache du labyrinthe de Barnes 24h
apres le 1* jour d’acquisition. Les graphiques représentent I’indice des visites (+ erreur type) aux
trous cible, opposé et a 90° de part et d’autre en fonction de 1’age (A) et en fonction de la mutation rd
(B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses. (*: P <

0,05, significativement différent du trou-cible)

Le deuxiéme test de rétention (probe2 ; figure 24) a lieu 11 jours apreés la fin du reversal.
Effet de I’age. Les souris présentent globalement une préférence marquée pour le trou cible
au cours du probe 2 (effet Trou : F366=8,58, P < 0,001). Les 3 groupes d’dge montrent une

bonne performance dans ce deuxiéme probe (Age X trou : Fg75=0,92, P=0,5 ; figure 24A).
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Effet de rd. Les trois groupes d’age ont été regroupés pour évaluer I’effet de la mutation rd
sur la performance des souris (Figure 24B). A notre grand étonnement, les souris voyantes et
les souris (rd/rd) montrent une bonne performance dans le deuxiéme probe. Il n’y avait pas
d’effet significatif de la mutation rd sur la préférence pour le trou cible (rd X Trou:

F3,73:O,46, P:0,70).
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Figure 24. Performances en retention des wt dans le probe 2 de la tche du labyrinthe de Barnes (16
jours apreés le reversal). Les graphiques représentent 1’indice des visites (+erreur type) au trou cible, et
aux trous soit opposé soit a 90° de part et d’autre en fonction de 1’age (A) et en fonction de la
mutation rd (B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses.

(* : P <0,05, significativement différent du trou-cible)

4. Test de la piscine de Morris

4.1. Distance parcourue

Effet de I’age.
Acquisition : les souris améliorent leurs performance pendant les 6 jours d’entrainement (effet
Jour : Fs100=7,1, P < 0,001 ; Figure 25A), sans effet significatif de 1’dge (Jour X Age :

F10100=1,3, P=0,24). Cependant, on n’observe pas d’amélioration notable de performance
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malgré I’entrainement quotidien. Globalement, les distances parcourues par les souris restent
élevées tout au long du test.

Reversal: Au jour 7, la plate-forme est placée dans le quadrant opposé de 1’ancien quadrant
cible dans le but d’évaluer la capacité des souris a réapprendre un nouvel emplacement de la
plate-forme. Il n’y a pas d’effet de ce changement de localisation de la plateforme entre le
jour 6 et le jour 7 chez les 3 groupes d’ages (Effet Jour : F;2=0,02, P=0,88 ; Age X Jour :
F.20=0,11, P=0,89 ; Figure 25A). Au cours de ces 3 jours de reversal, les souris ameliorent
significativement leurs performances (Effet Jour: F;40=4,8, P=0,01). Cet effet est
essentiellement dl a une progression un peu plus marquée des performances du groupe de 11
mois, mais cet effet n’atteint pas tout a fait la significativité (Age X Jour : F440=2,49,
P=0,057).

Effet de rd. Parmi les 23 souris, il y en a seulement quatre (deux de 17 mois, une de 11 mois
et 1 de 21 mois) qui sont hétérozygotes (+/rd) ou sauvages (+/+) pour la mutation rd. Pendant
la phase d’acquisition, ces quatre souris voyantes montrent une tres bonne performance, alors
que les souris homozygotes (rd/rd) n’apprennent pas la tache (Figure 25B). Il y a un effet
global de la mutation rd (Effet rd: F12,=7,7, P=0,01), cependant, I’interaction Jour X rd
(Fs,10s=6,5, P=0,1) n’atteint pas la significativité, probablement parce que ces données ont été
obtenues sur trés peu d’animaux voyants (4). Au cours des trois jours de reversal, il y a
également un effet de la mutation rd (Effet rd : F12,=7,22, P=0,013), mais ’interaction Jour

X rd (F2,42=0,6, P=0.5) n’atteint pas la significativité.
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Figure 25. Distance parcourue par les wt pour atteindre la plate-forme au cours de I’acquisition et du
reversal dans la tche de la piscine. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreurs type) de
distance parcourue par essai durant les 6 jours d’acquisition et les 3 jours de reversal en fonction de
I’age (A) et en fonction de la mutation rd (B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd)

sont indiqués entre parenthéses (* : P < 0,05, significativement différent du groupe rd/rd)

4.2. Latence d’accés a la plate-forme

Effet de I’age.

Acquisition : I’analyse de la latence nécessaire pour atteindre la plate-forme montre des
résultats similaires a ceux obtenus pour les distances parcourues (figure 26). Au cours des six
jours d’acquisition, les souris améliorent leurs performances (effet Jour : Fs100=3,7, P =
0,003), sans effet significatif de 1’age (effet Age: F,20=0,81, P=0,45; Jour X Age:
F10100=0,83, P=0,58 ; Figure 26A). Cependant, au sixiéme jour d’acquisition, il y a des souris
qui nagent encore plus de 45 secondes pour retrouver la plate-forme (5/9 pour le groupe de 11
mois, 4/7 pour le groupe de 17 mois et 2/7 pour le groupe de 21 mois).

Reversal: entre le jour 6 et le jour 7, il n’y a pas d’effet du changement de position de la
plate-forme sur les trois groupes d’age (effet Jour: F;20=0,4, P=0,52; Age X Jour:
F220=0,04, P=0,95; Voir figure 26A). Au cours des trois jours de reversal, les souris
améliorent légerement leurs performances (effet Jour : F;40=3,2, P=0,05). Il n’y a pas d’effet
de I’age sur les performances (effet Age :F,2=0,92, P=0,42; Jour X Age: F440=0,26,

P=0,89).
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Effet de rd. Les trois groupes d’age ont été regroupés pour évaluer 1’effet de la mutation rd
sur la performance des souris (Figure 26B).

Acquisition : lors de la phase d’acquisition, il y a un effet significatif de la mutation rd sur les
jours d’entrainement : les souris voyantes montrent une tres bonne performance, alors que les
souris homozygotes (rd/rd) n’améliorent pas leur performance (rd X Jour: Fs100=2,3,
P=0,04). Au cours des trois jours de reversal, il y a également un effet global de la mutation

rd sur le niveau de performance (Effet rd : F; ;= 10,9, P=0,003).

A , B
60 - —o— 17 mos 60 - —0— (rd/rd) (19)
—a— 21 mois —&— (+/+, +/rd) (4)

50 - !
|

40 -

30 A

Latenceens
w
o
1

20 A

Latenceens

10 4

1 2 3 4 5 6 Revl Rev2 Rev3 1 2 3 4 5 6 Revl Rev2 Rev3
Jours Jours

Figure 26. Latence d’accés a la plate-forme chez les souris wt au cours de 1’acquisition et du reversal
dans la piscine. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreurs type) du temps passé a chercher
la plate-forme par essai durant les 6 jours d’acquisition et les 3 jours de reversal en fonction de 1’age
(A) et en fonction de la mutation rd (B). Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont

indiqués entre parentheses. (* : P < 0,05, significativement différent de (rd/rd).

4.3. Test de rétention (probe)

Le test de retention est réalisé le septieme jour juste avant le reversal. La plate-forme est
retirée de la piscine et les déplacements de chaque souris sont suivis pendant 60 s. Le but est

d’évaluer leur capacité a se rappeler la localisation de la plate-forme dans le quadrant cible

SO.
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Effet de I’age. Pour chacun des groupes, les souris montrent une modeste préférence pour le
quadrant cible (figure 27A), mais les valeurs pour chacun des groupes ne différent pas de la
valeur de 15 s qui correspond a une répartition de la recherche au hasard.

Effet de rd. Les trois groupes d’age ont été regroupés pour évaluer I’effet de la mutation rd.
Les souris (rd/rd) montrent une mauvaise performance dans ce test de rétention contrairement

aux souris voyantes qui ont un biais marqué pour le quadrant cible (Figure 27B).

A B
EQuad NE

40 4 OQuad NO 40 -

35 OQuad SE 35 -

30 - M Quad SO 30 -

25 A
20 A
15 +--- --
10 4

25 A
20 A
15 +
10 4

Latenceens
Latenceens

11 mois 17 mois 21 mois (’d/’d)(lg) (+/+, +/rd) ()

Figure 27. Performances des souris wt dans le test de retention de la piscine au jour 7. Les graphiques
représentent (+ erreurs type) le temps moyen passé dans chaque quadrant (Quad dans la figure) de la
piscine en fonction de 1’age (A) et en fonction de la mutation rd (B). Le quadrant cible est le quadrant
SO. Les effectifs pour les génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parentheses. (*: P <
0,05, significativement différent du hasard (15 s).

4.4 Test de plate-forme visible

Le test de plate-forme visible, qui a lieu le 13*™ jour, est généralement effectué dans le but
de vérifier ’absence de biais dans les performances, biais qui pourrait étre ds notamment, a
un déficit visuel ou a un manque de motivation.

Effet de I’age. Globalement, les performances des trois groupes restent relativement stables
au cours des 4 essais (figure 28A). Les souris n’ont pas réussi a améliorer significativement

leurs performances et celles-ci restent a un niveau anormalement faible par rapport a ce que

nous obtenons habituellement dans 1’équipe (Effet essai : F35=1,28, P=0,28). Il n’y avait pas
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d’effet significatif de 1’age sur ces performances (effet Age: F,20=1,1, P=0.34; Age X
Essai : Fg60=0,5, P=0,81).

Effet de rd. Puisqu’il n’y a pas d’effet de I’age, les trois groupes ont été regroupés pour
évaluer ’effet de la mutation rd (figure 28B). Les distances parcourues par les souris (rd/rd)
sont tres €levées en comparaison avec les souris voyantes et elles n’évoluent dans aucun des

groupes (Effet Rd : F12,=3.74, P=0.06, Essai X rd : F33=0,01, P=0,99).

A —o— 11 moi B
1000 ~ —0—17 22:2 1000 o lrd/ra) ()
900 4 —a— 21 mois 900 1 O (/% 4/ (4)
800 - 800 -
g 700 - E 700 -
£ 600 - S 600 z/lN"
g 500 - g 500 1
S 400 & 400 -
2 300 2 300 - "L/E'\a___ﬁ
(=)
200 200 -
100 - 100
0 0 . . . .
1 2 3 4 1 2 3 4
Essais Essais

Figure 28. Performances des souris wt dans le test de la plate-forme visible. Les graphiques
représentent les moyennes (+ erreurs type) des distances parcourues pour atteindre la plate-forme
durant les 4 essais en fonction de 1’age (A) et en fonction de la mutation rd (B). Les effectifs pour les
génotypes (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses.

5. Test d’alternance dans le labyrinthe en Y

Les trois groupes de souris présentent un nombre comparable d’entrées dans les branches (11
mois: 25,8+£3.9 ; 17 mois: 22.4+3.6 ; 21 mois: 20.0+3.6 ; effet Age : F,23=0,61, P=0,54 ;
figure 29). Le pourcentage d’alternance diminue en fonction de I’age (F225=4,4, p=0,02).
Comme il y a un effet de 1’age, on ne peut pas regrouper les trois groupes pour évaluer 1’effet

de la mutation rd.
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Figure 29. Performances d’alternance des souris wt dans le labyrinthe en Y. Les graphiques
représentent la moyenne (+ erreurs type) d’alternance en fonction de 1’adge (* significativement
différent du groupe de 11 mois).

3. Discussion du chapitre

Dans cette premiere partie de mon travail de thése, j’ai mis en ceuvre les protocoles d’une
série de tests comportementaux que j’envisageais d’utiliser chez les souris tg2576 dans

I’étape suivante de ma démarche expérimentale (chapitre 2).

En analysant de facon détaillée I’ensemble des résultats collectés, on peut tout d’abord retenir
que I’age ne semble quasiment pas avoir d’impact sur les performances, exception faite d’une
tendance dans le test d’alternance dans le labyrinthe en Y. Par ailleurs, d’une manicre
surprenante, ce n’est que dans la piscine de Morris que j’ai pu mettre en évidence 1’effet de la
mutation rd (cécité ou vue gravement altérée) sur les performances des souris wt. La
discussion de ce chapitre se focalisera donc sur I’effet de la mutation rd. Dans le chapitre 2,
par contre, une discussion détaillée portera sur le phénotypage des souris tg2576

comparativement a celui de leurs témoins wt.

Les données du test de la piscine de Morris suggerent que la mutation rd affecte les
performances des souris dans cette tache de navigation spatiale a caractere aversif, un résultat

qui confirme 1’étude réalisée par Garcia et ses collaborateurs (2003) sur la méme lignée de
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souris. Par contre, cette mutation rd n’a pas d’effet marqué sur les performances dans le
labyrinthe de Barnes, dans la reconnaissance spatiale/d’objet, dans le labyrinthe en Y, qui
tous les trois reposent sur un déplacement organisé dans un environnement spatial, pas plus
d’ailleurs que sur I’activit¢ locomotrice. Nous avons donc posé I’hypotheése de D’effet
synergique du stress et de la mutation rd sur la performance des souris dans cette tache. Alors
que dans le test de labyrinthe de Barnes - dont le principe est le méme que celui du test de la
piscine de Morris avec un changement majeur, cependant: la souris n’a pas & nager pour
atteindre le trou-cible - les souris mal-voyantes sont aussi performantes que les souris
voyantes. Cependant, dans ce test, j’ai pu mettre en évidence une amélioration des
performances au cours d’essais successifs, ce qui traduit un apprentissage malgré la mutation
rd, et cet apprentissage a eu lieu méme en nettoyant la plate-forme avec de 1’alcool et en
tournant la plate-forme a I’issue de chaque essai. Ce nettoyage et cette rotation du dispositif
permettent de brouiller tout indice olfactif susceptible de persister d’un essai a 1’autre ou
d’une souris a la suivante. On note aussi que les souris mal-voyantes sont légérement
affectées dans le test du reversal, mais seulement dans la phase initiale du ré-apprentissage,

puisqu’elles parviennent rapidement a réapprendre le nouvel emplacement du trou cible.

Contrairement au Rat, ’eau n’appartient pas a 1’écosysteéme naturel de la Souris. C’est pour
cette raison que I’on considére que la piscine de Morris est un test stressant pour la Souris,
stress qui peut avoir un impact plus marqué chez la Souris que chez le Rat. En effet, il existe
une différence de performances entre la souris et le Rat dans la piscine de Morris, les
premieres étant moins performantes que les seconds, alors qu’une telle différence n’apparait
pas dans un autre test de navigation spatiale comme celui du labyrinthe radial dans sa version
classique, c’est-a-dire sans eau (Whishaw et Tomie, 1996). En effet, plusieurs auteurs ont
posé I’hypothése de I’effet du stress induit par I’eau sur les performances de la Souris.

Harrison et ses collaborateurs (2009) ont détecté une augmentation exponentielle du niveau
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de corticostérone (indicateur de stress) chez les souris testées dans la piscine en comparant
ces niveaux avec ceux relevés chez des souris testées dans le labyrinthe de Barnes ou des
souris n’ayant subi aucun test comportemental. Ce genre d’observation va dans le sens de

notre hypothese sur I’effet synergique du stress et de la mutation rd.

Mais le stress n’est pas le seul facteur a contribuer a la différence entre les performances des
souris mal-voyantes aux deux tests. En effet, on peut supposer que du fait de la cécite,
d’autres modalités sensorielles soient surexprimées pour compenser la perte visuelle (Buhot
et coll., 2001), et que les souris aveugles aient la possibilité d’appréhender les taches spatiales
en se basant sur des capacités olfactives ou/et auditives supérieures a la normale. Il n’est pas
exclu que, dans la piscine de Morris, la compensation olfactive de la cécité soit moins
efficace que dans un test réalisé sur le dur. Plusieurs études ont aussi montré que 1’audition
permettait de compenser 1’absence de vision, notamment chez 1’humain, et ceci reste vrai
pour des animaux frappés d’une perte congénitale de la vision (Lewald et coll., 2002 ;
Warren et coll., 2002 ; Dale et coll., 1986). Watanabe et Yoshida (2007) ont montré que les
souris testées en salle noire dans une version seche de la piscine de Morris, et dont la
navigation devait se baser sur des sons émis par des haut-parleurs fixés en dehors de la
plateforme, parvenaient facilement a résoudre la tdche. De la méme facon, on notera que la
différence entre les performances de rats aveugles par rapport a des rats voyants est beaucoup
moins marquée dans le test de Barnes que dans celui de la piscine de Morris (Spencer et coll.,
1995). Il est intéressant de souligner ici que chez ’homme aussi, les personne ayant une perte
congénitale de la vision ont une capacité plus marquée que des personnes ayant perdu la vue
apres plusieurs années de vie normale a naviguer dans 1’espace en se basant complétement
sur I’audition (Després et coll., 2004). De plus, les sujets aveugles depuis la naissance, durant

une activité impliquant une navigation spatiale, présentent une activité normale dans
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I’hippocampe et le cortex visuel, les deux structures impliquées dans la navigation spatiale

(Kupers et coll., 2010).

Les animaux en général, et les rongeurs en particulier, utilisent également ce qu’on appelle un
processus d’intégration du chemin (en anglais : path integration). A 1’aide de ce processus,
I’animal forme des relations entre ses mouvements (temps parcouru, vitesse de déplacement,
orientation, mouvement) pour mémoriser le chemin qu’il a parcouru (Whishaw et Gorny,
1996). Sautter et ses collaborateurs (2008) ont montré que les rats testés dans la piscine de
Morris sous lumiere stroboscopique ont besoin de plus de temps que les rats testés sous
lumiére normale pour atteindre la plate-forme, indiquant qu’une vision stroboscopique a un
impact négatif sur les performances de navigation en piscine. Par contre, la lumiére
stroboscopique n’a aucun effet sur les performances des rats dans un test qui, par certains
aspects, ressemble au test du labyrinthe de Barnes. L’hypothése que les souris mal-voyantes
pourraient étre incapables d’utiliser 1’intégration du chemin dans la piscine de Morris, alors
que dans le test de Barnes, moins stressant, ce processus pourrait s’opérer normalement
semble aussi acceptable. Enfin, Kimshi et Terkel (2001) ont posé I’hypothése que les
rongeurs peuvent utiliser également le champ magnétique terrestre pour guider leurs
déplacements. Mais I’utilisation de cet indice devrait étre aussi pertinent dans la piscine que
dans le labyrinthe de Barnes, et ne peut pas expliquer la différence de performance entre les

souris voyantes et mal-voyantes.

Dans le test de reconnaissance de la modification de la disposition des objets, les souris
voyantes et les souris mal-voyantes ont des performances comparables qui indiquent bien que
les deux groupes sont capables de détecter le changement de configuration spatiale des objets
présents au sein de 1’open field. Ces resultats suggerent que méme les souris ayant perdu la

vue conservent une capacité a développer une carte cognitive de leur environnement fondée
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sur d’autres modalités sensorielles que la vision. Il a été montré que les rats aveugles depuis
la naissance et laissés en libre déplacement dans une enceinte présentent des cellules de lieu
au champ d’activité stable, qui ne différent pas de celles des rats voyants. Cette
caractéristique se fonde le plus probablement sur une appréhension olfactive de

I’environnement (Save et coll., 1998).

En tenant compte du fait que les objets et 1’open field sont nettoyés a 1’alcool aprés chaque
passage d’une souris, on ne peut exclure que I’odeur de I’expérimentateur, qui se tient a
proximité de 1’open field, pourrait également jouer un rdle dans ce test. De plus, les souris
sont en contact direct avec les objets, ce qui permet une exploration ‘tactile’ qui peut
compenser également le réle de la vision dans ce test.

Dans le test d’activité locomotrice, les souris mal-voyantes (notamment pendant la phase
nocturne) sont légérement plus actives que les souris voyantes. Ces résultats montrent que les
souris mal-voyantes sont sensibles au changement du cycle circadien. En effet, les études
réalisées sur des souris qui ont une perte congénitale de la vision (comme c’est le cas des
notres), ont conduit de nombreux chercheurs a poser I’hypothése de I’existence des
photorécepteurs non-visuels dans les rétines, récepteurs qui peuvent réguler une adaptation du
comportement au rythme circadien (Foster et coll., 1991 ; André et coll., 1998 ; Czeisler et
coll., 1995 ; Provencio et Foster, 1995). Cependant, on peut aussi faire ’hypothése que les
bruits et les mouvements d’odeurs liés aux variations nycthémérales de I'activité des souris

voyantes aient entrainé celles des non voyantes.

Le seul test dans lequel j’ai mis en évidence un effet de 1’age est celui de I’alternance
spontané¢e dans le labyrinthe en Y. Je n’ai cependant pas pu regrouper les données
indépendamment de 1’age des souris pour évaluer 1’effet de la mutation rd dans ce test (j’ai

analysé 1’effet de la mutation rd dans le chapitre 2, a cause de I’absence de 1’effet de I’age).
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Les tests d’alternance spontanée et d’évitement dans les labyrinthes en Y et en T ne montrent
aucune différence entre les souris voyantes et les souris non voyantes, ce qui suggere que la
mémoire de travail n’est pas altérée chez les souris mal-voyantes (Dyer et coll., 1975 ; Buhot
et coll., 2001). Par contre, celles ayant subit une 1ésion de I"hippocampe présentent un déficit
dans les tests d’alternance spontanée, ce qui confirme les études montrant une activité

normale de I’hippocampe chez les souris/rats aveugles (Farr et coll., 2002).

L’objectif initial de ce travail était de développer et tester des protocoles qui seraient capables
de mettre en évidence un déficit robuste et reproductible de mémoire chez des souris tg2576
et dans lequel les souris wt seraient performantes. On a donc posé 1’hypothése que si les
souris wt montraient un bon niveau de performances dans un des tests réalisés, on aurait la
des conditions adéquates a la mise en évidence d’éventuels déficits chez des souris tg2576.
Aprés I’analyse des données et en tenant compte de 1’effet de la mutation rd, le test de la
piscine de Morris ne semble pas adapté du fait que les souris tg2576 ne sont pas génotypées
avant leur arrivée au laboratoire. Les tests retenus pour la suite de 1’étude sont donc ceux
dans lesquels I’effet de la mutation rd est absent/minimal, & savoir le test du labyrinthe de
Barnes (mais avec quelques adaptations du protocole d’acquisition et du test de rétention ;
voir Méthodes). Le protocole de reconnaissance spatiale/d’objet est, lui aussi, conservé, mais
sans y apporter le moindre changement, et il en va de méme pour les tests du labyrinthe en Y

et de 1’activité locomotrice.
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Chapitre 2 : Phénotypage des souris tg2576 et leurs wt

1. Introduction

La souris tg2576 présente un déficit de mémoire dépendant de 1’dge dans de nombreuses
taches de memoire spatiale comme de mémoire non-spatiale. Je rappelle que dés la premiére
publication incluant un phénotypage comportemental, il a été décrit que cette lignée présente
un déficit de mémoire spatiale dans la tache de la piscine de Morris, et ce vers I’age de 9-10
mois (Hsiao et coll., 1996, Reed et coll., 2010). Il a également été montré que la souris
tg2576 est deficitaire dans les tests d’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y, mais aussi
dans le labyrinthe en T (Chapmann et coll., 1999; Middei et coll., 2004; Bothe et coll, 2005).
Je rappelle de plus, que la mise en évidence de déficits dans ces taches n’a pas toujours été
reproduite d’un laboratoire a un autre, et que les données comportementales manquent parfois
de cohérence au sein de la méme étude. Par exemple, les jeunes tg2576 peuvent présenter un
déficit, alors qu’a un age plus avancé, ce déficit n’apparait plus (King et coll., 1999).
Récemment, des études trés cohérentes dans leurs résultats ont montré que la souris tg2576
est déficitaire dans la détection d’un changement de la configuration spatiale de plusieurs
objets (Hale et good, 2005; Good et coll, 2007). Par ailleurs, la Souris tg2576 ne présente pas
seulement des déficits dans des tdches de mémoire spatiale, mais aussi dans des taches
impliquant d’autres types de mémoires, telles que la mémoire contextuelle (Bothe et coll.,
2005) et la mémoire olfactive (Wesson et coll., 2010).

Je rappelle enfin que le but de notre démarche était de sélectionner des tests montrant un
déficit mnésique reproductible chez la Souris tg2576 et ceci indépendamment de la présence
de la mutation rd. En effet, les cohortes dont nous disposions n’étaient pas sélectionnées sur
la base de cette mutation, donc il était indispensable de pouvoir mettre en évidence un déficit

dans une population mixte de souris voyantes et mal-voyantes, et donc dont la nature ne serait
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pas influencée par la mutation. De plus, nos collaborateurs (Boehringer Ingelheim,
Allemagne) ne pouvaient realiser le génotypage pour la mutation rd que postérieurement a
notre travail de phénotypage. En effet, le prélévement d’un échantillon de queue ou d’oreille
peu de temps avant la période des tests comportementaux risquait d’induire un stress et donc,
d’affecter les performances de nos souris. Nous ne voulions pas prendre un tel risque et avons
de ce fait privilégié la mise en place d’un travail de préparation en amont du phénotypage des
souris tg2576.

Le travail présenté dans le chapitre précédant montre que la tdche de mémoire dans la piscine
de Morris n’est pas du tout adaptée a une telle population a cause de 1I’impact de la mutation
rd, sous forme homozygote, sur les performances de cette tdche. Nous avons donc éliminé
cette tache de notre batterie de test pour les souris tg2576. En revanche, comme les souris
tg2576 présentent des déficits de mémoire olfactive (Guérin et coll., 2009 ; Young et coll,
2009), nous avons remplacé cette tdche par une épreuve de discrimination olfactive simple
adaptée a partir de la tiche mise au point par Schellinck et ses collaborateurs (2001). Ce
choix nous semblait particuliérement judicieux, et ce a plus d’un titre : 1) ce test ne devrait
pas étre affecté négativement par un probléme de vision, 2) des déficits dans les taches de
mémoire olfactive ont été décrits chez les souris tg2576, et 3) les patients Alzheimer
présentent des troubles dans des tests de discrimination olfactive (Moberg et coll., 1987). Sur
ce dernier point, il faut néanmoins noter que le déficit olfactif ne serait pas nécessairement de
type mnésique, mais pourrait étre lié a une anosmie précoce (Kesslak et coll., 1988 ; Hawkes,
2003 ; Bahar-Fuchs A. et coll, 2010). De plus, nous avons modifié la tache de mémoire
spatiale du labyrinthe de Barnes de fagon a obtenir de meilleures performances de rétention
des wt par I’ajout d’un jour d’acquisition avant la réalisation du premier probe (avant
d’entamer le reversal) et en raccourcissant le délai de rétention de 11 a 7 jours pour celle du

deuxiéme probe. En effet, meilleures sont les performances des souris wt témoins, meilleures
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sont les chances de mettre en évidence un déficit trés profond chez les souris tg2576. Un
déficit de grande amplitude est absolument nécessaire a la mise en évidence ultéricure d’une
gradation des effets de la double lésion et des lésions du CE et des NCB chez les souris wt
d’une part, et chez les souris tg2576 d’autre part. Enfin, nous avons ajouté une tache en toute
fin de phénotypage pour évaluer les performances d’évitement passif des souris tg2576 dans
notre laboratoire, et ce bien que les quelques travaux ayant cherché a objectiver les
performances de cette lignée eussent montré qu’elles ne présentaient pas de déficits dans
cette tache (Arendash et King, 2002).

Des souris femelles tg2576 et leurs wt agées de 8 et 16 mois (age au premier test) ont été

testées dans des taches de mémoire selon le protocole expérimental décrit ci-dessous :

A 0 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Semaine
laboratoire

B Actographie (11-2) B Test du labyrinthe de Barnes (J28-140)

B Test du labyrinthe en Y (J5-16) B Test de discrimination olfactive (148-156)

B Test de reconnaissance (J10-)14)  [] Test de I'évitement passif (J66-168)

Chez les souris tg2576 et les souris wt, il y avait un grand nombre de souris homozygotes
(rd/rd). Le tableau ci-dessous représente 1’effectif des souris dans chaque test, avec le nombre

de souris non affectées par la mutation.
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génotype Age (mois) | Actographie Y RS/RO Barnes oIf:::i'ive Passif
Tg 8 12 (3) 15 (5) 14 (5) 10 (4) 12 (4) 12 (4)

16 15 (1) 12 (1) 16 (1) 15 (1) 10 (1) 10 (1)

Wt 8 12 (4) 12 (5) 13 (5) 14 (5) 11 (5) 11 (5)

16 13 (7) 15 (7) 15 (7) 13 (7) 13 (3) 13 (3)

Tableau 2 : Tableau représentant les effectifs des souris tg2576 et leurs wt dans chacun des tests avec
le nombre des souris voyantes, sauvages ou hétérozygote pour la mutation rd (+/+, +/rd) entre
parenthése.

2. Résultats

1. Actographie

Dans cette expérience, plusieurs souris présentent une tres grande variabilité dans ’activité,
souvent associée a une stéréotypie circulaire. Toutes les souris qui ont présenté un tel
comportement et dont le nombre de passage dépasse 1000 par heure ont été éliminées de
I’analyse, leurs scores étant de toute évidence aberrants (1 wt de 8 mois, 2 wt de 16 mois et 1
tg2576 de 8 mois).

Dans cette expérience, certaines souris semblent s’habituer plus lentement au nouveau
contexte que dans le travail précédent (voir analyse rd a venir). Dans ces conditions, il est
difficile de vérifier si leur activité a évolué selon un cycle nycthéméral classique au cours des
heures suivantes. Je présente donc les résultats sur une phase de 6 heures d’habituation et sur
une phase de 18 heures d’activité locomotrice de base (6 heures d’activité diurne et 12 heures
d’activité nocturne).

1.1. Habituation

La période d’habituation sur six heures est illustrée dans la figure 30. Les souris tg2576 et les
souris wt montrent une habituation progressive a leur environnement au cours des 6

premiéres heures. En effet, on observe une diminution progressive de 1’activité locomotrice
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en fonction de I’heure (effet Heure : F5240=10,38, P < 0,001), sans effet significatif de 1’age,
du génotype, ou de ’interaction entre ces facteurs.

En raison du faible effectif (4) et de la grande variabilité interindividuelle observée chez le
groupe de souris tg2576 voyantes (+/+, +/rd), je ne présente que les données rd des souris wt
dans ce test.

Puisqu’il n’y a pas d’effet significatif de 1’age, que ce soit sur I’ensemble des groupes ou sur
les wt seules, les deux groupes d’age des souris wt ont été regroupés pour évaluer 1’effet de la
mutation rd sur I’habituation des souris au nouveau contexte. Comme illustré dans la figure
30B, les souris (rd/rd) semblent plus actives que les souris voyantes, mais cette différence
n’atteint pas la significativité (effet rd : Fy3=1,1, P=0,31). Par contre, 1’évolution de leur
performance n’est pas la méme au cours des six heures de la phase d’habituation
(Pintercation Heure X Rdest significative : Fsi115=4,6, P < 0,001). En fait, le retard
d’habituation sur 1’activité locomotrice est essentiellement dii aux souris rd/rd qui ont un
niveau d’activité trés élevé, alors que les souris voyantes ont un niveau d’activité plus faible

dés le départ et qui diminue en trois heures environ.

A —&— tg 16 mois B
200 - —O— wt 16 mois 200 +
180 —aA— tg 8 mois 180 - —&— wt (rd/rd) (14)
2 160 - —O—wt8mois ¢ 160 - —O— wt (+/+, +/rd) (11)
& 140 | g 140 -
" %]
S 120 - S 120 -
3 100 - 2 100 -
¢ 80 - g 80 A
o -]
[ 60 g 60 -
2 a0 2 40 -
20 A 20 A
0 T T T T T | 0 T T T T T
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Heures Heures

Figure 30. Activité locomotrice pendant la phase d’habituation de la séance d’actographie. Les
graphiques représentent les moyennes (+ Erreur type) du nombre de passages effectués durant les six
heures d’habituation (de 11h a 17h) en fonction de 1’age chez les tg2576 et les wt (A) et en fonction
de la mutation rd chez les wt (B). Les effectifs des souris wt (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre

parentheses.
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1.2. Activité locomotrice de base

L’activité locomotrice de base sur 18 heures est illustrée dans la figure 31. Les souris tg2576
sont plus actives que les souris wt de fagon générale (Effet Génotype : Fj45=4,4, P=0,04 ;
Figure 30A). Néanmoins, 1’évolution de I’activité locomotrice au cours du temps est
comparable pour les deux genotypes (Heure X genotype : F17516=0,98 ; P=0,41). Il n’y a pas
d’effet significatif de I’age que ce soit globalement ou sur I’évolution de I’activité en fonction
du temps (Effet Age : F145=0,01, P=0,98 ; Heure X Age : F17817=1,3, P=0,17).

Comme il n’y a pas d’effet de 1’age, les deux groupes de souris wt ont été regroupés pour
évaluer ’effet de la mutation rd sur 1’activité locomotrice de base (figure 30B). Durant la
phase de 18 heures, les souris (rd/rd) sont encore légerement plus actives que les souris
voyantes (F123=3,5, P=0,048). La fluctuation de leur activité est cependant trés semblable au

cours des 18 heures (F17.391=0.7, P=0,8).
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Figure 31. Activité locomotrice de base pendant la phase de 18 heures de la séance d’actographie.
Les graphiques représentent les moyennes (+ Erreur type) du nombre de passages effectués sur les 18
heures d’activité locomotrice de base (de 18h a 11h) en fonction de I’age chez les tg2576 et les wt (A)
et en fonction de la mutation rd chez les wt (B). Les effectifs des souris wt (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont

indiqués entre parentheses. La barre noire symbolise la période nocturne de la séance.

2. Test du labyrinthe en Y
Tous les groupes présentent un niveau de performances correct a ce test (figure 32A). Iln’y a
pas d’effet significatif du génotype (F150,=0,5, P=0,48), de I’age (F150=0,5; P=0,48), ou de
I’interaction entre ces facteurs (Age X Génotype : F15=1,46, P=0,23). Le nombre total de
visites dans les branches du labyrinthe est similaire dans tous les groupes, sans effet du
génotype (F1s50=1,88, P=0,17), de I’age (F150=0,83, P=036), ou de ’interaction entre ces

deux facteurs (F1,5=0,6, P=0,41).
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Comme il n’y a pas d’effet de I’age, les groupes d’age ont été regroupés et analysés en
fonction de la mutation rd (figure 32B). Il n’y a pas d’effet de la mutation rd ni en termes de
pourcentage d’alternance (F150=0,21, P=0,64) ni en termes de nombre total de visites

(F1,50=0.68, P=0,42).
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Figure 32. Performance d’alternance des souris tg2576 et des wt dans le labyrinthe en Y. Les
graphiques représentent la moyenne (% erreurs type) des pourcentages d’alternance en fonction 1’age
(A), et en fonction de la mutation rd (B). Les effectifs des souris (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués
entre parenthéses.

3. Tests d’exploration d’objets

3.1. Reconnaissance spatiale
Au cours de la séance d’acquisition de la configuration spatiale, les souris explorent autant
I’objet qui sera déplacé que ceux qui ne le seront pas, ce qui indique qu’il n’existe pas, a
priori, de biais de préférence spontanée (effet Objet : F15,=1,5, P=0,2). Au cours des 10 min
de la séance de rétention, globalement, les souris explorent davantage 1’objet déplacé que les
deux objets non déplacés (effet Objet : F15,=30,74, P <0,001). Cet effet est di a un niveau de
performances élevées chez les souris wt. En effet, les souris tg2576 ne présentent pas de
préférence pour I’objet déplacé, ce qui explique I’interaction significative entre les facteurs

Objet et Génotype (F154=27,57, P < 0,001). Il n’y a pas d’effet significatif de 1’age sur les
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performances de reconnaissance de 1’ensemble des souris ou méme en fonction du génotype
(Objet X Age ; F154=0,05, P=0,82, Objet X Age X génotype : F1,54=0,3, P=0,6).

Les groupes d’age ont donc été regroupés et analysés en fonction de la mutation rd (figure
33B). Globalement, cette mutation n’affecte pas la performance de reconnaissance des souris
dans ce test, méme lorsqu’on tient compte du génotype (Rd X Objet : F; 53=0,03, P=0,85 ; Rd
X Génotype X Objet : F153=0,003, P=0,95). En d’autres termes, les souris wt présentent une
préférence pour 1’objet déplacé, mais pas les souris tg2576 quel que soit leur statut par

rapport a la mutation rd.

16 _A OObjet déplacé 16 _B
- 14 * B Objets non deplacés =14 N
c - *
5 12 A " §12 1
B 10 B10 -
5 2
S 6 - T 67
v
g 4 £
2 2 | - 2
0 T 0
€ wt € wt tg(rd/rd)  tg(+/+; +/rd)  wt(rd/rd)  wt (+/+; +/rd)
= 25 5 16 12
8 mois 16 mois :

Figure 33 : Performances de reconnaissance spatiale chez les souris tg2576 et les wt. Les graphiques
représentent les moyennes (% erreur type) des temps d’exploration pour chaque catégorie d’objets
(déplacés ou non) en fonction de 1I’age (A), et en fonction de la mutation rd. Les effectifs des souris
(rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parentheses. (* : P<0,05, significativement différent de la

catégorie des objets non déplacés).

3.2 Reconnaissance d’objet

Au cours de ce test, globalement, les souris présentent un bon niveau de performances (figure
34). L’ensemble des souris explore plus le nouvel objet que les deux objets avec lesquels
elles sont familiarisées (Effet Objet : F;5,=37,8, P < 0,001 ; figure 34A). Les performances
ne sont pas affectées par le génotype ou par 1’age (Génotype X Objet : F;54=0,03, P=0,86;
Age X Objet: F15=0,9, P=0,4). Il n’y a pas d’interaction significative entre ces trois

106



Contribution expérimentale: chapitre 2

facteurs. L’absence de significativité pour les performances du groupe wt de 8 mois est trés
¢tonnante. Elle est vraisemblablement due a une fluctuation d’échantillonnage au cours des
expériences puisqu’elle n’a jamais été confirmée par la suite dans plus de 5 expériences sur
les souris wt. Nous ne reviendrons plus sur ce point dans la discussion.

Les groupes d’age ont donc été regroupés et analysés en fonction de la mutation rd (figure
34B). Les souris tg2576 et les wt explorent beaucoup plus le nouvel objet que les deux autres

objets, quel que soit le statut de la mutation rd (Rd X Objet : F;54=0,001, P=0,97).
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09, ONouvel objet 30 -
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= S *
g 20 1 x %20 1 *
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% 15 1 %15 4
Z_ 10 4 -210 4
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F 5 ~ 5 1

0 0 T T T

tg wt tg wt tg(rd/rd)  tg(+/+, +/rd) wt(rd/rd) wt(+/+, +/rd)
8 mois 16 mois n= 25 5 16 12

Figure 34 : Performances au test de reconnaissance spatiale chez les souris tg2576 et les wt. Les
graphiques représentent les moyennes (+ erreur type) des temps d’exploration des différentes
catégories d’objets (nouveau ou familiers) en fonction de 1’age (A) et en fonction de la mutation rd
(B). Les effectifs des souris (rd/rd) et (+/+;+/rd) sont indiqués entre parenthéses. (*: P<0,05,

significativement différent des anciens objets).

4. Tache de mémoire spatiale dans le labyrinthe de Barnes

4.1. Erreurs de mémoire de référence
Effet de I’age.
Acquisition : Au premier jour d’acquisition, tous les groupes semblent apprendre la tache. En
effet, I’ensemble des souris améliore leurs performances au cours des 6 essais (effet Essai ;

Fs235=7,03, p < 0,001), sans qu’il n’y ait d’effet significatif du génotype, de 1’age ou de
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I’interaction entre ces facteurs (Génotype X Essai: F5,235=1,8, P=0,11; Essai X Age:
Fs235=1,8, P=0,11). Les performances sur les 6 jours d’entrainement sont illustrées pour
chaque groupe dans la figure 35A. Contrairement au protocole utilisé dans 1’étude ayant fait
I’objet du premier chapitre, le peme jour d’acquisition a lieu au jour 3, ce qui permet de tester
deux groupes presque en paralléle. Entre le jour 1 et le jour 3 de I’acquisition, les souris
améliorent significativement leurs performances (effet Jour : F;14=11,48, P=0,001), avec un
modeste effet, mais non significatif, du génotype (Effet Génotype : F1,47=3, P=0,08) et qui
pourrait s’expliquer par une perturbation des performances des tg2576 au cours des deux
premiers jours d’acquisition.

Reversal : Dans cette phase de la tache, le trou qui méne a la cage est positionné a 1’opposé
du trou initial. Le changement de la position du trou-cible tend a perturber les performances
des souris entre le jour 3 et le jour 4 (Effet jour : Fy47=2,9, P=0,09 ; figure 35A). Comme le
montre la figure 35, les souris de 16 mois, quel que soit leur génotype, semblent les plus
touchées par le reversal. Cependant, il n’y a pas d’effet significatif, ni du génotype, ni de
I’age, ni d’ailleurs de I’interaction entre ces deux facteurs (Génotype X Jour: Fj47=1,1,
P=0,3 ; Age X Jour ; F147=0,9, P=0,35). Globalement, sur les 4 jours de reversal, les souris
améliorent significativement leurs performances (effet Jour: F3,141=11,3, P < 0,001).
Pourtant, les souris tg2576 font plus d’erreurs que les souris wt avant de trouver le trou-
cible et n’améliorent pas autant leurs performances au cours de cette phase de reversal (Effet
génotype : F147=12,37, P < 0,001 ; Génotype x Jour : F314:=2,3, P=0,07). Néanmoins, il n’y
a, ni un effet de I’age, ni aucune interaction avec 1’age.

Effet de rd : Je ne présente ’effet rd que chez les souris wt, car chez les souris tg2576, il
existe un effet de I’age sur une autre variable caractérisant les performances d’apprentissage

de la tache (au niveau de latence d’entrée dans le trou-cible ; voir paragraphe 4.2).
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Globalement, la mutation rd n’affecte pas les performances chez les souris dans les
différentes phases du test : au cours des 6 essais du premier jour (Rd X Essai : Fs120=0,42, P=
0,83), entre le jour 1 et le jour 2 d’acquisition (Rd X jour : F; 24 < 0,001, P=0,99), entre le jour
3 et le jour 4 (effet du reversal : Rd X Jour : F;24=0,02, P=0,88) et au cours des 4 jours de

reversal (Jour X Rd : F37,=0,2, P=0,86).
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Figure 35. Performances d’apprentissage en nombre d’erreurs dans la tiche du labyrinthe de Barnes.
Les graphiques représentent les moyennes (+erreurs type) du nombre d’erreurs de mémoire de
référence des différents groupes de génotype en fonction I’age (A) et des wt en fonction de la

mutation rd. Les effectifs des souris (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses.

4.2. Latence d’entrée dans le trou-cible

Effet de I’age.

Acquisition : au cours des six essais du premier jour, tous les groupes semblent apprendre la
tache, car ils améliorent significativement leurs performances (effet Essai : Fs235=34,6, P <
0,0001). 11 n’y a cependant pas d’effet du génotype, de 1’dge, ou de I’interaction entre ces
facteurs (Essai X Génotype : Fs,35=0,64, P=0,66 ; Essai X Age: Fs235=0,9, P=0,48). Au
cours des deux jours d’acquisition (jour 1 et jour 3), ’ensemble des groupes améliorent
significativement leurs performances (effet Jour: F;47=50,5, P < 0,001 ; figure 36A).
Cependant, on reléve un effet global de 1’age (Effet Age : F147=7,84, P=0,007), qui est d0

essentiellement aux tres mauvaises performances des souris tg2576 de 16 mois lors du

109



Contribution expérimentale: chapitre 2

deuxieme jour (Genotype X Jour : Fy47=11,5, P=0,001). Néanmoins, il n’y a pas d’interaction
Age X Jour (F147=2,81, P=0,47).

Reversal : entre les jours 3 et 4, les performances des souris sont touchées par le reversal
(effet Jour : F147,=10,29, P=0,002). En effet, le temps de latence pour trouver la cible
augmente chez les souris de 16 mois, qu’elles soient tg2576 ou wt (Effet Age : F147=17,1, P
< 0,001). Par ailleurs, le ralentissement marqué des souris tg2576 de 16 mois explique I’effet
global significatif du génotype ainsi que son interaction avec le facteur Age (effet génotype :
F147=84, P=0004, Age X Génotype : F147=4,0, P=0,05).

Durant les 4 jours de reversal, les souris améliorent significativement leurs performances
(Effet Jour : F3141=29,6, P < 0,001), avec un effet global du génotype (F147,=14,9, P < 0,001),
de I’age (F147=17,9, P < 0,001) et une interaction Génotype X Age (F147=4,47, P=0,039). En
effet, les souris tg2576 de 16 mois présentent encore des latences élevées pour atteindre le
trou-cible.

Effet de rd : Je ne présente ’analyse de 1’effet de la mutation rd que chez les souris wt
(figure 36B), car chez les souris tg2576, il existe un effet de I’age au niveau des latences
d’entrée dans le trou-cible. Durant les 2 jours d’acquisition, il n’y a pas d’effet de la mutation
rd (Effet rd: Fy2,=1,7, P=0,20; Jour X rd : F;,,=0,6, P=0,04). Entre les jours 3 et 4, les
souris (rd/rd) semblent plus affectées par le reversal, mais aucun effet significatif de rd ne
ressort des analyses statistiques (Effet rd : F;2,=2,77, P=0,1, Jour X Rd : F;2=1,1, P=0,3).
Au cours des 4 jours de reversal, les souris voyantes sont a peine plus rapides que les souris
(rd/rd) pour atteindre le trou-cible (Effet Rd: F;2,=3,49, P=0,07, Jour X Rd; F3g=1,3,

P=0,28).
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Figure 36 : Latence d’entrée dans le trou-cible dans la tAche du labyrinthe de Barnes. Les graphiques
représentent les moyennes (+ erreurs type) des latences d’entrée dans le trou-cible des différents
groupes de génotype en fonction de 1’age (A), et en fonction de la mutation rd pour les souris wt. Les
effectifs des souris (rd/rd) et (+/+;+/rd) sont indiqués entre parenthéses. (*: P<0,05,

significativement différent des autres groupes)

4.3. Test de rétention

Effet de I’age.

Le premier test de rétention (probe 1) a lieu au jour 4 juste avant de lancer le protocole de
reversal. Globalement, les souris agées (16 mois) font moins de visites aux trous que les
souris de 8 mois (effet Age: F141=5,77, P=0,02), je présente donc les résultats en termes
d’indice de visite (rapport entre les visites au trou d’intérét sur le nombre total de visites ;
figure 37). Globalement, les souris présentent une préference pour le trou-cible (effet Trou :
F3114=9.7, P < 0,001). Cet effet est di aux bonnes performances des souris wt des différents
ages. En revanche, les souris tg2576 ne montrent aucune préférence pour le trou-cible
(Genotype X Trou : F3114=3,3, P=0,02). Sur les performances en terme d’index, il n’y a pas
d’effet de I’age, ni d’interaction avec ce facteur.

Puisqu’il n’y a pas d’effet de I’age, les données de probel ont été analysées en fonction de la

mutation rd chez les souris tg2576 et les souris wt. Globalement, la mutation rd n’a pas
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affecté les performances de rétention aprés les deux jours d’acquisition (effet Rd : F; 37=1,07,
P=0,3:Rd X Trou : F3111=1,55, P=0,21). En effet, méme si on analyse les données de chaque
génotype a part, on retrouve 1’absence d’effet de la mutation rd sur les performances des
souris dans le test de rétention. Les souris wt présentent une préférence pour le trou-cible quel
que soit le statut rd (Trou X Rd : F36=0,39, P=0,75). De méme, les souris tg2576 présentent
une mauvaise performance dans le probe 1 indépendamment de la mutation rd (TrouX Rd :

F3,57:1,47 ; P:0,23)
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Figure 37. Performances de rétention au probe 1 de la tche du labyrinthe de Barnes (24 h aprés la
phase d’acquisition). Les graphiques représentent 1’indice des visites (+ erreur type) aux trous des
différents groupes de génotype en fonction de 1’age (A) et en fonction de la mutation rd (B). Les
effectifs n des souris (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) de chaque groupe sont indiqués sous 1’abscisse du graphe

B. (* : P <0,05,significativement différent du trou-cible).

Dans le deuxiéme test de rétention (probe2), qui a lieu 11 jours apres la fin du reversal
(figure 38), les souris ont globalement une préférence pour le trou-cible (Effet Trou :
F3.120=5.7, P=0.001). Cet effet est d(i aux bonnes performances des souris wt de 8 mois qui
sont les seules a présenter un biais pour le trou-cible (Trou X Age : F3120=2,7, P=0,05). En
effet, les souris wt de 16 mois et les souris tg2576 de 8 et 16 mois ne montrent aucune

préférence. 1l y a un effet significatif du génotype dans le probe 2 (Génotype F3120=6,8, P <
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0,001). Dans ce test de rétention, on ne peut pas regrouper les différents groupes d’age pour

analyser 1’effet de la mutation rd puisqu’il y a un effet significatif de 1’age.

O opposé
0,40 - W90°-
o H cible
s 035 1 090° +
2 0,30
v
2
i 0,25 -
s
~ 0,20 A1
3
s 0,15
s * *
o 010 A *
2
@ 0,05 -
S
0,00 T T T
tg wt tg wt
8 mois 16 mois

Figure 38. Performances de rétention dans le probe 2 de la tache du labyrinthe de Barnes (11 jours
apres le reversal). Les graphiques représentent I’indice des visites (+erreur type) aux trous pour les
différents groupes de génotype en fonction 1’age. (* : P < 0,05, significativement différent du trou-
cible).

4.4. Analyse des stratégies
Les souris peuvent utiliser différentes stratégies de recherche pour trouver le trou-cible. On
différencie classiquement la stratégie de recherche spatiale, de celle de recherche sérielle ou
encore d’une recherche a premicre vue plus aléatoire et moins efficace. Une souris qui
s’oriente par rapport aux indices distaux de la piece d’expérience utilisera plutot une stratégie
de type spatiale (déplacement direct vers la cible ou un trou immédiatement adjacent avant
d’y arriver). Dans la recherche sérielle, les souris se contentent de visiter de facon
systématique les trous, 1’un aprés ’autre, en longeant le pourtour du labyrinthe dans le sens
des aiguilles d’une montre ou dans le sens inverse, jusqu’a parvenir au trou-cible. On peut
penser que cette stratégie a pu étre adoptée par les souris mal-voyantes pour trouver

efficacement la cible dans cette tache.

113



Contribution expérimentale: chapitre 2

Durant les deux jours d’acquisition, globalement, les souris augmentent significativement
leur recours a une stratégie spatiale (Effet Jour: F;4=14,8, P < 0,001 ; figure 39).
Néanmoins, les souris tg2576 de 16 mois n’ont pas montré une telle augmentation. On note
un effet global du génotype (Effet génotype : F147=11,1, P=0,001) et une tendance a une
interaction significative entre les facteurs Jour, Génotype et Age (F147=3,28, P=0,07), qui est
vraisemblablement due & un mauvais niveau de performances de la part des souris tg2576
agées.

Entre le jour 3 et le jour 4, les souris agées, wt et tg2576, sont les plus touchées par le
reversal, alors que les souris jeunes ne sont que légérement perturbées par le changement de
position de la cible (Effet Age : F147=10,9, P=0,001, Jour X Age : F147=3,57, P=0,06). Il y a
encore un effet du génotype sur cette phase de transition, qui est toujours dd au mauvais
niveau de performances chez les souris tg2576 agées (Effet génotype : F147=11,1, P=0,001 ;
Jour X Génotype : F147=3,2, P=0,07). Durant les quatre jours de reversal, les quatre groupes
utilisent de plus en plus la stratégie spatiale (Effet Jour : Fs14;=14,1, P < 0,001), mais on note
que les souris tg2576 1’utilisent moins que les souris wt (effet Génotype : F147=26,86, P <
0.001). En effet, elles dépassent a peine 60% d’utilisation de ce type de stratégie a la fin du
reversal, alors que les souris wt finissent cette acquisition a 90 %. On observe aussi un effet
globalement significatif de 1’age (Effet Age : F147=7,65, P < 0,008), les souris agées mettant
plus de temps que les souris de 8 mois pour recourir a une stratégie spatiale (Jour X Age :
F3141=2,5, P=0,05). En ce qui concerne le pourcentage d’utilisation de la stratégie sérielle, il
n’y a que le groupe de souris tg2576 agées de 16 mois qui utilise cette stratégie plus
fréeqguemment lors du deuxieme jour par rapport au premier (J1:17 +3 % ; J2: 23 £ 6 %), Il
n’y a pas d’effet de génotype ni de I’age sur I’utilisation de la stratégie sérielle sur les deux
jours d’acquisition (Génotype X Jour : F;47=0,41, P=0,5; Age X Jour : F;4;,=1,23, P=0,26).

Dans la phase de reversal, les souris tg2576 semblent utiliser la stratégie sérielle plus que les
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souris wt, sur les quatre jours de reversal, il y a un effet de génotype (Effet génotype ;
F147==5,5, P=0,02, Génotype X Jour : F3141=2,6, P=0,05). Il est intéressant de noter qu’au
quatriéeme jour de reversal, les souris tg2576 utilisent toujours la stratégie sérielle plus
fréquemment que les wt (wt ; 8 mois ; 10.1 £ 4.2 % ; 16 mois : 5.3 £ 3.3/ tg2576 ; 8 mois ;
33.3+£8.2% ;16 mois: 225+ 7.4).

Si on analyse chaque génotype a part, chez les souris tg2576, il y a un effet de I’age sur les 2
jours de I’acquisition (Jour X Age : Fj23=6, P=0,02), et un effet global de I’age dans le
reversal (Effet Age : F1.23=4.4, P=0.04). Par contre, chez les souris wt, on ne reléve aucun
effet significatif de I’age dans les 2 phases du test (Acquisition, Jour X Age : F124=0,009,
P=0,93 ; Reversal, Effet Age : F124=3,1, P=0,09 ; Jour X Age : F373=1,8, P=0,3). Donc, les
deux groupes d’age de souris wt ont été regroupés et analysés pour la mutation rd (figure
39B). A notre grand étonnement, durant les deux jours d’acquisition, il n’y a aucun effet
significatif de la mutation rd (Jour X Age : F124=0,1, P=0,69), et il en va de méme pour les
quatre jours de reversal. On ne constate pas non plus d’effet significatif de la mutation rd sur

I’utilisation d’une stratégie spatiale (Jour X rd : F37,=0,34, P=0,8).
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Figure 39. Utilisation (en %) de la stratégie spatiale dans la tdche du labyrinthe de Barnes pour
trouver le trou-cible. Les graphiques représentent les moyennes ( erreurs type) du pourcentage
d’essais caractérisés par 1’utilisation d’une stratégie spatiale pour les différents groupes de génotype
en fonction 1’age (A) et en fonction de la mutation rd pour les souris wt (B). Les effectifs des souris
wt (rd/rd) et (+/+;+/rd) de chaque groupe sont indiqués dans la légende du graphe B. (*

significativement différent des autres groupes, $ significativement différent des wt).
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Dans le premier test de rétention (probe 1 ; figure 40A), les souris wt montrent une forte
préférence pour la stratégie spatiale (77 % pour le groupe de 8 mois ; 69 % pour le groupe de
16 mois). En revanche, les souris tg2576 ne présentent qu’'un faible pourcentage d’utilisation
de la stratégie spatiale (26 % pour le groupe de 8 mois ; 20 % pour le groupe de 16 mois) ;
on reléve un effet significatif du génotype sur 1’utilisation de la stratégie spatiale (Fy 47;=10,1,
P=0,002) par rapport aux stratégies sérielle et aléatoire. Il n’y a pas d’effet significatif de
I’age sur la répartition des stratégies. On constate cependant un effet du génotype sur
I’utilisation de la stratégie sérielle (Effet génotype (F1.47=3.6, P=0.00).

Les données ont donc été analysées en fonction de la mutation rd (figure 40B). Chez les
souris wt, on reléve une incidence de 83 % en ce qui concerne la stratégie spatiale chez les
souris (rd/rd), et 65 % chez les souris voyantes.

Dans le 2°™ probe, il n’y a que les souris wt de 8 mois qui présentent un pourcentage élevé
d’utilisation de la stratégie spatiale (70%), alors que tous les autres groupes ont un
pourcentage qui atteint au mieux 50 %. Il n’y a pas d’effet significatif de la mutation rd sur

I’utilisation de la stratégie spatiale (F124=1,1, P=0,29)
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Figure 40. Stratégies utilisées par les souris pour retrouver le trou-cible durant le probe 1 de la tache
du labyrinthe de Barnes. Les graphiques représentent les moyennes des pourcentages d’essai
correspondant a chaque stratégie (spatiale, sérielle ou aléatoire) dans les différents groupes de
génotype en fonction 1’age (A), et en fonction de la mutation rd pour les souris wt (B). Les effectifs

des souris (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) sont indiqués entre parenthéses.
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5. Tache de discrimination olfactive

Dans cette tache, on analyse les temps de fouille dans la sciure dans le pot dont I’odeur est
associée a la présence de pates et celui dont I’odeur ne 1’est pas. Tous les groupes montrent
un bon niveau de performance (figure 41). En effet, I’ensemble des souris préférent fouiller
dans le pot dont I’odeur a été associée aux pates au cours de la phase d’apprentissage (Effet
Odeur : F144=87,5, P < 0,001). Il n’y a pas d’effet significatif de 1’age, du génotype, ou de
I’interaction entre ces facteurs.

Les différents groupes d’age ont été regroupés et analysés en fonction de la mutation rd
(figure 41B). L’ensemble des groupes présente un bon niveau de performance, et ce
indépendamment du statut de la mutation rd (Effet Rd : F;46=0,9, P=0,33; Odeur X Rd:

F1,46:0,06, P:0,8).
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Figure 41. Performances des souris tg2576 et wt dans le test de discrimination olfactive. Les
graphiques représentent les moyennes (+ erreur type) de temps de fouille dans chaque pot associé ou
non a une odeur renforcée dans les différents groupes de génotype en fonction 1I’dge (A) et en fonction
de la mutation rd. Les effectifs n des souris (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) de chaque groupe sont indiqués sous

le graphe B. (* : P <0,05,significativement différent de I’autre odeur).

117



Contribution expérimentale: chapitre 2

6. Tache d’évitement passif

Lors de la séance d’acquisition, les souris des quatre groupes sont rapidement entrées dans le
compartiment sombre. Lors de la séance de rétention, 24 h plus tard, I’ensemble des souris
présente une bonne performance (figure 42A). En effet, les différents groupes augmentent
significativement leur latence d’entrée dans le compartiment sombre (Effet Séance :
F146=57,5, P <0,001). Il n’y a pas d’effet de I’age, du génotype, ou de ’interaction entre ces
deux facteurs (Séance X génotype : F1 46=0,6, P=0,42 ; Séance X Age : F1 46=0,5, P=0,5).

Les différents groupes d’age ont été regroupés et analysés en fonction de la mutation rd
(figure 42B). Mais cette mutation n’a pas d’effet sur la performance des souris dans cette

tache (Effet Rd: F;46=0,3, P=0,6 ; Séance X Rd: F1,46=0,1, P=0,76 ; pas d’interaction

Al
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Figure 42. Performances au cours des séances d’acquisition et de rétention dans la tache d’évitement
passif. Les graphiques représentent la moyenne (+ erreurs type) des latences d’entrée dans le
compartiment sombre des différents groupes de génotype en fonction 1’age (A) et en fonction de la
mutation rd. Les effectifs (n) des souris (rd/rd) et (+/+ ;+/rd) de chaque groupe sont indiqués sous le

graphe B. (*: P <0,05, significativement différent des performances d’acquisition).
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3. Discussion du chapitre

Le but du travail présenté dans ce chapitre était : (1) de montrer un éventuel déficit mnésique
qui serait indépendant de la mutation rd chez les souris tg2576, (2) de sélectionner le ou les
tests susceptibles de mettre en évidence une éventuelle interaction entre des lésions
cholinergiques et des lésions du cortex entorhinal chez les souris tg2576 et leurs wt (chapitre

3).

Mes résultats me conduisent & conclure a I’existence d’un déficit robuste de la mémoire
spatiale dans le test du labyrinthe de Barnes chez les souris tg2576, ainsi que dans le test de
reconnaissance de la nouveauté spatiale. Je releve également une augmentation de I’activité
locomotrice chez les souris tg2576 agées de 8 et 16 mois. Par contre, celles-ci ne montrent
aucun déficit dans le test de reconnaissance d’objet, le test de labyrinthe en Y, le test de

discrimination olfactive et le test d’évitement passif.

Test d’activité locomotrice

Les données recueillies dans le test de l’actographie montrent que les souris tg2576
présentent une habituation au nouveau contexte comparable a celle relevée chez les souris wit.
Cependant, les souris tg2576 sont plus actives que les wt, mais I’évolution de DI’activité
locomotrice au cours du temps est similaire. Des résultats comparables ont été obtenus dans
d’autres études sur les mémes types de souris (Gil-Béa et coll., 2007 ; Gorman et coll., 2010 ;
Ognibene et coll., 2004). L’augmentation de ’activité locomotrice peut étre due a plusieurs
causes. Il a été montré que les récepteurs muscariniques M1 jouent un réle critique dans le
controle de I’activité locomotrice (Miyakawa et coll., 2001). Or, les souris tg2576 présentent
une diminution du nombre de récepteurs muscariniques de type M1 dans les aires corticales

et dans I’hippocampe a partir de 8 mois d’age (Apelt et coll., 2002). On peut noter au
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passage, méme si c’est une digression ici, que les patients Alzheimer présentent une

perturbation de couplage des récepteurs M1 aux protéines G (Tsang et coll., 2006).

D’autre part, 1’anxiété ne semble pas jouer un rdle dans 1’activité locomotrice chez les souris
tg2576, Gil-Béa et ses collaborateurs (2007) ayant rapporté que le niveau de corticostérone
dans 1’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien, qui intervient dans la modulation de
I’anxiété, de la dépression, de la désinhibition et de I’humeur (Arborelius et coll., 1999 ;
Kloet et coll., 2005), est similaire a celle des souris wt. Qui plus est, les études réalisées sur
les tg2576 dans le labyrinthe en croix surélevé montrent une tendance a la désinhibition chez
les souris tg2576, mais qui pourrait étre un simple biais a rattacher a une activité locomotrice
augmentée. Enfin, on ne peut exclure que I’augmentation progressive du taux d’AP, que ce
soit sous forme de plaques ou sous forme soluble, pourrait jouer un réle dans 1’accroissement
de I’activité locomotrice.

Les données de 1’actographie sont également analysées en fonction de la mutation rd. Je n’ai
malheureusement pas pu faire cette étude sur les souris tg2576 a cause de nombre insuffisant
de souris mal-voyantes (4) et d’une variabilité interindividuelle importante au niveau des
scores de ces souris. Les souris wt mal-voyantes montrent une trés légére hyperactivité par
rapport aux souris voyantes. Cependant, les souris mal-voyantes ont mis plus de temps a
s’habituer au nouveau contexte. Ces résultats ne sont pas en accord avec ce que j’ai obtenu
dans le chapitre 1. Il est intéressant de noter qu’un grand nombre de souris tg2576 et wt ont
montré un comportement stéréotypé, alors que d’autres souris n’ont tout simplement pas
bougé. Pour ces raison, il semblait préférable de ne pas tester les souris de ce fond génétique

(C57;SJL) dans le test de d’activité locomotrice.
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Test de reconnaissance d’objets et de leur configuration spatiale

Dans la tache de reconnaissance spatiale, les souris tg2576 n’ont pas détecté le changement
de configuration spatiale des objets. Cependant, les souris wt ont montré une sensibilité a ce
changement. Celle-ci se manifeste par une exploration accrue de I’objet qui est changé de
place. Alors que dans la tiche de reconnaissance d’objet, les souris tg2576 et les souris wt ne
montrent aucun déficit dans la détection du nouvel objet, ce qui indique que le processus
impliqué dans la reconnaissance d’objet per se est intact chez les souris tg2576. Ceci avait
déja été montre chez les tg2576 (Hale et Good, 2005 ; Good et coll., 2007 ; Ognibene et coll.,
2005). L’ensemble des résultats obtenus dans les deux taches pourrait donc indiquer que le
déficit de reconnaissance de la nouveauté spatiale chez les souris tg2576 n’est pas la
conséquence d’un effet du transgene sur la perception des objets ou d’une perturbation de
I’encodage relative aux objets, responsable de la généralisation entre les objets (Tippett et
coll., 2003). Les souris wt sont capables de former une mémoire intégrée des propriétés
spatio-temporelles des objets dans leur environnement, alors que les souris tg2576 sont
incapables de former ce genre de mémoire, que 1’on peut, par certains aspects, rapprocher
d’une mémoire épisodique (episodic-like memory - Good et coll., 2007). Les patients
Alzheimer sont également déficitaires dans les tests qui nécessitent de mémoriser la place des
objets (Lee et coll., 2003 ; Swainson et coll., 2001). En effet, il a été suggéré que ce type de
test permet de détecter les stades précliniques de la MA (Blackwell et coll., 2004).
Cependant, il est intéressant de noter que la mémoire de reconnaissance est touchée en phase
précoce dans la MA (Fleichman et coll., 2005 ; Camus et coll., 2003), mais ce n’est pas le cas
avec les souris tg2576. Il a été montré que les rats ayant subi une lésion hippocampique sont
incapables de former une mémoire intégrée des propriétés spatio-temporelles des objets

(Clayton et coll., 2001 ; Morris, 2001), ce qui suggére que I’hippocampe joue un role critique
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dans ce processus, et pourrait étre 1’une des régions cérébrales dont le fonctionnement est
altéré chez nos tg2576.

Dans ce test aussi, les souris tg2576 mal-voyantes montrent les mémes performances que les
souris voyantes. En effet, ’effet de la mutation rd est similaire chez les souris wt et les souris
tg2576 dans le test de reconnaissance spatiale et le test de reconnaissance d’objet. Nous
avons donc posé I’hypothése de la capacité des souris wt mal-voyantes de développer une
représentation spatiale de leur environnement en se basant sur des processus non-visuels, et

que I’AB empéche cette capacité chez les souris tg2576 mal-voyantes.

Test du labyrinthe de Barnes

Dans le test du labyrinthe de Barnes, j’ai mis en évidence un déficit chez les souris tg2576 de
16 mois en termes de latence d’entrée dans le trou-cible, alors que les souris tg2576 de 8 mois
et les souris wt de 16 mois montrent une modeste différence en comparaison avec les souris
wt de 8 mois sans effet marqué de reversal. En termes d’erreurs de mémoire de référence et
dans le probe 1, les souris tg2576 des deux ages sont déficitaires par rapport aux deux autres
groupes. Dans le probe 2, seules les souris wt de 8 mois ont montré une préférence pour le
trou-cible. En termes de fréquence d’utilisation de la stratégie spatiale, les souris tg2576 des
deux ages tardent davantage a utiliser ce type de stratégie par rapport aux souris wt au cours
de la phase d’acquisition. Cependant, dans le probe, les souris wt sont les seules a utiliser
préférentiellement la stratégie spatiale. L’ensemble de ces données, montre que les souris
tg2576, notamment celles de 16 mois, sont les plus touchées par le déficit de la mémoire
spatiale, alors que les souris tg2576 de 8 mois présentent un déficit modéré de la mémoire
spatiale, qui ne s’est révélé que lors du test de rétention.

Beaucoup d’études comportementales ont été réalisées sur les souris tg2576 et leurs témoins
wt. Cependant, comme cela est le cas pour d’autres tests, 1’existence ou non d’un déficit chez

les souris tg2576 est aussi controversée dans le test du labyrinthe de Barnes, parfois méme au
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sein d’un méme laboratoire. Des études ont montré que cette lignée présente un déficit a 3
mois d’age, alors que d’autres études n’ont pas retrouvé de déficit, méme a 19 mois d’age
(King et coll., 1999 ; Pompl et coll., 1999 ; King et Arendash 2002). Par ailleurs, il a été
montré que les souris APP23 &gées de 12 mois nécessitent un entrainement plus long avant
d’utiliser une stratégie spatiale pour appréhender le test du labyrinthe de Barnes, ce qui est en
accord avec mes propres résultats sur un autre modele de souris APP (Prut et coll., 2007). Le
déficit dans ce test, comme c’est d’ailleurs le cas dans bon nombre de tests évaluant la
mémoire dite de référence, est tres probablement di a un dysfonctionnement hipocampique
(Bizon et coll., 2007). D’aprés O’keefe et Nadel (1978), I’hippocampe permet a I’animal de
traiter les informations spatiales propres a son environnement, a organiser celles-ci sous
forme d’une carte cognitive, a la mémorisation et & la mise a jour de celle a laquelle il
contribue (Tolman, 1948). Des études ont fini par donner une assise solide a ce point de vue,
notamment celle de Morris (1983) qui a mis en évidence un déficit de la mémoire de

référence chez des rats ayant subi une lésion de I’hippocampe.

En ce qui concerne I’effet rd, mes résultats confirment trés largement ceux que j’ai obtenus
dans les études présentées au chapitre 1 de ma thése, a savoir que chez les souris wt, cette

mutation n’a pas d’effet dans un certain nombre de tests.

Test d’alternance dans le labyrinthe en Y

Dans le test du labyrinthe en Y, qui est un test de la mémoire de travail basé sur le
déplacement égocentré des animaux, I’ensemble des groupes a présenté un pourcentage
d’alternance supérieur au hasard. Ce test est fréquemment utilis€¢ pour mettre en évidence un
déficit dépendant de 1’age des souris tg2576, et ce a partir de 6 mois d’age (Hisao et coll.,
1996 ; Mouri et coll., 2007). En revanche, quelques études n’ont pas réussi a mettre en

¢vidence un déficit d’alternance chez cette lignée, méme a 15 mois (Fonseca et coll., 2009).
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Dans ce test comme dans le test de Barnes et le test de reconnaissance spatiale, 1I’hippocampe
joue un réle dans la réalisation de cette tache. Des études ont montré que les lésions de
I’hippocampe chez le Rat et la Souris diminuaient la capacité d’alternance (Douglas, 1989 ;
Conrad et coll., 1996). Il est intéressant de noter que I’effet rd est absent dans ce test aussi,
test dans lequel le niveau de stress est probablement trés faible comparativement a ce qui se

passe dans un test comme la piscine de Morris.

Dans le test d’évitement passif, I’ensemble des données indiquent que tous les groupes ont
montré de bonnes performances d’acquisition et une bonne rétention. Ces résultats
confirment d’autres études réalisées sur les souris tg2576 et leurs témoins wt entre les dges de
4 et 14 mois (McArthur et coll., 1999). On peut souligner au passage que ce test ne semble
pas des plus adéquats pour tester le déficit de la mémoire contextuelle déja décrit sur les
tg2576 (Bothe et coll., 2005). King et Arendash (2002) ont montré que ces souris présentaient
une résistance a ’entrée dans le compartiment noir, et ce dans les deux étapes du test
(acquisition et rétention). Il est intéressant aussi de noter que les souris PDAPP ne présentent

pas de déficit dans ce test (Malherbe et coll., 1996).

Encore une fois, il n’y a pas effet de la mutation rd sur la performance des souris dans ce test.

Test de discrimination olfactive

Dans le test de discrimination olfactive, les tg2576 n’ont présenté aucun déficit. Cependant,
de nombreuses études ont mis en évidence un déficit dans la mémoire olfactive chez les
souris tg2576, et ce des 1’age de 3 mois (Young et coll., 2009 ; Wesson et coll., 2010). 1l faut
souligner toutefois que notre test, qui est adapte a partir de celui decrit par Schellink et ses

collaborateurs (2001), semble étre tres facile pour les souris. Dans les autres tests qui ont pu
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mettre en évidence un déficit de mémoire olfactive dans cette lignée, les souris sont exposées
a un minimum de 7 odeurs, contre 2 seulement dans le notre. De plus, il a été montré que,
macrosmates, les rongeurs possedent une capacité exceptionnelle a mémoriser et discriminer
les odeurs (Dudchenko et coll., 2000). Le mécanisme d’olfaction dépend de trois circuits : le
bulbe olfactif, I’hippocampe et le cortex piriforme (Wachoviak et Shipley, 2006 ; Wilson et
Stevenson, 2006). Comme je I’ai déja évoqué, le déficit chez les patients Alzheimer ne serait
pas nécessairement de type mnésique, mais pourrait tres bien étre lié & une anosmie précoce,
et il pourrait en aller de méme pour les souris tg2576, notamment parce que le déficit au test
de mémoire olfactive est évident dés I’dge de 4 mois, c’est-a-dire bien avant I’apparition de

1I’AP soluble.

Conclusions
Dans le cas de la MA, il existe une perte neuronale affectant particulierement le CE et le
systeme cholinergique au niveau des NCB (Cassel et coll., 2007; Gomez-Isla et coll., 1996),
qui contribue avec I’AP - sous forme soluble ou sous forme de dépdts - aux troubles cognitifs
et la perte de mémoire chez les patients Alzheimer. Cependant, bien que la souris tg2576
développe des dépbts amyloides, de telles modifications ne sont pas retrouvées (Irizarry et
coll., 1997). Le mécanisme de la perte mnésique et celui de son apparente sélectivité par
rapport aux différents types de mémoire chez les souris tg2576 est encore mal compris. Il a
été soupconné pendant plusieurs années que I’accumulation des dépdts amyloides est corrélée
avec I’amplitude du déficit cognitif dans le cas de la MA (Hsiao et coll., 1996). Cependant,
I’AB est présent également dans le cerveau sous la forme de monomeéres, dimeres et
oligomeres (Morris et coll., 2006). Plus tard, plusieurs auteurs ont émis 1’hypothése que
I’accumulation des dépdts amyloides n’est pas forcément corrélée avec la sévérité des
troubles cognitifs, ni chez les patients Alzheimer, ni chez les souris transgéniques (Nagy et

coll., 1995 ; Holcomb et coll., 1998 ; Dodart et coll., 1999 ; Westerman et coll., 2002). Des
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études ont montré récemment que la forme oligomérique de I’ AP, et non les dépbts amyloides
eux-meémes, est responsable des déficits cognitifs et que sa présence semble corrélée au degré
de déficit cognitif dans la MA (Ashe, 2005 ; Klein el coll., 2001 ; Hardy et Selkoe, 2002).
Finalement, il a ét¢é montré que I’AP, sous sa forme oligomérique (dodécamére) appelée
AP*56 joue un role critique au niveau de la perte de mémoire et du déficit de mémoire. En
effet, 'instillation AB*56 en I.C.V induit un déficit de mémoire de référence chez des rats
dépourvus de toute pathologie avant I’instillation (Lesné et coll., 2006).

Comme je I’ai déja évoqué, la souris tg2576 ne présentent que des deficits cognitifs modestes
dans des taches de navigation spatiale méme avec une histopathologie amyloide tres sévere
(Bizon et coll., 2007). De ce fait, les lésions combinées du CE et des NCB pourront modéliser
des phases encore plus avancées de la MA, au plan histopathologique et au plan
comportemental, et leurs effets pourront étre évalués sur les performances de navigation

spatiale dans le test du labyrinthe de Barnes.
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Chapitre I11. Lésions combinées du CE et des NCB chez la souris
12576 : effets comportementaux et histopathologiques.

1. Introduction

Plusieurs études ont été réalisées sur les rongeurs pour modéliser les phases avancées de la
MA. Tous les essais de lésions de chacune des deux structures majeures impliquées dans la
MA (le CE et les NCB), I'une indépendamment de 1’autre, n’ont, en général, entrainé que des
déficits assez modestes en ce qui concerne la mémoire spatiale chez les rongeurs (Parent et
Baxter, 2004; Coutureau et Di Scala, 2009; Cassel et coll., 2008). Notre équipe était la
premiere a avoir eu I’idée de combiner les deux formes de dégénérescences neuronales de la
maladie chez le Rat en utilisant une approche lésionnelle (Traissard et coll., 2007). Dans cette
étude, les 1ésions du CE ont été réalisées a 1’aide de la neurotoxine NMDA, et les 1ésions des
NCB a I’aide de I’'immunotoxine 192 IgG-saporine (version Rat de la mu p75-saporine chez
la Souris). Ces Iésions ont été pratiquées sur 1’une ou 1’autre des deux structures (CE ou SAP)
ou bien en combinaison (CE+SAP), puis les différents groupes de Iésions ont été testés dans
des taches de mémoire spatiale. L’évaluation des fonctions mnésiques a été menée a I’aide du
test de la piscine de Morris, de celui du labyrinthe radial et de celui du labyrinthe de Hebb-
williams. Toutes les souris ont également été testées dans un test d’activité locomotrice et
dans le test de franchissement de la barre.

La 1ésion seule du CE a induit un déficit modéré d’acquisition et de rétention dans la piscine
de Morris, mais le déficit était plus marqué sur I’acquisition de la composante de mémoire de
référence dans la tache du labyrinthe radial et dans celle du labyrinthe de Hebb-williams.
Dans les trois taches, les variables objectivant une forme de mémoire de travail (erreurs
répétitives et version mémoire de travail de la piscine) étaient modérément affectées par cette

Iésion. Par ailleurs, les rats SAP ne présentaient pas de déficits, et disons tout de suite que
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ceux-ci étaient modestes, que dans le test de rétention (probe) réalisé a un délai de 24 h dans
la piscine de Morris et en termes de mémoire de référence dans le labyrinthe radial.
Cependant, et cette observation était le point le plus intéressant de 1’étude, les rats CE+SAP
ont présenté des déficits massifs au niveau de la mémoire spatiale dans la piscine de Morris
(performances de mémoire de référence et au test de rétention), dans le labyrinthe de Hebb-
williams et dans le test du labyrinthe radial, et ce aussi bien en termes de mémoire de
référence que de mémoire de travail. Les rats doublement lésés présentaient également une
hyperactivité locomotrice, alors que chacune des Iésions seules n’induisait qu’une faible
augmentation du niveau d’activité¢ (Traissard et coll., 2007). Sur la base de I’aggravation
massive des déficits lorsque les deux lésions sont combinées, Traissard et ses collégues
(2007) ont proposé que la double Iésion pourrait modéliser une phase relativement avancée
de la démence dans la MA. Comme nous 1’avons évoqué dans I’introduction, aucun des
modeles de souris transgénique utilisé a ce jour pour modéliser la MA ne présentent a la fois
une perte neuronale dans le CE et dans les NCB. L’étude qui suit combine 1’approche

lésionnelle et 1’approche transgénique pour étudier I’impact des pertes neuronales sur les

performances de mémoires et le développement de la pathologie amyloide chez la souris

tg2576.

La lésion du CE a elle seule pourrait induire des modifications de la pathologie comme cela a
été montré chez les souris APP/PS1, en particulier au niveau de ’hippocampe (Van Groen et
coll., 2004). En effet, dans I’hippocampe de ces souris, on observe une réduction des dépots
amyloides diffus, sans affecter le nombre de plaques dans les aires de projections du cortex
entorhinal. Ce travail montre que la perte des afférences entorhinales joue probablement un
role important dans la pathologie amyloide au niveau de 1’hippocampe dans la MA. Par
ailleurs, plusieurs études sur des modeéles animaux ou chez ’Homme suggérent que la

déafférentation cholinergique progressive observee dans la MA pourrait jouer un réle
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important dans le développement de la pathologie amyloide (Auld et coll., 2002 ; Beach et
coll., 2008 ; Chauhan et coll., 2006 ; mais voir Geula et coll., 1998). La lésion des NCB
pourrait donc également induire des changements de la pathologie amyloide au niveau des
sites de projection de ces noyaux, 1’hippocampe et le cortex en particulier, ainsi que des
déficits mnésiques des souris tg2576. Inversement, de fortes concentrations d’AB semblent
augmenter la vulnérabilité des neurones cholinergiques par un mécanisme d’excitotoxité
(Harkany et coll., 2000). Nous pourrions donc aussi observer une plus grande vulnérabilité
des NCB des souris tg2576 a la mu p75-saporine. La vérification de 1’une ou 1’autre de ces
interactions entre neurodégénérescence des NCB et protéine Ap éclairerait une seconde étape
de I’évolution de la maladie menant a une atteinte plus marquée de I’hippocampe et plus
généralisée des aires corticales associee, a une aggravation de la pathologie amyloide. Afin
d’analyser I’impact des I1ésions sur le développement des dépdts amyloides, nous avons choisi
d’opérer les souris a 1’age de 8 mois, Soit juste avant I’apparition des tous premiers dépots.
Pour adapter le mod¢le de double 1ésion aux souris tg2576, j’ai d’abord déterminé la dose de
NMDA permettant de réaliser des lésions marquées du CE sur des souris wt. Ensuite, il s’est
agit de tester I’efficacité de I’imunotoxine mu p75-saporine et d’ajuster les coordonnées
stéréotaxiques pour 1’injection intracérébroventriculaire a cette lignée de souris par rapport a
celles utilisées chez les souris C57BL/6J (Moreau et coll., 2008). Des essais de concentration
de 0,05 pg/pl a 0,8 pg/ul ont été testés. Malheureusement, on s’est aper¢u que la mu P75-
saporine provoquait des crises épileptiques chez les souris tg2576, et que ces crises
s’accompagnaient d’une forte mortalité. Pour éviter la perte des animaux, I’ensemble des
souris a été traité avec du diazépam (4 mg/kg, dilué dans I’eau distillée contenant du tween
pour augmenter la solubilité du composé) pendant les deux semaines qui ont suivi I’injection
de mu p75-saporine. Le diazepam est une benzodiazépine qui posséde des propriétés

anxiolytiques et anticonvulsivantes. Ce traitement nous a permis de retrouver un taux de
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survie acceptable pour réaliser cette expérience (20/26 pour les tg2576 SAP ; 23/30 pour les
tg2576 CE+SAP). Pour la suite, nous avons attendu 1 mois avant de commencer les tests
comportementaux afin de réduire au maximum toute interaction du traitement chronique au
diazepam avec les performances cognitives des souris. ldéalement, nous aurions préféré
ajouter un groupe non traité au diazepam pour les tg2576 et pour les wt, afin d’évaluer
I’impact a long terme de ce traitement, mais nous ne disposions pas d’un nombre suffisant de
souris ayant atteint ’Age de 8 mois au moment de réaliser cette expérience.

Nous avons choisi d’éprouver les effets de chaque type de lésion dans le test du labyrinthe de
Barnes, plutdt que dans le test de reconnaissance spatiale (bien que j’ai montré que les deux
taches sont adaptées pour la mise en évidence d’un déficit marqué). Ce choix est a rattacher a
plusieurs raisons : (1) les souris tg2576 étant déficitaires dans le test de reconnaissance
spatiale dés 1’age de 8 mois, on ne pourrait que plus difficilement évaluer I’impact des 1ésions
sur leurs performances, (2) comme je 1’ai déja évoqué, je ne pouvais pas tester les souris dans
la piscine de Morris a cause de la mutation rd, et je ne connaissais pas a I’avance le génotype
rd puisqu’il a été réalisé aprés 1’euthanasie. (3) une ¢tude menée juste avant ce travail dans
notre équipe a montré que la tache de mémoire spatiale dans le labyrinthe de Barnes (et dans
la piscine, mais voir point 2 ci-dessus) sont particuliérement sensibles aux effets de la double
Iésion chez la souris C57BL/6 (Moreau et coll., en préparation).

Les souris ont donc été testées dans le labyrinthe de Barnes (Barnes 1), 6 semaines apreés les
Iésions (pour négliger, ou au moins minimiser tout impact du diazépam sur les performances
des souris). Ensuite, les souris ont été retestées dans le labyrinthe de Barnes (Barnes 2), mais
4 mois apres les 1ésions pour étudier 1’évolution de I’impact des Iésions sur chaque génotype
d’un point de vue comportemental. Les souris ont été euthanasiées juste apres le second test
de Barnes pour analyser les effets des lésions sur la pathologie amyloide. A ce moment-la, les

souris étaient agees de 13 mois et la pathologie amyloide devait étre en cours de

130



Contribution expérimentale: chapitre 3

développement, quoique modérée, chez les tg2576, ce qui augmentait théoriqguement les
chances de mettre en évidence les effets d’une interaction entre I’expression du génotype et la
présence d’une des 1ésions.

Cette expérience a été réalisée sur trois groupes de souris tg2576 ou wt, 4gées de 8 mois,
selon le protocole expérimental décrit ci-dessous (I’expérience Barnes 2 a été réalisée sur les
groupes 2 et 3 seulement). Je représente les souris témoins par (SHAM), les souris porteuses
d’une 1ésion du CE par (CE), les souris porteuses d’une lésion des NCB par (SAP) et les
souris doublement lésees par (CE+SAP).

Les souris ont été génotypées pour la mutation rd aprés I’euthanasie. Les souris qui portent
des lésions aspécifiques et les souris non Iésées ont été éliminées (cf. résultats de ce chapitre).
L’effectif des souris analysées dans le test du labyrinthe de Barnes 1 sera (entre parenthese le
nombre des souris mal voyante rd/rd) : [wt: 13 SHAM (2), 13 CE (2), 13 SAP (2), 13

CE+SAP (1)] ; [tg : 14 SHAM (2), 14 CE (1), 13 SAP (0), 15 CE+SAP (1)].

Euthanasie

3 mois
(12 semaines)
N 1 T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 77 22 Semaines

[ Lésion CE [ Barnes1
[ Lésion NCB @ Barnes 2
Diazépam
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2. Analyse comportementale

1. Test du labyrinthe de Barnes (1)

1.1. Erreurs de mémoires de référence
La figure 43 (A et B) présente pour chaque génotype le nombre moyen d’erreurs de mémoire
de référence en fonction des traitements. Globalement, 1’ensemble des souris améliore
significativement leurs performances (F443:=51,7, P < 0,001). Les souris wt font moins
d’erreurs que les souris tg2576 avant d’entrer dans le trou-cible (Effet génotype: F1109=9,2,
P=0,003; Génotype X Jour: F4440=1,7, P=0,1). Toutes lésions affectent les performances et
leur évolution en fonction des jours (Effet Lésion: F;100=30,14, P < 0,001; Lésion x Jour:
F12436=5,1, P <0,001). Par contre, I’effet des 1ésions est globalement similaire chez les souris
tg2576 et les souris wt (pas d’interaction Génotype X Lésion, ni d’interaction Jour X
Génotype X Lésion). Les souris SHAM des deux génotypes ont de bonnes performances dans
cette tdche, car elles montrent une amélioration significative de la performance dés le
deuxiéme jour de I’acquisition. En revanche, les souris EC et les souris SAP font plus
d’erreurs que les souris SHAM, mais elles arrivent a améliorer leurs performances sur les
cinq jours d’acquisition (P < 0.05 entre le jour 1 et le jour 5; NK). Par contre, les souris tg
2576 doublement 1ésées (CE+SAP) n’améliorent pas significativement leurs performances
entre le jour 1 et le jour 5 (P=0,99), alors que les souris wt doublement lésées (CE+SAP) y

parviennent tout de méme (P=0,05).

Remarque: Les résultats statistiques ne changent pas en éliminant les souris rd/rd.
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Figure 43. Performances de mémoire de référence au cours de I’acquisition de 1’épreuve du
labyrinthe de Barnes 1. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreur-type) du nombres
d’erreurs de mémoire de référence pour les souris WT (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des
lésions. Que ce soit pour les souris wt ou les souris tg2576, les groupes CE+SAP sont toujours
différents du groupe SHAM pour les jours 2 a 5. (*, significativement différent de CE seulement, $
significativement différent de SAP seulement, £ significativement différent de tous les autres groupes

lésés avec P<0,05)

1.2. Latence d’entrée dans le trou-cible

L’analyse du temps nécessaire pour entrer dans le trou-cible montre des résultats similaires a
ceux obtenus pour les erreurs de mémoires de référence (Figure 44; A et B).

Globalement, 1’ensemble des groupes améliore significativement leurs performances (Effet
Jour: F4.416=190.2, P < 0.001). On observe que les souris wt sont plus rapides que les souris
tg2576 pour atteindre le trou-cible, il y a d’ailleurs un modeste effet global du génotype
(Effet génotype: F110s=3,2, P=0,06). Par contre, sur les 5 jours d’acquisition et en dépit des
1ésions, les souris wt améliorent d’une maniere plus rapide leurs performances par rapport
aux souris tg2576 (Génotype X Jour: F443,=3,4, P=0,009).

Les lésions perturbent les performances des souris dans ce test, il y a un effet des Iésions au
niveau de la latence d’entrée dans le trou-cible (Effet Lésion: F310s=59,2, P < 0,001; Lésion
X Jour: F443=16,8, P < 0,001). L’effet des 1ésions est globalement comparable sur les deux

génotypes (pas d’interaction Jour X Génotype X Lésion). Au regard de 1’allure des courbes,
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on observe que les effets pour les souris CE et SAP des deux génotypes semblent plut6t liés a
un retard d’apprentissage. Les souris wt (CE) et (SAP) améliorent significativement leurs
performances des le 2éme jour d’acquisition (J1 vs J2; P < 0,05), alors que les souris tg (CE
et SAP) n’améliorent leurs performances qu’au 3éme jour de I’acquisition (J1 vs J3; P <
0,05). Enfin, les souris doubles Iésées, spécialement les tg2576, n’améliorent que trés
Iégerement leurs performances (J1 vs J5; P < 0,05 pour chaque génotype). De plus, leurs
performances différent a la fois des groupes de lésion simple et des groupes SHAM, quel que
soit le génotype.

Remarque: Les résultats statistiques ne changent pas en éliminant les souris rd/rd.
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Figure 44. Temps mis pour réussir la tdche chez les souris wt et tg2576 au cours de 1’acquisition du
Barnes 1. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreur type) des latences d’entrée dans le trou-
cible pour les souris wt (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des lésions. Que ce soit pour les souris
wt ou les souris tg2576, les groupes CE+SAP sont toujours différents du groupe SHAM pour les jours
2a5. (*significativement différent de CE ; $ significativement différent de SAP, £ significativement

différent des autres groupe lésés, P < 0.05)
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1.3. Test de rétention

Le test de rétention a lieu 3 jours (72 heures) aprés le dernier jour d’acquisition. Le nombre
de visites totales différe entre les groupes de Iésion (effet Lésion : F3103=11,3 ; P < 0.001),
donc j’ai analysé et présenté les résultats en fonction de I’index de visites (Figure 45 ; A et
B). Globalement, les souris montrent une préférence pour le trou-cible (Effet Trou:
F3300=29,6, P < 0,001). Il y a un effet significatif des Iésions (Trou X Lésion=Fi4309, P <
0.001). En effet, les souris SHAM des deux génotypes montrent une trés bonne performance
dans ce test de rétention. Les souris wt (CE) et (SAP) montrent également une préférence
pour le trou-cible, mais elle est moins marquée que celle des souris SHAM. Par contre, les
souris tg2576 (CE) et (SAP) ne montrent plus de préférence claire pour le trou-cible, ce qui
pourrait expliquer I’interaction presque significative des facteurs Trou X Génotype X Lésion
(Fo300=1,6, P=0,09). Enfin, les souris CE+SAP des deux génotypes montrent une tres
mauvaise performance dans ce test, car elles ne présentent plus aucune préférence pour le
trou-cible.

Remarque: Les résutats statistiques ne changent pas en éliminant les souris rd/rd.
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Figure 45. Performances de rétention dans le probe du Barnes 1. Les graphiques représentent 1’indice
des visites (xerreur type) aux trous pour les souris wt (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des
Iésions. (*, significativement différent du trou-cible, $ significativement différent de SHAM, P <
0,05).
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1.4. Analyse des stratégies

Acquisition : J’ai analysé les différentes stratégies de recherche utilisées par les souris pour
trouver le trou-cible (recherche spatiale, recherche sérielle et recherche aléatoire).
Globalement, I’incidence de la stratégie spatiale augmente significativement dans I’ensemble
des groupes (effet Jour : F441,=49,2, P < 0,001 ; figure 46, A et B), méme si les wt ’utilisent
généralement plus fréquemment que les souris tg2576 (Effet génotype : F1103=6,8, P=0,01 ;
Jour X génotype (F4412=2,1, P=0,08). Les lésions affectent I’utilisation de la stratégie spatiale
au cours de I’apprentissage (Effet Lésion: F3103=50,1, P < 0,001 ; Jour X Lésion:
F12342=44,4, P < 0,001), mais cet effet semble étre le méme pour les deux génotypes (pas
d’interaction Génotype X Jour X Lésion). Les souris SHAM des deux génotypes développent
une préférence pour la stratégie spatiale. En effet, au 5°™ jour d’acquisition, les souris wt et
tg2576 atteignent un niveau d’utilisation de la stratégie spatiale comparable (wt SHAM :
79.316 % ; tg SHAM : 74.2+7 %). Les groupes de souris wt (CE) et (SAP) présentent une
performance comparable dans 1’utilisation de la mémoire spatiale : ils parviennent tout deux a
augmenter modérément, mais significativement leur utilisation de la stratégie spatiale entre le
jour 1 et le jour 5 (J1 vs J5, P < 0,05 pour chaque Iésion). En revanche, les souris tg (CE) et
(SAP) n’augmentent que légerement le pourcentage entre le jour 1 et le jour 5 sans atteindre
la significativité. Enfin, quel que soit le génotype, les souris doublement Iésées (CE+SAP) ne
parviennent pratiqguement pas a mettre en place la stratégie spatiale (J1 vs J5, P > 0,05 pour
chaque génotype).

Lorsque les souris 1ésées montrent un déficit de mise en place d’une stratégie spatiale, quelle
autre stratéegie mettent-elles en place pour éventuellement améliorer leur performance ? La
stratégie sérielle (visiter les trous 1’un apres 1’autre le long du bord jusqu’a trouver la cible)
permet & la souris d’atteindre ce but, c’est pourquoi j’ai analysé spécifiquement cette
stratégie. Il y a effectivement un effet des 1ésions sur I’utilisation de la stratégie sérielle
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(Effet Lesion: F399=3,8, P=0,001; Jour X Lésion: Fi;396=2,4, P=0,005). Par contre, I’impact
des lésions sur l’utilisation de cette stratégie est globalement la méme pour les deux
génotypes (aucun effet Génotype, ni aucune intéraction avec ce facteur). Comme on peut s’y
attendre, les souris SHAM des deux génotypes utilisent de moins en moins cette stratégie au
cours de I’apprentissage et paraissent privilégier la stratégie spatiale décrite ci-dessus (au peéme
jour d’acquisition; wt: 15+4.5 %, tg2576: 24+7.8 %). Par contre, dans tous les autres groupes,
on note un fort pourcentage d’utilisation de la strategie sérielle, qui atteint un maximum au
5™ jour d’acquisition ([WT; CE: 5148.9 %, SAP: 33.4+9.2 %, CE+SAP: 32+7 %], [tg; CE:

42 + 6.1 %, SAP: 48.8+7.1 %, CE+SAP: 36.2 =7 %).

Remarque: Les résultats des analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris

rd/rd.
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Figure 46. Pourcentage d’utilisation de la stratégie spatiale (A, B) et de la stratégie sérielle (C, D)
pour retrouver le trou-cible dans le Barnes 1. Les graphiques représentent les moyennes (+ erreur
type) du pourcentage d’essais utilisant la stratégie spatiale pour les souris wt (A) et les souris tg2576
(B), et les moyennes (+ erreur type) du pourcentage d’essais utilisant la stratégie sérielle pour les
souris wt (C) et les souris tg2576 (D) en fonction des lésions, (* significativement différent des autres
groupes, P <0.05).

Probe : pendant le test de rétention (figure 47), les 1ésions affectent massivement 1’utilisation
de la stratégie spatiale dans le test de rétention, indépendamment du génotype (Effet Lésion :
F30=10,8, P < 0,001 ; pas d’interaction avec le facteur Génotype). Les souris SHAM des
deux génotypes utilisent de préférence la stratégie spatiale pour aboutir a la premiére visite du
trou-cible, et la répartition des préférences de stratégie est comparable entre les souris SHAM
wt et tg2756. Les souris wt CE et SAP montrent une répartition des pourcentages de stratégie

comparable pour les deux types de lésion simple. Les souris tg CE et SAP montrent
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également une répartition des stratégies comparable, mais elles utilisent moins la stratégie
spatiale que les souris wt ayant subi les mémes Iésions, sans que cette différence n’atteigne
pour autant la significativité. Enfin, les souris tg doublement lésées (CE+SAP) de deux
génotypes ont une répartition comparable des stratégies et utilisent trés peu la stratégie
spatiale comme en fin d’apprentissage. Elles utilisent aussi bien la stratégie aléatoire que la
stratégie sérielle pour les souris tg2576 doublement lésées, et un peu plus préférentiellement
la stratégie aléatoire pour les wt doublement lésées. Les lésions affectent massivement
I’utilisation de la stratégie spatiale dans le test de rétention (Effet Lésion : F393=10,8, P <
0,001).

Remarque: Les analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris rd/rd.
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Figure 47. Pourcentage des stratégies utilisées pour trouver le trou-cible pendant le probe du Barnes
1. Les graphiques représentent les moyennes des pourcentages de chaque stratégie (aléatoire, sérielle
ouspatiale) pour les souris wt (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des Iésions.
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2. Test du labyrinthe de Barnes (2)

Le 2°™ test du labyrinthe de Barnes a lieu quatre mois aprés les lésions (soit aprés un délai de
trois mois entre le Barnes 1 et le Barnes 2), lorsque les souris sont agées de 13 mois. On a
gardé le méme protocole expérimental que celui utilisé pour le Barnes 1, mais le test s’est
déroulé dans une autre salle de test, donc dans un autre environnement spatial.

Avant d’analyser les données de Barnes (2), je présente d’abord les résultats d’une analyse
globale regroupant les données des souris qui ont effectué la séance 1 et la séance 2 pour
détecter une évolution des effets a long terme (4 mois) des Iésions chez les souris wt et chez
les souris tg2576.

En terme de nombres d’erreurs pour atteindre le trou-cible, on observe un effet significatif du
délai de 3 mois entre les séance du Barnes (1) et du Barnes (2) (Effet Séance : F1161=8,9,
P=0,003 ; Séance X Jour : F4644=3,6, P=0,006). Cet effet était prévisible puisqu’il y a un effet
de «réapprentissage » d’une tidche déja maitrisée par le passé et qui, malgré la différence
d’environnement, facilite 1’acquisition du Barnes 2 chez I’ensemble des animaux. Par contre,
il n’y a pas d’interaction significative entre le facteur Seance et les facteurs Génotype ou
Lésion, ce qui suggere que I’effet des 1ésions est stable d’une séance a 1’autre au sein de
chaque génotype.

En terme de latence d’entrée dans le trou-cible, il y a également un effet du réapprentissage
sur les performances globales des souris (Effet Séance : F;15=37,7, P < 0,001 ; Jour X
Séance: F4636=8.5, P < 0.0014). Néanmoins et cette fois, on releve une interaction
significative entre les facteurs Jour X Séance X Lésion (Fi2636=3,6, P < 0,001), interaction
qui s’explique par le fait que méme certaines souris 1ésées améliorent leurs performances

entre la séance 1 et la séance 2, comme nous le reverrons plus loin.
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En revanche, il n’y a pas d’effet significatif du délai sur le probe. Ce résultat suggére que le
probe est trés spécifique de I’environnement testé et que le niveau de performance dans ce
test n’est pas affecté par un réapprentissage.

Le test du labyrinthe de Barnes 2 a été réalise sur les groupes 2 et 3. L’effectif des souris
analysées dans le test du labyrinthe de Barnes 1 sera comme suit (entre parenthese le nombre
de souris mal voyantes rd/rd) : [wt : 6 SHAM (0), 9 CE (1), 6 SAP (1), 6 CE+SAP (1)] ; [tg:

7 SHAM (1), 8 CE (1), 9 SAP (0), 11 CE+SAP (1)].

2.1. Erreurs de mémoires de référence

Globalement, les souris améliorent significativement leurs performances au cours des cing
jours d’acquisition (Effet Jour: F4204=20,7, P < 0,001; Figure 48, A et B). Il y a un effet
global du génotype (Effet Génotype: F15=9,2, P=0,003), qui est vraisemblablement lié a de
meilleures performances globale des souris wt. Il y a également un effet des lesions sur
I’évolution des performances (Effet Lésion: F35,=11,7, P < 0,001; Jour X Traitement :
F12204=1.9, P=0.04).

Chez les souris wt (figure 48A), les souris CE et les souris SAP ont des performances
relativement similaires a celles des souris SHAM. Le léger déficit non significatif des souris
Iésées est probablement atténué par les bonnes performances de réapprentissage de la tache.
Par contre, si on compare les souris doublement Iésées (CE+SAP) et les souris SHAM, on
observe que les souris doublement 1ésées maintiennent un nombre trés élevé d’erreurs, méme
sur les derniers jours d’acquisition de la tache.

Chez les souris tg2576, au regard des courbes d’acquisition (figure 48B), on observe une
mauvaise performance moyenne des souris SAP, avec un déficit particulierement évident aux
jours 3 et 4 de I’acquisition. Leurs performances sont aussi dégradées que celles des souris
doublement lésées (CE+SAP), mais elles parviennent a les améliorer au tout dernier jour

d’apprentissage. Par contre, de fagon surprenante, les souris CE ont des performances aussi
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bonnes que les souris SHAM. Enfin, les souris doublement lésées (CE+SAP) ne montrent
aucune amélioration sur les cinq jours d’acquisition, alors que les trois autres groupes
parviennent & des niveaux de performances ne différant pas les uns des autres lors du peéme
jour d’acquisition. En resumé, tous les goupes améliorent leurs performances entre le jour 1
et le jour 5 sauf les souris CE+SAP.

Remarque: Les résultats des analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris

rd/rd.
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Figure 48. Performances d’acquisition dans le Barnes 2. Les graphiques représentent les moyennes (+
erreur type) des nombres d’erreurs de mémoire de référence pour les souris WT (A) et les souris
tg2576 (B) en fonction des lésions. (* significativement différent de SHAM, P < 0.05).

2.2. Latence d’entrée dans le trou-cible

Globalement, I’ensemble des souris améliore significativement leurs performances sur les 5
jours d’acquisition, et ceci indépendamment du génotype (Effet Jour : F4204=54,3, P=0,003,
Figure 49, A et B ; pas d’effet Génotype ou d’interaction Jour X génotype). Par contre, les
Iésions affectent les performances et leur évolution (Effet Lésion: F35=12,7, P < 0,001 ;
Jour X Lésion: Fi204=2,1, P=0,01). Sur les performances de latence, cet effet semble
essentiellement d0 a la mauvaise performance des souris tg 2576 CE+SAP, alors que le

groupe des wt CE+SAP exhibe des performances qui ne sont que modérément affectées
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(différence significative sur les jours 1, 2, et 4 seulement) et que les autres groupes de lésion
présentent une évolution de leurs performances relativement comparable a celle des témoins
(Jour X génotype X Traitement (F12.204=1.9, P=0.03).

Il est a noter que les différents groupes ne présentent pas le méme niveau de performances en
début de tache, ce qui refléte probablement un effet des Iésions sur la rétention a trés long
terme du principe méme de la tache (J1 : séance X traitement : F3 161=4,1, P=0,008).

Remarque: Les analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris rd/rd.
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Figure 49. Temps mis pour réussir la tiche au cours de 1’acquisition du Barnes 2. Les graphiques
représentent les moyennes (+ erreurs type) des latences d’entrée dans le trou-cible pour les souris wt
(A) et les souris tg2576 (B) en fonction des lésions. (* significativement différent de SHAM, P <
0.05).

2.3. Test de rétention

Dans le test de rétention qui a lieu 3 jours (72 heures) aprés le dernier jour d’acquisition
(figure 50), ’ensemble des souris montre une préférence pour le trou-cible (effet Trou :
F3153=16,1, P< 0,001). Il n’y a aucun effet du génotype sur ces performances. Par contre,
I’effet des Iésions est présent comme dans les autres étapes du test (Trou X Lésion :

F9'153:5,9, P < 0,001)
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Les souris wt SHAM, CE et SAP montrent une préférence pour le trou-cible, mais a des
niveaux de performance différents, alors que les souris CE+SAP ne montrent aucune
préférence pour le trou-cible.

Chez les souris tg2576, il n’y a que les SHAM qui montrent une claire préférence pour le
trou-cible, alors que les souris CE montrent une préférence modeste pour le trou-cible. Par
contre, les souris SAP et CE+SAP ne montrent aucune préférence pour le trou-cible.

Remarque: Les résultats des analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris

rd/rd.
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Figure 50. Performances de retention du Barnes 2. Les graphiques représentent 1’indice des visites (+
erreur type) aux trous pour les souris wt (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des lésions. (*
significativement différent du trou-cible, $ significativement différent de SHAM P < 0.05).

2.4. Analyse des stratégies

Acquisition : Globalement, I’incidence de la stratégie spatiale augmente significativement au
cours des cinq jours d’acquisition (Effet Jour : F4196=19,6, P < 0,001, Figure 51, A et B). Il
n’y a pas d’effet du génotype sur ces performances. Cependant, I’effet des 1€sions est tres
marqué sur 1’utilisation de la stratégie spatiale (Effet Lésion : F349=134, P < 0,001 ; Jour X
Lésion : Fi2160=2,7; P=0,002). Les souris SHAM des deux genotypes atteignent un

pourcentage satisfaisant d’utilisation de la stratégie spatiale au 5°™ jour (80+8.1 % pour les
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wt ; 85+£6.7 % pour les tg2576). Au regard de 1’allure des courbes, on observe que les souris
CE et SAP des deux génotypes mettent plus de temps pour utiliser préférentiellement cette
stratégie que les souris SHAM. Par contre, les souris doublement Iésées CE+SAP, quel qu’en
soit le génotype, ne montrent aucune préférence pour utiliser la stratégie spatiale tout au long
de I’acquisition.

En termes d’utilisation de la stratégie sérielle pour atteindre le trou-cible, il est intéressant de
noter que les souris SAP des deux génotypes I’utilisent davantage que celles des autres
groupes (au 5°™ jour ; wt : 55+11.1 %, tg2576: 50+7.45). Par contre, les souris SHAM des
deux génotypes présentent un pourcentage d’utilisation tres bas de la stratégie sérielle ( < 10
% pour chaque génotype au jour 5), alors que, dans les autres groupes, les pourcentages
d’utilisation de la statégie sérielle varient entre 33 et 55 %. Il n’y a aucun effet significatif du
génotype, des Iésions, et aucune interaction significative entre ces facteurs.

Remarque: Les résultats des analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris

rd/rd.
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Figure 51. préférence pour la stratégie spatiale pour atteindre le trou-cible dans le Barnes2. Les
graphiques représentent les moyennes (+ erreur type) des pourcentages d’essais utilisant la stratégie
spatiale pour les souris wt (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des Iésions. (* significativement
différent des SHAM ; P < 0.05).
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Probe : Il y a un effet des Iésions sur I’utilisation de la stratégie spatiale pour atteindre le

trou-cible (Effet Lésion : F35,=8,9, P < 0,002, Figure 52, A et B), mais il n’y a pas d’effet du

génotype. En effet, les souris SHAM des deux génotypes utilisent de préférence la stratégie

spatiale. On observe aussi que les souris CE des deux génotypes utilisent aussi de préférence

la stratégie spatiale, mais moins que les SHAM. Par contre, les souris SAP et CE+SAP des

deux génotypes utilisent tres peu la stratégie spatiale. Au contraire, elles utilisent

préférentiellement la stratégie sérielle, ce qui explique I'effet significatif des lésions sur

I’utilisation de la stratégie sérielle (Effet Lésion : F35,=2,9, P=0,03).

Remarque: Les résultats des analyses statistiques ne changent pas en éliminant les souris

rd/rd.
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Figure 52. Pourcentage des stratégies utilisées pour trouver le trou-cible pendant le probe du Barnes

2. Les graphiques représentent les moyennes des pourcentages de chaque stratégie (aléatoire, sérielle

et spatiale) pour les souris wt (A) et les souris tg2576 (B) en fonction des Iésions.
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3. Analyse histologigue

1. Lésion du cortex entorhinal

L’analyse des coupes frontales des cerveaux des souris (colorées au violet de crésyl) a permis
de délimiter 1’étendue des Iésions du CE. Toutes les souris dont 1’étendue des 1ésions ne
répondait pas aux critéres suivants sont exclues de I’analyse statistique des performances
comportementales :

- Les Iésions doivent étre bilatérales et d’étendue similaire dans chaque hémisphere.

- Les lésions doivent étre sélectives, les structures voisines ne doivent pas étre
fortement endommagées (voir détails ci-dessous pour de petites atteintes : - 10% de la
surface des structures).

La Iésion du CE s’étend généralement entre -4.04 mm et -5.20 mm dans la partie ventrale par
rapport au plan de Bregma (d’apres 1’atlas de Paxinos et Franklin, 2004 ; voir figures 53 et
54). Chez les souris lésées, il y a un faible pourcentage de souris chez qui une partie du cortex
périrhinal est endommagée par la lésion du CE (7/32 chez les tg2576 ; 4/26 chez les wt). Il y
a également trés peu de lésions qui touchent le subiculum (4/32 chez les tg2576, 4/26 chez
les wt), et/ou qui touchent également une faible partie de la couche moléculaire de
I’hippocampe ventral (2/32, 4/26 chez les wt). Ces souris sont incluses dans ’analyse des
données comportementales, puisqu’elles présentent des performances qui sont semblables a

celles des souris dont la Iésion est plus proprement focalisée sur le CE.
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Figure 53 : Photographie du CE gauche coloré au violet de crésyl, A : souris témoin ; B: souris
Iésées. Le contour de la lésion du CE est délimité par une ligne en pointillés.
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Figure 54 : Représentation schématique de I’étendue des 1ésions du CE. A gauche pour les souris wt,
et a droite pour les souris tg2576. Aire colorée en noir : étendue minimale ; aire colorée en gris :
étendue maximale.
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2.lésions des NCB

Le nombre de neurones immunoréactifs pour la ChAT est déterminé sur des coupes frontales
du SM et du NBM (figure 55). Au niveau du SM (figure 56 A, B), les souris SAP et CE+SAP
ont une diminution des neurones cholinergiques de 72% chez les tg2576, et 79% chez les wt
(par comparaison avec les souris SHAM), il n’y a pas de différence significative entres les
souris SAP et les souris CE+SAP, quel que soit le génotype considéré (figure 56A). 1l y a un
effet significatif des lésions (F37,=110,9, P < 0,001). Par contre, il n’y a pas d’effet
significatif du génotype. On observe également une diminution du nombre de neurones
cholinergiques au niveau du NBM. Il y a une diminution de 57 % chez les souris tg2576 et de
52 % chez les souris wt. Il n’y a pas de différence significative entre les souris SAP et les
souris CE+SAP, quel que soit le génotype. 1l y a un effet significatif des lésions (F374=62,3, P

<0,001), par contre, il n’y a pas d’effet du génotype.
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SAP ou CE+SAP

NBM

Figure 55 : Photographie de I’immunomarquage des neurones ChAT positifs au niveau du SM (A :
SHAM, B : SAP ou CE+SAP), et au niveau du NBM (C : SHAM, D : SAP ou CE+SAP).
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Figure 56. Quantification des neurones ChAT positifs sur des coupes frontales au niveau de SM (A),
et au niveau de NBM (B). (*, significativement différent de SHAM et de CE, P < 0,05)
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3. Mesure de l'activité de ’'AChE par la mesure de la densité
optique

L’activité de I’AChE refléte le degré de I’innervation cholinergique issue des NCB (SM et
NBM) qui projettent vers I’hippocampe et vers les régions corticales. Au niveau de ces aires
de projection, la densité optique mesurée est directement proportionnelle a 1’activité de
I’ AChE, elle-méme proportionnelle au degré d’innervation cholinergique.

Comme illustré dans le tableau 4, la quantification de 1’activité de I’AChE par la mesure de la
densité optique montre une diminution du marquage dans I’hippocampe et la région corticale
chez les souris SAP et des souris CE+SAP des deux génotypes. L’analyse statistique
(ANOVA) des valeurs de la densité optique chez les différents groupes de Iésions montrent
un effet significatif des lésions (effet Lésion: F3=3.66, P=0,01). Cet effet est di a la
diminution significative de la densité optique chez les souris SAP et CE+SAP
comparativement aux deux autres groupes. Cependant, il n’y a pas de différence de valeurs de

la densité optique entre les deux génotypes (Effet génotype : F; 64=4,68, P=0,71).

SHAM CE+SAP CE+SAP

Structure SHAM (tg) (wt) CE (tg) CE (wt) | SAP (tg) | SAP (wt) (tg) wt)
Hippocampe dorsal 6,61 £0,5 5,6 +0,6 6,7+0,4 7,8+0,6 | 1,5+£02% | 1,6 +0,4* 1,6 +£0,3* 1,3+0,3*
Hippocampe ventral 6,0+ 0,5 58 £0,5 | 6,2+0,5 63+04 | 2,8+04 | 3,8+0,7 2,9+0,5 3,9+0,5
Cortex entorhinal 6,7+1,2 7,1+05 | 63+£1,0 | 90£1,2 | 5,1+1,2 | 52+0,8 53+1,5 54+0,6
Cortex retrosplénial 2,70 + 0,44 32+0,5 | 3,9+0,67 | 34+0,5 | 0,5+0,2*% | 1,3+0,4*% 0,9+0,1% 0,9+0,3*
Cortex somatosensoriel 3,84+043 34+044 | 42+0,7 42+04 |0,8+0,2%| 0,7+0,2% 1,5+0,2* 1,1 +£0,1*
Cortex piriforme 4,33+0,7 4,0+£0,8 3,9+0,6 32+0,7 | 2,7+0,6 | 2,7+0,2 55+1,2 40+0,9
Cortex Perirhinal 3,9+0,6 42+0,7 | 63+£0,8 | 65+0,7 | 2,7£0,9 | 2,7+0,9 55+1,0 52+0,7
Cortex visuel 4,0+0,5 37+£0,6 | 3906 | 3906 |1,0£02*| 1,1£03* | 1,5+0,2* 1,4 +£0,2%
Cortex auditif 4,7+0,6 43+0,5 | 53+0,5 | 6,1+04 | 2,6+0,7 | 2,1+0,4 6,1+0,9 58+0,6

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des valeurs de la densité optique du marquage de 1’activité AChE au

niveau de I’hippocampe et du cortex chez les souris wt et les souris tg2576. (*significativement

différent de SHAM du méme génotype).
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SAP ou CE+SAP SHAM ou CE

Hippocampe

|
/.

Cortex rétrosplénial

Figure 57 : Marquage histologique de I’activité de I’ AChE sur des coupes frontales d hippocampe
dorsal (A, B) et sur le cortex rétrosplénial chez des souris lésées (A, C) et des souris témoins (B, D).

4. Comptage des dépots amyloides

4.1. Comptage des dépats diffus

Le BAM-10 est un anticorps anti-Ap dirigé contre la partie N-terminale de ’Ap (AB1-12). Il
est utilisé classiquement pour la quantification des dépdts amyloides. Il marque a la fois les
dépots diffus et les plaques amyloides.

Parce que les dépbts diffus présentent une délimitation assez irréguliére et une grande
variabilité en taille, on a choisi de déterminer la surface occupée par les dépbts par rapport a
la surface totale de la structure étudiée (mesure souvent qualifiée de charge amyloide ou
amyloid burden).

Avant de presenter les résultats de comptage, il est intéressant de noter qu’il y a une petite

quantité de dépots diffus dans les différentes structures cérébrales chez les souris de 12 mois
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(figure 58). Chez certaines souris (lésées surtout), il n’y a aucun dépdt amyloide dans
I’hippocampe, ce qui entraine une grande variabilité interindividuelle dans les mesures. J’ai
réalisé le comptage dans la formation hippocampique (gyrus denté, CA1, CA3 et subiculum)
a cause de ses nombreuses connections avec le CE et les NCB, et dans le cortex rétrosplénial
parce que la 1ésion des NCB induisait une forte diminution de 1’innervation cholinergique a
ce niveau.

Comme illustré dans le tableau 5, la quantification des dép6ts amyloides de type diffus
marqués par le BAM-10 souligne une diminution de la charge amyloide chez les souris lésées
au niveau de I’aire CA1 et du gyrus denté (P < 0,05 par comparaison avec SHAM). Par
contre, il n’y a aucun effet des lésions sur la charge amyloide au niveau de I’aire CA3.
Cependant, les lésions CE et CE+SAP diminuent la charge amyloide au niveau du subiculum,
sans que cette différence n’atteigne la significativité (par comparaison aux SHAM). Par
ailleurs, on note une diminution de la charge au niveau du cortex rétrosplénial chez les
groupes dont les NCB sont 1ésés, mais cet effet n’est pas significatif par comparaison avec les
souris SHAM. Il est intéressant de noter qu’au niveau du septum médian, il n’y a pas de
dépots amyloides, et ce quel que soit le groupe de tg2576. Il faut noter que les valeurs de
charge amyloide sont faibles, ce qui est lié a 1’dge de nos souris tg2576 (12 mois) et cette
faiblesse explique aussi la grande variabilité interindividuelle de la charge amyloide. Nous
espérions une pathologie amyloide un peu plus développée d’apres les données
bibliographiques qui indiquaient un début des dépdts a 8 mois. La figure 57 illustre

I’augmentation massive de la charge amyloide quelques mois plus tard.

En résumé, la lésion du CE induit une baisse de la charge amyloide dans certaines régions de
la formation hippocampique, alors que les Iésions des NCB induisent une baisse dans le

cortex rétrosplénial.
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Structure SHAM ce SAP CE+SAP
CAl 28+13 0,32+0,1 0,34+ 0,07 0,33 £+ 0,07
DG 3,8+1,0 0,65 +0,2* 0,41+0,09* |0,50+0,1*
CA3 0,15 + 0,05 0,34+ 0,1 0,24 + 0,07 0,15 +0,03
Subiculum 4,4+1,3 2,1+1,0 4,0+1,9 29+1,6
Cortex retrosplénial 1,3+0,43 1,4+0,37 0,24 £ 0,09 0,28 + 0,05

Tableau 5. Tableau récapitulatif des valeurs de la charge amyloide (amyloid burden) dans
I’hippocampe, le subiculum, et le cortex rétrosplénial en fonction des différentes lésions chez les
souris tg2576. (*significativement différent de SHAM).

16 mois 12 mois (SHAM)

12 mois (lésée)

Figure 58. Photographies de I’'immunomarquage de la pathologie amyloides dans les champs
amoniques et le gyrus denté (A, B, et C), et dans le cortex retrosplénial (D, E, F), montrant la
différence de quantité de la charge amyloide entre une souris de 16 mois (A, D), une souris SHAM de
12 mois (B, E), et une souris Iésée (SAP) de 12 mois.

4.2. Comptage des plaques amyloides

Les plaques peuvent étre visualisées grace a une coloration spéciale, la thioflavine-S par une

fluorescence verte en lumiere ultra-violette. Les plagues amyloides sont caractérisées par un
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contour régulier et ne présentent pas une large variabilité en taille, j’ai donc choisi de faire un
comptage classique du nombre de plaques. De plus, parce que les plaques ne sont pas
présentes en grande quantité (figure 59), je présente les résultats dans I’hippocampe entier
(CA1 + CA3 + gyrus denté).

Globalement, il n’y a pas d’effet des lésions sur le nombre des plaques séniles (F324=5.6,
P=0,15). Comme illustré¢ dans le tableau 6, il n’y a pas d’effet significatif des 1ésions sur le
nombre de plaques dans le subiculum. Cependant, il y a diminution du nombre de plaques
dans le cortex rétrosplénial chez les souris SAP et CE+SAP, mais statistiquement il ne s’agit
que d’une tendance. Par ailleurs, les 1ésions induisent une diminution remarquable au niveau
de I’hippocampe, mais aucune des diminutions ne ressort significativement en comparaison
avec le groupe SHAM. La figure 59 illustre la différence de marquage des plaques entre nos
souris de 12 mois et des souris de 19 mois. 11 est clair que, a I’age choisi dans cette étude, il y
a trés peu de plaques ce qui a contribué a augmenter la variabilité interindividuelle sur les

comptages et a I’absence d’effet significatif décrit ci-dessus.

En résumé, bien qu’aucun effet ne soit significatif, les deux types de lésion diminuent le
nombre de plaques dans I"hippocampe et la double Iésion semble le diminuer de fagcon un peu

plus marquée.

Strucures SHAM CE SAP CE+SAP
Hippocampe 3.0+08 18+04 14+03 0.9+0.2
Subiculum 26x0.6 21+04 26+05 1.7+05
cortex retrosplénial 16+£0.3 14+0.1 1.0+£0.3 09+0.1

Tableau 6. Tableau récapitulatif des valeurs de comptage des plaques seniles dans
I’hippocampe, le subiculum et le cortex rétrosplénial en fonction des différentes Iésions chez

les souris tg2576.
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12 mois

Figure 59. Photographie du marquage des plaques avec la thioflavine-S sur des coupes frontales
observées sous microscopie a fluorescence pour une souris de 19 mois (A) et pour une souris de 12

mois illustrant la différence du nombre de plaques a 12 mois et a 19 mois.

5. Génotypage de la mutation rd

Le génotypage est réalisé a I’aide de technique de PCR (polymerase chain reaction). Elle

consiste en une migration de 'ADN amplifié sur un gel d’agarose plongé dans un

b" cause chez les

tampon et soumis a un champ électrique. La mutation de 1’all¢le pde
rongeurs une dégénérescence rétinienne (Doolittle et coll., 1996). La paire des amorces
(RD3/RD6) amplifie la forme sauvage non mutée de 1’allele (0.4 kb), alors que la paire des
amorces (RD3/RD4) amplifie la forme mutée de 1’allele (0.55 kb).

La figure 60 montre ce que j’ai obtenu sur une partie des souris aprés génotypage de la

mutation rd. Globalement, sur un ensemble de 93 souris, il n’y a que 12 souris qui soient

homozygotes pour la mutation rd.
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0.4 kb

Figure 60. Photographie du gel montrant les produits de PCR avec les amorces RD3/RD4 (A), et les
amorces RD3/RD6 (B). Le produit de PCR dans les puits 1 (Al, B1) est amplifié par les amorces
RD3/RD6 (B1) et non pas avec RD3/RD4 (A1), donc la souris porte la forme sauvage de I’all¢le. Par
contre, le produit de PCR dans les puits 4 (A4, B4) est amplifié par les amorces RD3/RD4 (A4) et non
pas avec les amorces RD3/RD6 (B4), donc la souris est homozygote pour la forme mutée de I’alléle.
Le produit PCR dans le puits 2 est amplifié¢ par les 2 types d’amorce, donc la souris est hétérozygote

pour la mutation rd
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4. Discussion du Chapitre

Lorsque les souris opérées sont testées a un délai post-lésionnel de 6 semaines, on constate
que la lésion du CE induit un déficit modéré en termes de mémoire de référence. Les souris
tg2576 et wt au CE endommagé parviennent a améliorer leurs performances au cours de la
phase d’acquisition, mais au test de rétention, les souris tg2576 CE ne montrent aucune
préférence pour le trou cible, contrairement au souris wt. De la méme facon, les souris tg2576
et wt ayant subi une lésion des neurones cholinergiques dans la région septale et dans le
NBM présentent un profil de déficit tres semblable a celui observé chez les souris CE. En
effet, les souris tg2576 sont partiellement affectées par cette Iésion cholinergique de la méme
manicre que les souris wt au cours de I’acquisition, mais elles présentent de trés mauvaises
performances de rétention comparativement aux souris wt. En ce qui concerne les souris
tg2576 et wt doublement lésées, le déficit est plus marqué pour les deux génotypes, puisque
celles-ci n’améliorent que trés légérement leurs performances au cours de la phase
d’acquisition et qu’elles ne présentent pas le moindre signe comportemental de rappel de la
position du trou cible lors du test de rétention. De fagon générale, ces résultats confirment,
chez la Souris tg2576 et wt, les observations rapportées dans 1’étude de Traissard et
collaborateurs (2007) en montrant un effet modeste des Iésions du CE ou des NCB réalisées
séparément, contre un effet massif lorsque ces lésions sont combinées sur les performances
de rats testés dans la piscine de Morris (délai de 4 semaines entre les opérations et le test) ou
dans d’autres tests d’apprentissage et de mémoire a caractere spatial. En ce qui concerne
spécifiqguement les souris tg2576, on note cependant une sensibilité plus marquée aux effets
des Iésions du CE et des NCB séparément sur les performances de rétention comparativement

aux témoins wt.
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Aprés un délai postopératoire de quatre mois, on constate de bonnes performances de
réapprentissage chez les souris SHAM, qu’elles soient tg2576 ou wt. Toutefois, les
performances sont un peu moins bonnes chez les souris CE (tg2576 et wt) et SAP (wt)
pendant les premiers jours de réapprentissage et on observe un déficit tres marqué chez les
CE+SAP des deux génotypes et chez les tg2576 SAP au cours de 1’acquisition. Par ailleurs,
I’effet des 1ésions est sensiblement le méme chez les souris wt et les souris tg2576 sur les
performances de rétention, excepté un effet plus marqué de la lésion cholinergique chez les
tg2576. En ce qui concerne spécifiquement les souris tg2576, on releve donc une aggravation
de I’effet de la 1ésion des NCB sur I’acquisition et une disparition de I’effet de la lésion du
CE sur les performances de rétention, tandis que la double lésion provoque toujours des
déficits aussi prononcés que ceux observés au délai postopératoire de 6 semaines. Ces
données suggérent une augmentation de I’impact des Iésions cholinergiques et une
diminution de I’impact des lésions du CE sur les processus mnésiques 4 mois apres

I’opération, juste avant 1’euthanasie des animaux.

L’examen histologique des coupes de cerveau montre que la double Iésion, mais aussi chaque
Iésion isolée diminuent de facon trés marquée la charge amyloide (dép6ts diffus) au niveau
du gyrus denté, et de fagon non significative dans 1’aire CA1 de I’hippocampe. De plus, la
lésion du CE, combinée ou non a la 1ésion SAP, tend a réduire I’ampleur de ces dépdts dans
le subiculum. Quant a la Iésion SAP, combinée ou non a celle du CE, on constate qu’elle
diminue le niveau de dépdts dans le cortex rétrosplénial. Enfin, dans I’hippocampe, le nombre
de plaques est réduit chez les souris Iésées. On peut d’ores et déja conclure a ce stade de la
discussion que 1’aggravation des effets des lésions chez les souris tg2576 par rapport aux
souris wt ne peut pas étre liée a une augmentation des dépdts amyloides diffus consécutive a
I’'une ou I’autre Iésion. C’est pourtant ce a quoi nous pouvions nous attendre d’aprés les

données décrites dans un travail présenté lors d’un congrés (Chauhan et coll., 2006), ou la
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Iésion cholinergique induite par la mu p75-saporine provoquait une aggravation des déficits
mnésiques et de la pathologie amyloide chez une autre lignée de souris APP, la souris
TgCRND8. A vrai dire, on pourrait méme aboutir a la conclusion inverse a partir de nos
données, c’est-a-dire que 1’aggravation des déficits est plutot associée a la diminution de la
charge amyloide notamment au niveau de I’hippocampe. En ce qui concerne les plaques, il
est évident que nos souris n’ont pas présenté assez de dépots Thio-S positifs pour attribuer
I’aggravation de déficits a une quelconque modification du nombre de plaques. Il n’en reste
pas moins que nous observons une baisse du nombre de ces plaques cohérente avec les effets
des différentes lésions sur les dépodts diffus. Il semblerait donc que si I’augmentation des taux
d’Ap liés a I’expression du transgeéne joue un role dans I’aggravation des déficits des souris

tg2576, ce n’est pas a travers les formes en dépdts, qu’ils soient diffus ou en plaques.

Effet de la lésion CE

L’atteinte du CE chez les patients Alzheimer est évidente a un stade trés précoce de la
maladie, puisqu’on reléve une perte neuronale dans la couche II du CE a un stade préclinique
de la maladie (Rodrigue et Raz, 2004 ; Gomez-isla et coll., 1996).

Dans mon étude, on observe un effet lésionnel massif du NMDA sur la couche Il au niveau
du CE latéral et du CE médian. Les deux lignées ont une sensibilité comparable aux Iésions
excitotoxiques du CE, ce qui indique que les quelques dépbts amyloides déja présents chez
les souris tg2576 au niveau du CE a 9 mois n’interagissent pas avec [’efficacité de
I’immunotoxine. Le CE est une source importante d’innervation de I’hippocampe. Une
atteinte du CE se traduit par un déficit de la mémoire spatiale du fait d’une atteinte des
nombreuses projections vers 1’hippocampe (Léonard et coll., 1995 ; Witter et Amaral, 2004 ;
Zola-Morgan et coll., 1994). En plus, une lésion du CE entraine une diminution du nombre de

cellules de lieu détectées dans le cerveau du Rat (Miller et Best, 1980).
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11 est intéressant de noter que dans la littérature scientifique, 1’effet de 1€sions excitotoxiques
du CE dans un test de mémoire spatiale tel que le labyrinthe de Barnes n’a jamais été étudié
chez la Souris. On sait cependant que chez cette espéce, la 1ésion du CE avec de 1’iboténate
induit un ralentissement d’apprentissage dans le labyrinthe radial (Cho et Jaffard, 1994,
1995 ; Cho et coll., 1993) et un modeste déficit dans la piscine de Morris (Hardman et coll.,

1994).

En observant de facon détaillée 1’ensemble des données, on constate que les souris CE
présentent un léger déficit de la mémoire de référence. En fait, au cours de la phase
d’acquisition, elles ont présenté une amélioration significative de leurs performances, au
point qu’au cinquiéme jour leurs scores étaient comparables a ceux des souris SHAM. Dans
le probe, toutefois, si les souris WT ont montré un bon niveau de performances, les tg2576
n’ont montré aucune préférence pour le trou cible, ce qui suggere un effet synergique entre
les taux d’AP et la 1ésion du CE, ou une perturbation de la plasticité synaptique suite a
I’action de I’AB, un phénomene déja décrit chez les tg2576 (Jung et coll., 2011). Ces résultats
confirment ce qui est déja décrit de I’effet modéré de la 1ésion au NMDA du CE sur la
mémoire spatiale chez le Rat (Aggleton et coll., 2000 ; Pouzet et coll., 1999 ; Traissard et
coll., 2007).

Il est intéressant de noter que les souris CE des deux génotypes utilisent préférentiellement
une stratégie sérielle plutdt qu’une stratégie spatiale, ce qui indique un déficit au niveau de la
mémoire spatiale allocentrique. En effet, suite a une lésion hippocampique, les rongeurs
peuvent compenser le dysfonctionnement hippocampique par le développement de stratégies
alternatives dépendant d’autres structures comme, par exemple, le striatum (Pouzet et coll.,
1999 ; Abrahams et coll., 1997 ; McDonald et coll., 1993). De plus, il a été montré que le CE

contribuait au bon fonctionnement de la mémoire allocentrique (Holscher et Schmidt, 1993).
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Dans la deuxiéme séance de test, celle réalisée aprés un délai postlésionnel de 4 mois, les
souris CE ont présenté des performances améliorées comparativement a celles relevées lors
du premier test, et ce dans les deux génotypes. Ces résultats indiquent une récupération a long
terme des capacités d’apprentissage et de mémoire consécutivement a cette 1ésion. Des études
relativement anciennes ont montré le méme effet de récupération chez le Rat dans un test
d’évitement actif en labyrinthe en Y comme en T (Loesche et coll., 1977 ; Ramirez et coll.,
1988). On peut cependant noter que Hardman et ses collaborateurs (1997) ont montré que les
souris ayant subit une lésion électrolytique unilatérale du CE, mais non celles chez qui le CE
a été lesé bilatéralement, presentent une récupération de leurs performances d’apprentissage
dans la tache de la piscine de Morris. Si on raisonne en termes de déficits de mémoire
spatiale, les conclusions de Hardmann et ses collaborateurs ne sont pas corroborées par mes
résultats, qui montrent que 4 mois aprés des lésions bilatérales du CE, une récupération est
possible, que le génotype des souris soit tg2576 ou wt. Une telle différence peut s’expliquer
par des délais postlésionnels différents, mais le plus probablement par la nature des lésions,
puisque les lésions au NMDA laissent les fibres en passage dans la structure endommagée

intactes, ce qui n’est pas le cas des 1ésions électrolytiques.

Au niveau histopathologique, la 1ésion du CE a induit, au niveau de 1’hippocampe, une
diminution des dépbts amyloides de type diffus ainsi que des plaques amyloides. Ces résultats
confirment I’étude de Van Groen et ses collaborateurs (2003), qui ont effectivement
démontré¢ une diminution des dépdts diffus mais pas d’effet sur le nombre de plaques
amyloides apreés une lésion a I’iboténate du CE latéral chez des souris double mutantes
APP/PS1. Cette différence d’effet sur les plaques peut étre due a : (1) un délai post-lésionnel
plus court (1 mois pour Van Groen et ses collaborateurs ; 4 mois dans mon étude), (2) des

différences dans 1’étendue des Iésions du CE (Iésion de CE latéral dans 1’étude de Van Groen
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et ses collaborateurs contre des lésions du CE latéral et médian dans 1’étude rapportée dans ce
chapitre).

Il a été suggéré que la propagation de la pathologie amyloide est due aux projections entre les
différentes structures cérébrales (Saper et coll., 1987 ; Hardey, 1992). Par ailleurs, il a été
montré que I’APP et I’ AP pourraient étre transportées par les neurones (Koo et coll., 1990), et
que chez les souris PDAPP les dépdts amyloides dans 1I’hippocampe sont localisés au niveau
des terminaisons des voies perforantes (Chen et coll., 1998 ; Lazarov et coll., 2002). Toutes
ces données nous conduisent a formuler I’hypothése suivante: si I’AB, ou son précurseur
I’APP, est transportée du CE vers I’hippocampe via les voies perforantes, il est possible que
la lIésion du CE ait réduit les dépdts amyloides en atténuant 1’efficacité de ce transport du fait

de la destruction d’une partie des faisceaux perforants.

Effet de la lésion SAP

Comme je I’ai déja indiqué, I’injection de I’immunotoxine mu P75-saporine a induit une forte
mortalité chez les souris tg2576. Cette mortalité était toujours associée a I’apparition
postchirurgicale de crises d’épilepsie, ce qui pourrait suggérer un rdle du systéme
cholinergique dans 1’épilepsie, par exemple a la suite d’une diminution d’innervation
cholinergique au niveau de structures comme I’hippocampe, le cortex rétrosplénial ou le
cortex somatosensoriel. Par ailleurs, il a été montré que I’ AP induisait une activité épileptique
accompagnée d’un dysfonctionnement du systeme GABAergique chez les souris TgCRNDS
(Jolas et coll., 2002 ; Palop et coll., 2009). 1l est a noter que nous avons observé plusieurs fois
des crises d’épilepsie spontanées chez des souris tg2576 intactes (non traitées, non lésées) a
I’occasion de notre présence dans I’animalerie dédiée a cette lignée au laboratoire. Ces

observations nous amenent a suggérer la possibilité d’un effet synergique de I’AP et de la
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diminution d’innervation cholinergique dans I’induction des crises épileptiques chez les

souris tg2576.

Cette étude avait pour but de provoquer une perte neuronale neurochimiquement sélective au
niveau des NCB, car ce type de perte a déja été décrit chez les patients Alzheimer (Bowen et
coll., 1976 ; Whitehouse et coll., 1982). L’injection I.C.V. de I'immunotoxine mu p75-
saporine a induit une diminution importante des marqueurs cholinergiques au niveau du
SM/BDB et du NBM, mais aussi dans les zones de projection de ces noyaux. On note que les
souris tg2576 traitées avec la mu p75-saporine ont présenté une perte de neurones des NCB
dont ’ampleur était comparable a celle relevée chez les souris wt, ce qui suggeére que les
tg2576 ne sont pas plus sensibles aux effets de I'immunotoxine. Comme la perte des
neurones cholinergiques au niveau des NCB est corrélée avec la gravité de la démence chez
les patients Alzheimer (Wilcock et coll., 1982 ; DeKosky et coll., 1992), il est tentant
d’établir un lien entre les déficits mnésiques relevés chez nos souris SAP et Datteinte
cholinergique provoquée par I’immunotoxine.

En observant de fagon détaillée 1’ensemble des données, les souris SAP des deux génotypes
(tg2576 et wt) présentent une performance similaire dans le premier test de Barnes (6
semaines apres [’opération) : on constate un déficit de retard a ’apprentissage au cours de
I’acquisition, mais surtout on note que si les souris SAP WT on retenu I’emplacement du
trou-cible, les souris transgéniques tg2576 SAP ne se rappellent pas cet emplacement lors du
test de rétention. Ces résultats sont en accord avec les deux seules études ayant été faites a ce
jour & partir de lésions immunotoxiques chez la souris. En effet, a la suite d’une perte d’une
partie des neurones cholinergiques au niveau du SM et du NBM, les souris présentent un
déficit de la mémoire de référence dans la piscine de Morris et dans le labyrinthe de Barnes,
ce qui confirme des données obtenues chez le Rat dans la piscine de Morris (Moreau et coll.,

2008 ; Berger-Sweeny, 2001, Traissard et coll., 2007 ; Dornan et coll., 1997). Toutefois, chez
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des souris wt, le déficit reste assez modeste, une constatation également faite chez le Rat et
qui a conduit Parent et Baxter (2004) a suggerer que la voie septo-hippocampique pourrait
bien ne jouer qu’un role assez mineur dans les fonctions de 1’apprentissage. Par ailleurs, il est
intéressant de noter que dans le test de rétention, qui a lieu deux jours aprés la fin de la phase
d’acquisition, les souris tg2576 SAP ne montrent pas de préférence pour le trou-cible,
contrairement aux souris wt SAP. Nous sommes donc tentés de poser I’hypothése d’un effet
de I’AP soluble sous forme d’oligomeére (forme d’AB qui est augmentée a partir de 6 mois)
comme facteur d’aggravation du déficit de mémoire induit par la 1ésion SAP.

Il a été suggéré que le déficit de la mémoire suite a la lésion des NCB est di a une
perturbation des processus attentionnels (McGaughy et coll., 1996 ; Baxter et coll., 1995 ;
Shen et coll., 1996). De plus, Ikonen et ses collaborateurs (2002) ont mis en évidence qu’une
Iésion sélective des neurones du SM empéche la réorganisation (remapping) au sein de
champs d’activité des cellules du lieu en fonction du changement dans I’environnement.
Cette étude suggere que le systéme septo-hippocampique est impliqué dans la mémoire a
court terme, ainsi que dans la régulation des représentations spatiales. Le systéme septo-
hippocampique semble également jouer un role dans la sélection de la stratégie développée
pour effectuer la tache de navigation. En effet, il a été démontré que la capacité d’utilisation
de la stratégie allocentrique par les rats dépend du bon fonctionnement de ce systéme (Janis
et coll., 1994), ce qui pourrait expliquer I’incapacité des souris SAP et CE+SAP a utiliser de
préférence la stratégie spatiale.

L’analyse des données du second test du labyrinthe de Barnes, test effectué 4 mois apres la
1ésion, montre que les effets de la lésion des NCB n’évoluent pas de la méme fagon entre les
tg2576 et les wt. Au second délai, les souris tg2576 SAP sont déficitaires dans 1’acquisition et
dans le test de rétention, alors que les souris wt SAP présentent de bonnes performances aussi

bien en termes d’acquisition que de rétention. De plus, la courbe d’acquisition des souris
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tg2576 SAP a quasiment la méme allure que celle caractérisant 1’acquisition des souris
tg2576 CE+SAP, notamment en termes d’erreurs de la mémoire de référence, ce qui nous
conduit a poser I’hypothése d’une synergie délétére entre 1’augmentation des taux d’Ap
cérebraux -notamment au niveau de CE- et la lésion des NCB, ce qui pourrait conduire a un
dysfonctionnement conjoint des NCB et du CE, mais aussi vraisemblablement d’autres

structures impliquées dans les processus mnésiques.

Sur le plan histopathologique, les lesions SAP et CE+SAP ont induit une diminution des
dépots amyloides de type diffus dans la région CA1 et dans le gyrus denté de 1’hippocampe,
de méme que dans le cortex rétrosplénial. Ces lésions ont également provoqué une
diminution des plaques amyloides au niveau de I’hippocampe. De tels résultats sont assez
surprenants, comme €¢voqué plus haut, car la seule étude parue au sujet des effets d’une 1ésion
des NCB par la mu p75-saporine chez une souris tgAPP (tgCRND8) évoque une aggravation
de la pathologie amyloide (Chauhan et coll., 2006). De plus, la Iésion des NCB chez le lapin
induit quelques dépo6ts amyloides vasculaires (Ramirez et coll., 2001). Cependant, comme
dans notre étude la diminution des dépots amyloides apparait au niveau de 1I’hippocampe et
du cortex retrosplénial, nous avons proposé 1I’hypothése d’une corrélation négative entre la
quantité des dépots et le niveau d’innervation cholinergique de ces structures. Pour confirmer
cette hypothese, des analyses de comptage complémentaires des dép6ts amyloides dans les
structures corticales ayant également fait I’objet d’une dénervation cholinergique (le cortex
somatosensoriel et le cortex visuel) seront effectuées apres la thése. Et il serait au demeurant
intéressant de procéder a une évaluation de I’ampleur des dépots dans une région ou
I’innervation cholinergique est restée relativement intacte. Au sujet de cette relation entre
dénervation et dépdts amyloides, on peut aussi noter que Liu et ses collaborateurs (2002) ont
montré que la Iésion de la fimbria et du fornix chez la souris APP-PS1, Iésion qui conduit a

une importante dénervation cholinergique, entre autre, n’affecte pas le niveau des dépots
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amyloides dans I’hippocampe, et ce a différents délais post-chirurgicaux. Quant a la lésion du
NBM chez la souris APP23, ont peut évoquer le fait qu’elle induit apparemment une
diminution de I’AP, mais uniquement au niveau du cortex frontal (Boncristiano et coll.,
2002). Enfin, la Iésion du SM effectuée chez le Rat a 1’aide de 1I’immunotoxine 192-1gG
saporine, est suivie d’une diminution de ’ARNm de I’Ap dans I’hippocampe, et ce apres
seulement une semaine de délai post-lésionnel (Ramirez et coll., 2001). L’ensemble de ces
données semblent en contradiction avec des observations effectuees sur des cerveaux de
patients Alzheimer. En effet, 1’étude post-mortem montre une corrélation négative entre
I’activité de la ChAT et la densité des plaques séniles chez les patients Alzheimer (Perry et
coll., 1981 ; Mountjoy et coll., 1984). En d’autres termes, la diminution des marqueurs
cholinergiques est associée a une augmentation de la densité des plaques séniles dans la MA,

alors que mes résultats indiquent une diminution des dépéts diffus suite a la 1ésion des NCB.

En conclusion, 1I’ensemble de mes résultats montre que la dénervation de I’hippocampe
n’induit pas une aggravation de la pathologie amyloide chez la souris tg2576, et remet en

cause I’hypotheése évoquée dans une revue de question par Cassel et ses collaborateurs

(2008).

Effet de la double lésion CE+SAP

La double Iésion induit un déficit 1égérement plus marqué chez les souris tg2576 que chez les
wt pendant la phase d’acquisition du premier test de Barnes. Néanmoins, globalement et quel
que soit le génotype, la double 1ésion perturbe d’une manicere massive les performances des
souris au cours de I’acquisition comme lors du test de rétention dans le test du labyrinthe de
Barnes, et ce au délai post-lésionnel de 6 semaines, comme a celui de 4 mois. Cette

observation est d’autant plus intéressante que chacune des Iésions réalisées s€éparément 1’une
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de I’autre n’entraine qu’un déficit d’amplitude relativement modeste, que ce soit pendant

I’acquisition ou au moment du test de rétention.

Mes resultats de double Iésion semblent donc étre comparables a ceux obtenus dans une étude
réalisée au sein de notre laboratoire chez des souris C57BL/6J, de méme que chez le Rat
(Moreau et coll., 2011; en préparation ; Traissard et coll, 2007). L’ensemble des données du
labyrinthe de Barnes suggére donc que les souris doublement Iésées ont un probleme
d’encodage et de récupération des informations spatiales suite a la destruction partielle des
innervations cholinergiques de I’hippocampe, du manteau cortical et de I’innervation
essentiellement glutamatergique en provenance du CE. En effet, d’une part, il est intéressant
de noter que des connexions septo-enthorinales sont impliquées dans la mémoire de travail et
dans I’apprentissage spatial (Mizumori et coll., 1992 ; Degroot et Parent 2000). D’autre part,
au niveau cortical, on peut notamment proposer une implication dans ce déficit de la
diminution massive de I’innervation cholinergique du cortex rétrosplénial (d’aprés le
marquage de 1’activité AChE) qui, lui aussi, joue un réle dans la mémoire spatiale (Aggleton
et coll., 2000). Par ailleurs, la perturbation des voies de projections entre toutes ces structures
interconnectées pourrait jouer un réle dans le déficit massif de mémoire spatiale que nous

avons observé dans cette étude.

169



Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives

Dans un premier temps, en testant les souris tg2576 et leurs témoins wt dans les différentes
taches cognitives, j’ai montré que les souris tg2576 présentent un déficit de reconnaissance
spatiale des 1’age de 8 mois. J’ai également montré que les souris tg2576 agées de 16 mois
sont perturbées au niveau de leurs performances de mémoire spatiale. Par ailleurs, nous nous
sommes heurtés a un probleme de biais méthodologique en ce qui concerne le test de la
piscine de Morris, puisque les souris présentant un probléme d’apprentissage au vu des
performances, étaient porteuses de la mutation rd, et donc frappées de cécité. Notre objectif
était donc de trouver des tests adéquats pour tester les souris tg2576 et leurs wt sans que cette
mutation ne biaise les performances. J’ai trouvé que seuls deux tests, le test du labyrinthe de
Barnes et le test de reconnaissance spatiale, permettent la mise en évidence d’un réel déficit
de mémoire spatiale chez les souris tg2576, soit un déficit indépendant de cette mutation. Ce
travail confirme les études montrant un déficit des souris tg2576 dans la détection d’un
changement spatial dans une configuration d’objets (Hale et Good, 2005 ; Good et coll.,
2007). Par contre, les performances des souris tg2576 dans le test de labyrinthe de Barnes
relévent d’un sujet controversé (Stewart et coll., 2001). Néanmoins, au cours du phénotypage
comportemental de cette lignée, nous avons développé un protocole qui semble bien adapté
pour montrer un déficit modéré, mais reproductible, des performances d’acquisition et de
reversal, ainsi qu’une perturbation marquée des performances de rétention a long terme dans

cette tdche de mémoire spatiale chez les souris tg2576 agées (16 mois et plus).

L’objectif ultime de cette thése était de combiner I’approche 1ésionnelle, réalisée initialement
par Traissard et ses collaborateurs (2007) sur des rats, et 1’approche transgénique avec la
souris tg2576, une lignée qui développe des dépdts amyloides entre 6 et 9 mois, et chez

laquelle on trouve des plaques amyloides/séniles a partir de 1’age de 10 mois (Kawarabayashi
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et coll., 2001). En effet, cette approche 1ésionnelle avait pour but d’étudier I’impact de 1ésions
limitées aux neurones du CE et aux neurones cholinergiques des NCB, et donc a deux
populations de cellules touchées dans la MA, sur la pathologie amyloide et 1’évolution des

déficits mnésiques dans une tache de navigation spatiale.

Mes travaux ont tout d’abord mis en évidence un effet délétére massif de la double 1ésion sur
la mémoire spatiale des souris tg2576, et il en allait de méme chez leurs témoins wt,
contrairement a ce que j’ai observé chez des souris ayant subi chaque Iésion séparément 1’une
de I'autre. Ce résultat confirme notre hypothése d’effet synergique de la double Iésion de
fagon générale pour modéliser des phases encore plus avancées de la maladie. C’est d’ailleurs
vraisemblablement a cause de ces effets particulierement marqués (effet plafond) que nous
n’avons pas pu mettre en évidence de facon indubitable une sensibilité particuliére des

tg2576 a cette double Iésion.

Par contre, nous avons montré que I’effet des 1ésions simples du CE et des NCB évoluent
avec le temps : celui de la Iésion du CE s’atténue chez les deux génotypes, alors que celui de
la 1ésion des NBC s’aggrave chez les souris tg2576. L’aggravation des déficits chez les souris
tg2576 SAP pourrait étre due soit a un effet synergique avec I’accumulation d’Af (sous
forme soluble), soit a une perturbation de certains processus de plasticité synaptique a long
terme, tel que le bourgeonnement cholinergique au niveau du gyrus denté, un processus déja
décrit chez la souris tg2576 (Chapman et coll., 1999). De méme, la récupération a long terme
des capacités d’apprentissage altérées par la Iésion du CE pourrait étre liée a des phénomenes
de compensation neuronale, notamment au niveau entorhinal ou hippocampique. En effet,
cette lésion induit notamment des phénomenes de bourgeonnement des afférences
commissurales/associatives, notamment celles issues des cellules moussues glutamatergiques

du hile du gyrus denté, chez la Souris (Del Turco et coll., 2003). Il est intéressant de noter ici
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que, quels que soient les mécanismes impliqués dans cette compensation, ceux-ci sont
préserves chez les souris tg2576. Realiser une étude histologique spécifique sur le
développement de phénomenes de bourgeonnement serait donc une des perspectives
intéressantes a l’issue de ce travail afin de déterminer si ces phénomeénes pourraient
constituer les bases neuroanatomiques de 1’aggravation des déficits mnésiques induits par la
Iésion des NCB chez les souris tg2576 et de la récupération fonctionnelle des capacités

d’apprentissage altérées par la 1ésion du CE chez les deux génotypes.

Au niveau histopathologique, les lésions du CE induisent une atténuation des dépots diffus au
niveau de I’hippocampe, ce qui confirme I’¢tude de Van Groen et de ses collaborateurs, qui
ont montré le méme effet de la lésions du CE sur la diminution de la quantité des dépots
diffus dans I’hippocampe. Par ailleurs, de facon surprenante, la lésion des NCB a également
induit une diminution des depdts amyloides dans 1’hippocampe et dans le cortex rétrosplénial,
ce qui nuance les résultats obtenus par Chauhan et ses collaborateurs (2006). En effet, ces
derniers ont montré une aggravation concomitante de la pathologie amyloide et des déficits
mnésiques suite a la 1ésion immunotoxique des NCB, mais c’était chez d’autres souris
transgéniques APP. De facon générale, dans notre travail, les déficits sont plutt associés a
une réduction des dépots amyloides (diffus ou en plaques). Ceci suggére que c’est plutot les
formes solubles d’AP qui seraient impliquées dans 1’aggravation des déficits mnésiques

consécutifs aux lésions.

Il serait donc particuliérement intéressant de doser 1I’AP cérébrale dans différentes structures,
dont I’hippocampe, et de mettre en relation ces dosages avec les performances
comportementales des souris. Notons a cet égard que nous pourrions affiner cette étude en
analysant différentes formes d’Ap, de type 1-42 et 1-40, humaine ou murine, car chacune de
ces formes pourrait étre impliquees de facon différente dans les conséquences histologiques

et comportementales des Iésions.
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De plus, il est clair qu’a I’age de 12 mois, le développement de la pathologie amyloide
(notamment au niveau des plaques amyloides) est encore en phase préliminaire. En effet, nos
données sur la charge amyloide et les comptages de plaques montrent sans équivoque qu’il
serait nécessaire de laisser s’écouler plus de temps entre les opérations et 1’euthanasie (8
mois au lieu de 4 mois par exemple, et donc d’utiliser des souris a4gées de 16 mois au moment
de D’euthanasie) pour confirmer 1’effet « protecteur » des lésions sur ces aspects de la
pathologie amyloide et les mettre en relation avec 1’évolution a plus long terme des
performances mnésiques. Enfin, faute de temps, nous n’avons pas pu rechercher de dépdts de
tau hyperphosphorylée, voire des DNF, qui pourraient non seulement étre induits par la
double 1ésion ou celle des NCB, mais aussi expliquer I’aggravation des déficits de mémoire

spatiale chez les souris tg2576 et/ou wt.
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Résumé

La maladie d’Alzheimer (MA) est hotamment caractérisée par des dégénérescences neurofibrillaires,
mais aussi par la présence de plaques amyloides (formées de peptide AB) cérébrales, ainsi que par une
atrophie précoce du cortex entorhinal (CE) et une perte neuronale progressive des noyaux
cholinergiques de la base (NCB) du cerveau antérieur. Selon notre hypotheése, la dégénérescence
conjointe de ces deux structures joue un rdle-clé dans I’évolution des déficits cognitifs qui
caractérisent la MA, en particulier ceux qui touchent la mémaoire spatiale. Dans ce travail, la lésion de
ces deux structures a été induite chez une souris transgénique (tg2576) qui modélise certains aspects
de la MA, dont les dépdts amyloides débutant a I’4ge de 8 mois et des déficits de mémoire spatiale
modérés et plus tardifs ; toutefois, ces souris ne présentent pas de perte neuronale dans le CE et les
NCB. Notre but était d’étudier les interactions entre ces Iésions typiques de la MA, seules ou
combinées, et la pathologie amyloide des souris tg2576, ainsi que leur impact sur les performances de
mémoire spatiale. Des souris tg2576 et wt de 8 mois ayant subi une lésion excitotoxique du CE et/ou
une lésion immunotoxique des NCB ont été testées dans le labyrinthe de Barnes 1,5 et 4 mois apres
I’intervention chirurgicale. La Iésion combinée du CE et des NCB induit un déficit mnésique bien
plus marqué que chaque lésion séparément, et cela est vrai pour les deux génotypes. De fagon
générale, les souris tg2576 présentent une plus grande sensibilité que les souris wt aux effets des trois
types de lésions sur les performances de mémoire a long terme (72 h). De plus, leur sensibilité aux
effets de la lésion cholinergique est exacerbée, notamment en ce qui concerne les performances
d’apprentissage de la tdche au délai de 4 mois. Au niveau histopathologique, les Iésions du CE et des
NCB ont provoqué une diminution de la charge amyloide respectivement dans 1’hippocampe et dans
les structures montrant une déafférentation cholinergique (hippocampe et cortex rétrosplénial).
L’ensemble de ces résultats suggére que les dépdts amyloides ne sont pas impliqués dans
I’aggravation des déficits mnésiques consécutifs aux lésions et montre une sensibilité exacerbée des
souris tg2576 a la Iésion cholinergique. Cette constatation est cohérente avec un role critique de I’AB
soluble dans la dégénérescence cholinergique dans la MA.

Summary

Alzheimer disease (AD) is characterized by the presence of neurofibrillary tangles, but also cerebral
amyloid plaques (consisting of A peptide), as well as an early atrophy of the entorhinal cortex (EC)
and progressive neuronal loss in basal forebrain cholinergic nuclei (BFCN). Our hypothesis is that the
joint degeneration of these two structures plays a key role in the evolution of cognitive deficits
characterizing AD, especially regarding spatial memory. In the present work, each or both lesions
were induced in a transgenic mouse model of AD (tg2576) showing amyloid deposits from the age of
8 months onwards, and moderate spatial memory deficits later in life, but no neuronal loss in the EC
or the BFN. Our aim was to study the interactions between these lesions typical of AD, alone or
combined, and the amyloid pathology of tg2576 mice, as well as their impact on spatial memory
performances. An excitotoxic lesion of the EC and/or an immunotoxic lesion of the BFCN were/was
performed in 8-month old tg2576 mice and their wt littermates. The mice were tested in a Barnes
maze task 1.5 or 4 months after surgery. The combined lesion induced a greater deficit than each
lesion alone for both genotypes. In general, tg2576 mice showed a higher sensitivity to the effects of
the three lesions on long-term memory (72 h). In addition, their sensitivity to the effects of the
cholinergic lesion was exacerbated, especially on Barnes-maze acquisition performances at the 4-
month delay. At the histopathological level, the lesion of the EC and the BFCN reduced the amyloid
load in the hippocampus and in structures being innervated by cholinergic terminals originating in the
BFCN (hippocampus and retrosplenial cortex). Taken together, our results suggest that amyloid
deposits are not involved in the aggravation of memory deficits consecutive to the lesions. They also
demonstrate an increased sensitivity of tg2576 mice to the cholinergic lesion, which is coherent with a
critical role of the soluble forms of AP in the cholinergic degeneration in AD.
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