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Etat de 1a Question

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative caractérisée par
une détérioration progressive et irréversible des fonctions cognitives, plus spécifiquement de
la mémoire. Méme si 1’étiologie de la MA demeure encore méconnue, I’hypothése amyloide
suggere que le peptide béta-amyloide (A), constituant majeur des plaques séniles, induirait
un dysfonctionnement des réseaux neuronaux et serait de ce fait responsable de 1’altération
des fonctions cognitives.

Le peptide AP dérive de la voie amyloidogénique du clivage de la protéine précurseur
de I’amyloide (APP). Cette voie est initi¢e par le clivage de I’APP par I’enzyme béta-
secrétase (B-secrétase), qui génére un fragment soluble béta de I’APP (sAPPJ) et un fragment
carboxy terminal béta (B-CTF). Le B-CTF est ensuite clivé par le complexe gamma-secrétase
(y-secrétase) pour générer de I’AB et un domaine intracellulaire amyloide (AICD). Finalement
le peptide AP, principalement sous sa forme contenant 42 acides aminés (Ai.42), s’agrege
pour former des oligomeres d’ AP et en dernier lieu des plaques amyloides extracellulaires.

Les altérations mnésiques recensées dans la MA semblent majoritairement résulter
d’une augmentation de la production de la forme soluble du peptide AP, plutét que de ses
formes fibrillaires et des plaques amyloides. De ce fait, sur la base de I’hypotheése amyloide,
de nombreux essais thérapeutiques ont eu pour objectif d’abaisser les niveaux d’Ap,
principalement par 'utilisation d’inhibiteurs du complexe y-secrétase et d’anticorps dirigés
contre le peptide AP. Paradoxalement, la plupart de ces essais cliniques se sont terminés en
phases I (test de toxicité) et III (bénéfice sur coit), les traitements améliorant peu, voire
aggravant, les fonctions cognitives. En outre, ces essais étaient souvent accompagnés de
nombreux effets indésirables. Ces échecs thérapeutiques laissent a penser que I’hypothése
amyloide actuelle serait incompléte, I’AB ne pouvant étre responsable a lui seul de tous les
aspects néfastes de la pathologie.

L’hypothése principale de cette thése est que d’autres fragments dérivés du
clivage amyloidogénique de I’APP, tel que le B-CTF, précurseur de I’Ap, pourraient étre
responsables des troubles mnésiques précoces des patients affectés par la MA.

Dans la premiére partie de ma thése, j’ai eu pour but de caractériser le phénotype
comportemental d’un mode¢le murin transgénique de la MA, la souris TgCNRDS. J’ai cherché
a déterminer 1’dge précis d’apparition des premiers troubles mnésiques chez des souris
TgCRNDS. Pour ce faire, j’ai eu recours a de souris TgCRNDS et a leurs témoins non
transgéniques (WT) issus de mémes portées aux deux ages précoces d’un et de deux mois,
avant I’apparition des premieres plaques amyloides chez ce modele. Dans la MA, certaines
formes de mémoire sont affectées des les premiers stades de la pathologie comme la mémoire
de reconnaissance et la mémoire de navigation spatiale. La mémoire de reconnaissance des
souris TgCRNDS et WT agées d’un et de deux mois a ¢été évaluée a I’aide des tests de



reconnaissance d’objet, de déplacement d’objet et de remplacement d’objet, et leur mémoire
de navigation spatiale avec le test du labyrinthe de Barnes.

Dans la deuxiéme partie de ma thése, j’ai cherché a approfondir mes recherches sur
les souris TgCRNDS et WT agées de deux mois a 1’aide d’autres approches expérimentales.
Chaque forme de mémoire évaluée dans la premiére étude de ma theése repose sur un dialogue
complexe entre diverses structures cérébrales siégeant au sein de la formation hippocampique
du lobe temporal médian qui donnent lieu a des oscillations cérébrales. De ce fait, I’activité
oscillatoire des souris TgCRNDS et WT a ¢été analysée a I’aide d’enregistrements
électrophysiologiques in vivo multi-sites dans [I’hippocampe. J’ai ensuite effectué des
marquages immunohistochimiques d’interneurones spécifiquement impliqués dans la genése
de D’activité oscillatoire hippocampique. Puis, des techniques de Western blot et d’ELISA
m’ont permis de doser les niveaux d’APP, de B-CTF et d’AP dans les hippocampes des souris.
Divers métabolites amyloidogéniques de I’APP pourraient étre responsables de différentes
altérations mnésiques, soulignant de ce fait la complexit¢ de trouver une stratégie
thérapeutique adéquate et fiable contre l’ensemble des perturbations comportementales
associées a la MA. Une approche pharmacologique m’a permis de cibler plus précisément les
roles respectifs des métabolites amyloidogéniques de I’APP, le B-CTF et I’APB, dans
I’émergence d’atteintes mnésiques précoces. Pour ce faire, plusieurs traitements ont été
administrés chroniquement per os aux souris TgCRNDS8 et WT agées de deux mois: un
inhibiteur de la B-secrétase, qui selon la littérature diminue les taux cérébraux de B-CTF et
d’AB et un inhibiteur de la y-secrétase, connu pour augmenter les niveaux de B-CTF et
diminuer ceux d’Ap.

Y

Enfin, en guise de perspective a mes travaux de recherche, j’ai cherché un
mécanisme commun par lequel les divers métabolites amyloidogéniques de 1’APP pourraient
perturber le traitement des informations a mémoriser. Mon choix s’est porté sur les processus
inflammatoires. Dans le but d’étudier I’inflammation chez les souris TgCRNDS8 et WT agées
de deux mois, celles-ci ont été traitées chroniquement per os avec un anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS) inhibiteur de la cyclo-oxygénase de type 2 (COX-2), une enzyme impliquée
dans I’inflammation. Suite au traitement, les performances mnésiques des souris ont été
évaluées dans 1’espoir d’une éventuelle restauration de leurs fonctions cognitives.
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Introduction Générale — 1. Généralités

1. Généralités

1.1.Historique

Alois Alzheimer (14 juin 1864 Marktbreit — T 19 décembre
1915 Breslau) entreprit des études de médecine aux Universités de
Berlin, Tiibingen et Wiirtzburg. En 1887, Alzheimer rédigea sa
thése de doctorat intitulée Uber die Ohrenschmalzdriisen (A

propos des glandes sudoripares) et renfermant ses premicres études

histologiques. En décembre 1888, il débuta une carriere médicale
en tant que résidant dans un hopital de Frankfurt spécialis¢ dans les troubles mentaux et
épileptiques. Alzheimer fut ensuite promu médecin confirmé. Son intérét pour la recherche
médicale était tres vaste et n’incluait pas uniquement les maladies neurodégénératives et
vasculaires. Il portait également un grand intérét pour les psychoses, la psychiatrie médico-
légale, 1’épilepsie et la contraception. Son attrait pour la neuropathologie des démences était
partagé par son collégue Franz Nissl, qui entra a I’hopital de Frankfurt au mois de mars 1889.
Nissl lui fournit de nouvelles techniques histopathologiques de coloration pour 1’étude

approfondie des cellules du systéme nerveux.

Le 25 novembre 1901, une patiente du nom d’Auguste Deter (Figure 1) agée de 51 ans
fut admise au sein de I’hopital de Frankfurt ou elle fut examinée par Alois Alzheimer.
Auguste présentait un ensemble impressionnant de symptomes incluant: de lourdes pertes de
mémoire, une désorientation, une aphasie, un comportement imprévisible, de la paranoia, des
hallucinations (elle avait I’impression que quelqu’un voulait la tuer), une jalousie (envers son

mari) et un handicap psychosocial prononcé (retrait et isolement).
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Figure 1: Photographie d'Auguste Deter (1850 - 8 avril 1906) prise en novembre 1902

En 1903, Alois Alzheimer quitta I’hopital de Frankfurt pour la Clinique Psychiatrique
Royale de Munich qui avait pour directeur Emil Kraepelin. Alzheimer continua a suivre sa

patiente Auguste Deter jusqu’a la mort de celle-ci, le 8 avril 1906 a Frankfurt.

Le dossier médical de la patiente Auguste Deter (Figure 2) renferme 32 pages et trois
versions de son histoire, une rédigée en latin et deux traductions en vieil allemand. Dans ce
dossier figurent des notes manuscrites trés concises d’Alois Alzheimer qui décrivent en
détails les symptomes d’Auguste et leurs évolutions durant son séjour a 1’hopital, du 25
novembre 1901 au 8 avril 1906, jour de sa mort. Entre les notes d’Alzheimer, figurent des
tentatives d’écriture de sa patiente pour retranscrire ses nom et prénom et des photographies
de celle-ci. Enfin, ce dossier médical est cloturé par le rapport de sa mort, incluant le
diagnostic histopathologique, plusieurs témoignages et un formulaire d’inscription pour
I’hospitalisation d’une personne souffrant de maladie mentale avec une page d’étude de cas

du Département Psychiatrique Royal de Munich.
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Figure 2: Couverture du dossier médical de la patiente Auguste Deter
admise le 25 novembre 1901 et décédée le 8 avril 1906

Ce dossier médical renferme un panel de questions posées par Alois Alzheimer a
Auguste Deter et les réponses de sa patiente y sont reportées de maniére systématique.

Alzheimer retranscrit les faits suivants (Maurer et al., 1997):

« Elle s’assoit sur son lit avec un regard inexpressif. Je lui pose alors les questions suivantes:

Quel est votre nom? Auguste. Quel est votre prénom? Auguste. Quel est le prénom de votre
mari? Auguste il me semble. Votre mari? Ha, mon mari,... elle me regarde comme si elle

n’avait pas compris la question. Etes-vous mariée? 4 Auguste.

Que suis-je en train de vous montrer ? (Je lui montre un crayon a papier.) Un stylo. Un

portefeuille, une clé, un agenda et un cigare sont correctement identifiés.
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Cependant, trés peu de temps apres, elle ne se souvient plus quels objets lui ont été présentés

au préalable.

Au déjeuner, elle mange du chou-fleur et du porc. Quand je lui demande ce qu’elle mange elle
me répond Des épinards. Pendant qu’elle mastique sa viande je lui demande ce qu’elle est en

train de faire et elle me répond Des pommes de terre et du raifort.

Son discours spontané est rempli de déraillements paraphrastiques et de répétitions

incontrdlables. Elle parle sans cesse de ses jumeaux.

Depuis combien de temps étes-vous ici? Elle semble essayer de s’en remémorer. Trois
semaines. En quelle année sommes-nous? En 1800. En quel mois sommes-nous? Le 11"
Quel est le nom du 11°™ mois de I’année? L 'avant-dernier, si ce n’est pas le dernier. Lequel?

Je ne sais pas.
Quels sont les noms des patients de cet hopital? Elle répond rapidement et correctement.

De quelle couleur est la neige? Noire. De quelle couleur est le ciel? Bleu. De quelle couleur

sont les prés? Verts.

Combien de doigts avez-vous? 5. Combien d’yeux avez-vous? 2. Combien de jambes avez-

vous? 2. Si vous achetez 6 ceufs, a 7 cents chacun, combien cela fait-il? Différent.

Dans quelle rue habitez-vous? Je peux le dire. Je dois attendre un peu. Que vous ai-je
demandé? Frankfurt. Dans quelle rue habitez-vous? Waldemarstasse, non, non, ... Quand vous
étes-vous mariée? Je ne sais plus a présent. La femme habite au méme étage. De quelle
femme parlez-vous? De la femme chez qui nous habitons. La patiente appelle une certaine

Madame G. puis elle s’en va.
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Je lui montre une clé, un crayon a papier, un livre et elle les nomme correctement. Que vous

ai-je montré? Je ne sais pas. C’est difficile n’est-ce pas? Je suis anxieuse.

Je lui montre trois doigts et je lui demande combien? 3. Etes-vous toujours anxieuse? Oui.

Combien de doigts vous ai-je montré? Frankfurt. »

Alois Alzheimer demande a Auguste Deter de reconnaitre les objets suivants
uniquement par le toucher, avec ses yeux clos: une brosse a dents, une éponge, du pain, un
petit pain, une cuillére, une brosse, un verre, un couteau, une fourchette, une assiette, un
portefeuille, un cigare, une clé. Auguste les identifie correctement et rapidement. Par le
toucher, elle appelle une tasse en laiton, un pichet de lait, mais quand elle ouvre ses yeux, elle

identifie clairement la tasse.

Quand Alzheimer demande a sa patiente d’écrire, elle tient son cahier de telle sorte
qu’on pourrait penser qu’elle présente une déficience dans son champ visuel droit. Quand elle
doit écrire son propre nom « Auguste Deter », les mots doivent lui étre répétés plusieurs fois
car elle les oublie. Elle n’est pas capable de progresser dans D’écriture et se dit «

déboussolée » (Figure 3).

Figure 3: Page d’écriture d’Auguste Deter figurant dans son dossier médical,
on peut notamment y lire le nom « Auguste D. » sur la 4éme ligne
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Pour la lecture, elle passe d’une ligne d’écriture a une autre et répcte la méme ligne
plusieurs fois de suite. Elle prononce correctement les lettres, mais accentue les mots de

maniére inhabituelle et semble ne pas comprendre ce qu’elle lit.

Elle ne présente pas de perturbation dans I’articulation de son discours, mais elle
s’interrompt trés souvent comme si elle ne savait pas si elle venait de dire quelque chose de
correcte ou non. Elle porte un dentier et sa langue a une mobilité normale, mais elle est séche

et de couleur inhabituelle, jaunatre, rougeatre et brunatre.

Durant son auscultation physique, elle coopére et n’est pas stressée. Les réflexes
pupillaire et rotulien sont instantanés. Il n’y a pas d’affectation des nerfs faciaux. Cependant,
la puissance musculaire de son c6té gauche est considérablement réduite comparée au coté

droit. Elle ne présente pas de malformation cardiaque particuliére.

Le 7 novembre 1905, Alois Alzheimer décrit la tendance de sa patiente Auguste Deter
a développer un décubitus, une ulcération du sacrum, une faiblesse corporelle et une forte

fievre dans ses derniers jours.

Auguste Deter décede le 8 avril 1906 suite a 1’évolution inexorable de sa pathologie.
Comme Alzheimer n’avait jamais rencontré de cas semblable auparavant, avec 1’accord de la
famille de la défunte, il entreprit 1’autopsie de son cerveau pour I’é¢tude détaillée des
particularités neuropathologiques de sa maladie. Ce dernier décrit alors les principales causes
de la mort de sa patiente: une septicémie due au décubitus, une hydrocéphalie, une atrophie
cérébrale et 1’artériosclérose des veines cérébrales. Au microscope, par la technique
d’imprégnation argentique permettant de colorer de fines tranches de tissu cérébral, il décrit:
« au centre d’une cellule apparemment normale, se dressent plusieurs fibrilles caractéristiques
par leur épaisseur et leur imprégnabilité importante » et « de nombreux petits foyers similaires

se trouvent dans les couches supérieures du cortex, caractérisés par 1’accumulation d’une
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substance ». Ces dépdts anormaux apparaissent a 1’intérieur et entre les cellules du cerveau, et
sont respectivement appelés, les dégénérescences neurofibrillaires (DNFs) (Figure 4) et les

plaques amyloides ou séniles.

Figure 4: Dessins des dégénérescences neurofibrillaires d’Auguste Deter dessinés par Alois Alzheimer

Le 4 novembre 1906, lors de la 37°™ Conférence des psychiatres allemands a Tiibingen,

en Allemagne, Alois Alzheimer présente ses recherches.

L’année suivante, en 1907, Alzheimer publie son article sous le titre traduit de 1’allemand
Une maladie particuliere du cortex cérébral, dans lequel il décrit le cas précis de sa patiente

Auguste Deter.

En 1911, le médecin publie un second article plus détaillé sur I’interprétation de ses

observations dans lequel il relate les cas d’autres patients atteints de troubles similaires.

En 1912, Emil Kraepelin, dans son Traité de Psychiatrie, donne le nom de « maladie
d’Alzheimer » (MA) a la démence neurodégénérative affectant le sujet « jeune ». Par la suite,
le nom éponyme « Alzheimer » fut également utilisé de maniere globale pour décrire a la fois

les cas de démences présénile et sénile.
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1.2.  Prévalence, incidence et charge financicre

La MA est la cause la plus répandue de démence et engloberait prés de 80 % des cas.
Selon le DSM-V, la démence, également qualifiée de « trouble neurocognitif majeur », est
caractérisée par un déclin cognitif qui compromet 1’indépendance de la personne. Ce déclin
cognitif est significatif par rapport au niveau de performances antérieures dans plusieurs
domaines cognitifs (apprentissage, attention, cognition sociale, fonctions exécutives, langage,
mémoire, motricité). Au vu du vieillissement général de la population, la MA représente un
grave probléme de santé publique en raison de la perte d’autonomie dont les patients
souffrent, de 1’augmentation considérable de nouveaux cas au fil des ans et de la charge

¢conomique qu’elle représente.

La prévalence est une mesure de 1’état de santé d’une population a un instant donné.

Selon les données récoltées par I’ Association France Alzheimer (www.francealzheimer.org) et

I’association LECMA — Vaincre Alzheimer (https://www.maladiealzheimer.fr), 3 millions de

personnes en France et dans les DOM-TOM seraient directement (les malades) ou
indirectement (I’entourage) touchées par la MA. L’objectif de 1’étude épidémiologique sur la
population francaise Personnes Agées QUID (PAQUID) (Ramaroson et al., 2003) (Tableau
/) est d’étudier le vieillissement normal et pathologique aprés 65 ans et de fournir une
estimation de la prévalence de la démence dans la population agée. Pour cette étude, 1 461
sujets agés de 75 ans et plus ont régulierement été évalués sur une période de 10 ans suite a
leur inclusion dans la cohorte PAQUID. La prévalence de la pathologie a été estimée a 17,8%

au-dela de 75 ans.

10
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Tableau 1: Estimation du nombre de déments chez les personnes dgées de 75 ans et plus en France
métropolitaine pour ’année 2003 a partir du suivi des sujets de la cohorte PAQUID

(D’aprés Ramaroson et al., 2003)

Age Hommes Femmes Ensemble
75a79ans 67 374 73175 140 549
80 a 84 ans 41 707 96 392 138 099
85 a 89 ans 65 194 190 417 255 611
90 ans et plus 31 607 203 017 234 624
Total 205 882 563 001 768 883

L’incidence d’une pathologie représente le nombre de nouvelles personnes malades
recensées pendant une période donnée de la vie par rapport a la population globale.
L’incidence de la MA augmente de manicre exponentielle au fil des ans avec 1’allongement
de I’espérance de vie de la population. Son incidence passe de deux personnes atteintes pour

1 000 personnes / année entre 65 et 69 ans, a 70 pour 1 000 personnes / année apres 90 ans.

Le nombre de patients diagnostiqués chaque année par la MA ne cesse d’augmenter
considérablement au fil des ans. En 2012, 850 000 individus affectés par la pathologie ont été
recensés ce qui représente 1’équivalent de I’agglomération de la deuxiéme plus grande ville de
France. La pathologie atteindra 1 275 000 malades d’ici 2020, ce qui représente un francais

sur quatre de plus de 65 ans.

Les chiffres mondiaux sont d’autant plus impressionnants. Ils sont estimés a 24,3
millions pour le nombre d’individus affectés par la MA, avec prés de 4,6 millions de
nouveaux cas recensés chaque année. Le nombre de malades double tous les 20 ans et
atteindra les 42,3 millions en 2020 et approximativement 81,1 millions a I’horizon 2040

(Ferri et al., 2005).

11
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En France, la MA représente 72% des demandes d’Allocation Personnalisée
d’Autonomie. L’importance des chiffres devrait inciter a considérer la MA comme une
priorité actuelle de Santé Publique, dans le but de développer des moyens pour sa prise en
charge. Sur le plan économique, d’apres le World Alzheimer Report: The Global Economic
Impact of Dementia, publié le 21 septembre 2010 par 1’association Alzheimer’s Disease
International, les colits mondiaux annuels de cette pathologie seraient estimés a 464
milliards d’euros. Les pays les plus développés d’Europe de I’Ouest et d’Amérique du Nord
englobent 70% de ces colits. Les colts socié¢taux de la MA varient selon les systemes de
protection sociale de 661 euros par personne et par an dans les pays pauvres, a 25 017 euros

par personne et par an dans les pays riches.

12
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2. Symptomatologie des troubles cognitifs de la maladie d’ Alzheimer

Les troubles cognitifs liés a la MA s’aggravent progressivement et inexorablement au
cours du temps et évoluent en plusieurs stades jusqu’a ce que le patient sombre dans un état

de démence profonde au bout d’une décennie (Figure 5).

Figure 5: Progression des symptomes de la maladie d’Alzheimer

(D’apres Feldman & Woodward, 2005)

A MCI
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B e
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Abréviations: MMSE: Mini Mental State Examination ; MCI: Troubles cognitifs légers,; MA: Maladie
d’Alzheimer ; AVQ: Activités de la Vie Quotidienne ; SPCD: Symptomes Psychologiques et Comportementaux
des Démences

Tout commence par le stade pré-clinique durant lequel aucun signe clinique n’est
observé, mais la formation lente des foyers lésionnels, notamment au niveau de I’hippocampe

et du cortex entorhinal, se met en place progressivement.
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Le second stade, qualifi¢ de prodromal, est caractéris€¢ par des troubles cognitifs
légers (MCI pour Mild Cognitive Impairment en anglais) (Sarazin and Dubois, 2005). Le
concept de « MCI » est proposé pour définir un état de la cognition ou la déficience a une plus
forte probabilité de déboucher sur une MA, sans encore répondre aux critéres de classification
de la pathologie. De plus, il englobe une population hétérogéne qui n’est définie que par le
niveau d’atteinte cognitive, et de ce fait peut représenter des patients affectés par d’autres

troubles altérant la cognition comme la dépression par exemple.

Le dernier stade correspond au stade « démentiel » caractérisé par une aggravation des
troubles mnésiques, auxquels s’ajoutent d’autres troubles cognitifs (aphasie, apraxie et
agnosie), émotionnels et une diminution prononcée de I’autonomie du patient. Ce dernier, en
raison de la perte de ses fonctions cognitives, ne sera alors plus capable de pratiquer des

taches quotidiennes vitales comme s’alimenter, se laver ou encore aller aux toilettes.

Les altérations cognitives des patients affectés par la MA se développent de fagon
hétérogene et peuvent étre évaluées a 1’aide de 1’examen de Folstein sur 1’état mental (MMSE
pour « Mini Mental State Examination » en anglais) (Folstein and Whitehouse, 1983) (Figure
6). Ce test permet une exploration cognitive globale du malade a 1’aide de trente questions. Il
apporte des informations sur I’orientation spatio-temporelle du patient, sur sa mémoire a court
et moyen terme, sur le calcul mental, 1’attention, le langage, la compréhension et les praxies
constructives. Ce test est noté sur 30 points. La détérioration intellectuelle est considérée
comme légere entre 21 et 15 points, modérée entre 5 et 15 points et séveére au-dessous de 5
points. Les résultats d’études réalisées dans le but de rechercher des marqueurs
cognitifs précoces de la pathologie indiquent de maniére convergente que certaines fonctions

cognitives sont atteintes avant d’autres, en particulier la mémoire.
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Figure 6: Exemple de questionnaire utilisé pour [’examen de Folstein sur [’état mental

(Questionnaire tiré du site internet http://tpe-alzheimer-ism.webnode.fr)

Orientation /10
e vais vous poser quelques questions pour apprécier comment fonctionne votre mémoire.

Les unes sont tres simples, les autres un peu moins. Vous devez répondre du micux que vous pouvez.

Quelle est la date compléte d*anjourd hui 7

Si la réponse est incorrecte ou incompléte, posées les questions restées sans réponse, dans I'ordre suivant :
1. En quelle année sommes-nous ?
2. En quelle saison ?
3. En quel mois ?
4. Quel jour du mois ?
5. Quel jour de la semaine ?

Je vais vous poser maintenant quelques questions sur I'endroit ol nous trouvons.
6. Quel est le nom de I"hdpital ol nous sommes 7+
7. Dans quelle ville se trouve-t-il ?
8. Quel est le nom du département dans lequel est située cette ville 7%#
9. Dans quelle province ou région est située ce département ?
10. A quel étage sommes-nous ?
Apprentissage
Je vais vous dire trois mots ; je vous voudrais que vous me les répétiez et que vous essayiez de les retenir
car je vous les redemanderai tout & "heure.

00000 00000

-~
w

11. Cigare Citron Fauteuil ]
12. Fleur Cié Tulipe O
13. Porte Ballon Canard ]

Répéter les 3 mots.

Attention et calcul
Voulez-vous compter i partir de 100 en retirant 7 a chaque fois 7%

-~
wm

14. 93 |
15. 86 O]
16. 79 ]
17. 72 0
18. 65 O

Pour tous les sujets, méme pour ceux qui ont obtenu le maximum de points, demander :
Voulez-vous épeler le mot MONDE i I'envers 7%%

Rappel /3
Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots que je vous ai demandés de répéter et de retenir tout a I"heure ?
11. Cigare Citron Fauteuil ]
12. Fleur Cié Tulipe |
13. Porte Ballon Canard O]
Langage /8
Montrer un crayon. 22. Quel est le nom de cet objet 7%

Montrer votre montre. 23, Quel est le nom de cet objet 74
24. Ecoutez bien et répétez apres moi : « PAS DE MAIS, DE SI, NI DE ET »*##

000
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Poser une feuille de papier sur le bureau, la montrer au sujet en lui disant : « Ecoutez bien el laites ce que je vais
vous dire : 25. Prenez cette feuille de papier avec votre main droite,
26. Pliez-la en deux,
27. Et jetez-la par terre. »**#

0od

Tendre au sujet une feuille de papier sur laquelle est écrit en gros caractere : « FERMEZ LES YEUX » et dire au

sujet : 28. « Faites ce qui est écrit ». ]
Tendre au sujet une feuille de papier et un stylo, en disant :

29. « Voulez-vous m’écrire une phrase, ce que vous voulez, mais une phrase enticre. » O
Praxies constructives /1
Tendre au sujet une feuille de papier et lui demander :

30. « Voulez-vous recopier ce dessin ? » ]

2.1.Troubles mnésiques

Les amnésies se développent des le début de la MA. Ces affections mnésiques, qui au
départ sont minimes, font partie des premiers signes inquiétants de la pathologie qui
conduisent le patient a consulter. L’évolution des atteintes mnésiques est progressive tout au
long de la maladie, jusqu’a ce que I’ensemble des systémes de mémoire décline. La
progression des déficits mnésiques chez les patients touchés par la MA est évoquée plus en

détails dans la partie « Mémoire » de cette introduction.

2.2.  Troubles des fonctions instrumentales: aphasie, apraxie, agnosie

Les troubles mnésiques ne sont pas les seules altérations recensées dans la MA et sont

accompagnés du syndrome aphaso-apraxo-agnosique.

2.2.1. Troubles du langage: aphasie

L’aphasie désigne une atteinte du langage affectant a la fois D’expression et la
compréhension du langage écrit et oral (Kertesz et al., 1986). Ce déficit de langage est recensé

chez pres de 40% des patients des les premiers stades de la MA. Cette perturbation langagicre
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débute par une dysnomie, qui correspond a I’incapacité des malades a trouver les mots
appropriés (Goldstein et al., 1992), et par une anomie, qui représente la perte progressive de
mots (Macoir et al., 2014). Ainsi, les patients produisent des phrases dénuées de sens et avec
des problémes de conjonctions de coordination (Nicholas et al., 1985). Ce trouble langagier
est évalué a 1’aide de taches de fluence verbale a partir de lettres ou de catégories de mots (par
exemple: donner autant de mots possibles qui commencent pour la lettre « V », donner autant
de noms possibles d’animaux). Dans ce genre de tests, les patients affectés par la MA
présentent des performances amoindries en terme de recherche et de récupération de mots
(Wealkley and Schmitter-Edgecombe, 2014). Aux stades avancés de la pathologie, le malade
perd complétement sa capacité de parler, de suivre et comprendre une conversation et des
ordres simples, et s’enferme dans un mutisme complet. Ces atteintes s’accompagnent de
dysorthographie, un déficit de la maitrise de 1’orthographe des mots, et d’agraphie, une

écriture rendue illisible et plus petite (LaBarge et al., 1992, Fukui and Lee, 2008).

2.2.2. Troubles praxiques: apraxie

L’apraxie désigne une incapacité a réaliser des gestes routiniers de par la non-
coordination des mouvements (Green et al., 1995 Lesourd et al., 2013). Les fonctions
sensori-motrices demeurent cependant intactes. Ces troubles praxiques sont rarement présents
dés les premiers stades de la MA, mais le patient deviendra progressivement moins habile, ne
parvenant plus a exécuter des gestes ¢laborés. A un stade avancé de la pathologie, le malade
ne peut plus exécuter les gestes acquis et vitaux, comme boire ou s’alimenter. Différents types
d’apraxie sont recensés: I’apraxie de 1’habillage (incapacité de s’habiller seul), I’apraxie idéo-
motrice (incapacité de mimer 1’utilisation d’un objet ou des gestes de la vie quotidienne,

comme boire a un verre), I’apraxie réflexive (incapacité¢ de reproduire des mouvements
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reflexes, comme retirer sa main d’une plaque chaude) et I’apraxie visuo-constructive

(incapacité de reproduire un dessin a partir d’'un mod¢le).

2.2.3. Troubles gnosiques: agnosie

L’agnosie se manifeste par des altérations de la capacité de reconnaissance. Dans la
majorité des cas de MA, c’est ’agnosie de type visuel qui est principalement atteinte. A titre
d’exemple, chez des individus sains, le cerveau recoit des informations a propos d’un objet et
doit étre capable de I’identifier et de dire a quoi il sert. Or, les malades ne reconnaissent plus
les objets, ni ce a quoi ils servent. Dans la pathologie, les perturbations gnosiques touchent
d’abord la reconnaissance des objets du quotidien, puis des visages (prosopagnosie) (Cheng
and Pai, 2010; Lee and Pai, 2012). Quand la prosopagnosie touche les visages familiers,
I’entourage est alors pergu comme étranger par le patient. Certains patients affectés par la MA
souffrent également d’anosognosie, c’est-a-dire qu’ils n’ont pas conscience de leur condition
(Reed et al., 1993, Lopez et al., 1994, Verhiilsdonk et al., 2013). Ces malades souffrent d’une
MA plus longue dans la durée, de déficits cognitifs plus séveéres et de lourdes perturbations

dans les activités quotidiennes parfois additionnées de manies (Migliorelli et al., 1995).

2.3.  Troubles comportementaux et psychologiques

Les troubles comportementaux et psychologiques s’ajoutent aux troubles mnésiques
et instrumentaux. Ils peuvent apparaitre deés les premiers stades de la MA et entrainer une
modification de la personnalité des patients et de leurs habitudes de vie. Selon I’/nventaire
Neuropsychiatrigue, qui recueille des informations sur la présence de troubles du
comportement chez des individus souffrant de la pathologie, les altérations comportementales

sont évaluées sur 10 points: idées délirantes, hallucinations, agitation/agressivité,
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dépression/dysphorie, anxiété, exaltation de [’humeur/euphorie, apathie/indifférence,
désinhibition, irritabilité/instabilit¢ de I’humeur, comportement moteur aberrant. Une étude
(PHRC-REAL) réalisée sur plus de 500 sujets affectés par la MA a permis de déceler
I’ensemble de ces symptomes chez 84% des malades atteints a un stade 1éger ou modéré, et
chez 92,5% des patients a un stade sévere. Des déficits des fonctions instinctuelles (appétit,
sexualité, sommeil) peuvent également émerger. Les fonctions exécutives, qui regroupent
I’ensemble des fonctions nécessaires a la planification et a la réalisation des tdches complexes
nouvelles et non automatiques, a la résolution de problémes et a la gestion d’imprévus,
deviennent également ingérables pour les malades (Law ef al., 2014). La restriction des
activités est précoce et touche dans un premier temps les activités €laborées, telles que la
gestion des finances, avant de s’étendre aux activités quotidiennes vitales, comme boire,
s’alimenter et faire sa toilette. Lorsque le patient ne souffre pas d’anosognosie, ce dernier a
alors conscience de ses propres perturbations comportementales, ce qui le guide vers un retrait

social et une dépression aggravant sérieusement son état, et vers son institutionnalisation.
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3. Neuropathologie de la maladie d’Alzheimer: amyloidopathie, tauopathie
et atrophie corticale

La MA est caractérisée par trois marqueurs physiopathologiques dans le cerveau: des
dépots extracellulaires du peptide béta-amyloide (AP) qui donnent naissance aux plaques
amyloides, également appelées plaques séniles (Figure 7, chiffre 1), I’accumulation
intracellulaire d’une unité associée a la tubuline (Tau) hyperphosphorylée qui entraine
I’apparition des DNFs (Figure 7 ; chiffre 2) et une atrophie corticale (Querfurth and

LaFerla, 2010).

Figure 7: Représentation histologique des plaques amyloides extraneuronales (1) et
des dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales (2)

(Image extraite du site internet https://livingwelldementia.org)
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3.1. Amyloidopathie

3.1.1. APP

Le peptide AP est le fruit de la protéolyse de la protéine précurseur de 1’amyloide
(APP). Le géne de I’APP est localis¢ sur le chromosome 21 et code pour trois isoformes
différentes de la protéine obtenues par épissage alternatif des exons de 1’acide ribonucléique
messager (ARNm) (Tanaka et al., 1988; Selkoe, 2001a). Dépendamment du nombre d’acides
aminés qui les constituent, on distingue 1’APPgs, I’APP;s; et 1’APP77, contenant
respectivement 695, 751 et 770 acides aminés. Les formes APP7s5; et APP779 possedent un
domaine inhibiteur de sérine-protéase de type Kunitz (KPI pour « Kunitz Protease Inhibitor »
en anglais) (Kitaguchi et al., 1958) de 56 acides aminés et sont exprimés principalement dans
les cellules gliales. La forme APPgos, quant a elle, ne posséde pas ce domaine KPI et est
majoritairement exprimée dans les neurones (7anaka et al., 1985). Ces trois isoformes

renferment une séquence peptidique de 39 a 43 acides aminés correspondant au peptide Ap.

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire. Son domaine N-terminal est localisé
dans la partie extracellulaire ou dans le lumen des vésicules intracellulaires, comme celles du
réticulum endoplasmique, de I’appareil de Golgi et des endosomes intracellulaires. La région
C-terminale de I’APP, quant a elle, se trouve dans le domaine cytoplasmique (Neve ef al.,

2000).

L’APP fait partie de la famille des protéines APP qui inclue également les protéines
dites « APP-like » 1 et 2 (APLP1 et APLP2) (Coulson et al., 2000; Turner et al., 2003;
Shariati and De Strooper, 2013). Cette famille de protéines APP est conservée au cours de
I’évolution et ne s’exprime pas exclusivement chez les mammiféres, mais aussi chez les

invertébrés comme Caenorhabditis sp. (APP-like 1; APL-1) (Alexander et al., 2014) et
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Drosophila sp. (APP-like, APPL) (Cassar and Kretzschmar, 2016). Les procaryotes, les

levures et les plantes ne possédent pas de membre de la famille des protéines APP.

L’APP joue un rdle crucial dans le développement. Tét dans I’embryogenese, I’ APP
est déja impliquée dans la migration neuronale. Durant I’embryogenése, les précurseurs
neuronaux migrent de la zone ventriculaire jusqu’a la plaque corticale. Cette migration est
altérée lorsque les niveaux d’APP sont réduits dans le cortex cérébral (Young-Pearse et al.,
2007). Le role de I’APP dans le développement chez le mammifére persiste apres la
naissance. Les niveaux d’APP sont les plus ¢élevés deux semaines apres la naissance et
coincident avec 1’évolution de la maturation cérébrale et 1’achévement des connexions
synaptiques (Loffler and Huber, 1992), suggérant déja un role de cette protéine dans la

formation et le maintien des synapses.

Lorsque sa forme entiére demeure préservée, I’APP est impliquée dans de nombreux
mécanismes physiologiques. A titre d’exemples, cette protéine joue le role de récepteur de
surface et de molécule d’adhésion cellulaire (Qiu et al.,, 1995). Elle est dotée d’une activité
neuroprotectrice, neurotrophique (Lee et al., 2010) et synaptotrophique (Dodart et al., 2000).
En outre, elle est également impliquée dans la plasticité neuronale, la formation des épines
dendritiques et du cytosquelette et le trafic de vésicules axonales (7Thinakaran and Koo,

2008).

Des souris transgéniques knock-out (KO) pour I’APP présentent des altérations de la
potentialisation a long terme (LTP pour « Long Term Potentiation » en anglais) (Dawson et
al., 1999), des déficits de croissance (Magara et al., 1999) et du transport axonal (Smith et al.,
2007; Goldstein, 2012), une perte de masse cérébrale (Magara et al., 1999) et une réduction
des épines dendritiques (7yan et al., 2012), alors que la surexpression d’APP chez les souris

transgéniques augmente la densité des épines dendritiques (Lee et al., 2010). Les souris KO
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pour I’APP présentent également une importante perte de poids, une force amoindrie dans les
pattes, une réduction de leur activité locomotrice et de la gliose (van der Kant and Goldstein,
2015). Malgré les nombreux effets délétéres cités précédemment, ces souris sont viables et
fertiles grace a I’action de phénomeénes compensatoires assurés par d’autres protéines de la
famille APP (Zheng and Koo, 2006, 2011). En effet, des souris transgéniques KO pour I’APP

et ’APLP1 et/ou I’APLP2 meurent précocement apres la naissance (HHeber et al., 2000).

Comme I’APPgs a une expression neuronale, les clivages protéolytiques de cette

isoforme de I’ APP sont expliqués plus en détails dans les paragraphes qui suivent.

3.1.2. Clivages amyloidogénique et non-amyloidogénique de I’APP

L’APP est sensible aux protéolyses. Dépendamment des enzymes qui la clivent, deux
voies protéolytiques principales se dessinent: d’une part la voie de clivage non-
amyloidogénique et d’autre part la voie de clivage amyloidogénique, générant toutes deux

de multiples fragments protéiques bioactifs.

Clivage non-amyloidogénique de I’APP

Le clivage enzymatique de I’APP par une alpha-secrétase (a-secrétase), entre les
peptides 16 et 17 de la séquence correspondant au peptide AP, initie la voie de protéolyse
non-amyloidogénique de I’APP qui est majoritaire en conditions normales et abolit la

formation du peptide AP (Figure §).

L’a-secrétase est membre de la famille protéique des a-désintégrines (ADAM) dont
ADAM-9, ADAM-10 et ADAM-17 sont les plus représentées. Suite a ce clivage, un large

fragment soluble alpha de ’APP (sAPPa) est libéré, laissant a la membrane cellulaire un
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résidu carboxy-terminal de 83 acides aminés (C83), également appelé¢ fragment carboxy
terminal alpha (a-CTF). En dernier lieu, I’a-CTF est digéré entre les résidus 711 ou 713 de
son domaine transmembranaire par le complexe gamma-secrétase (y-secrétase) constitué
principalement de quatre protéines: la préséniline 1 ou 2 (PS1 ou PS2) qui porte 1’activité
catalytique, APH-1 (pour « Anterior Pharynx-Defective I » en anglais) nécessaire a I’activité
protéolytique, la nicastrine qui intervient dans le trafic intracellulaire et stabilise le complexe,
et PEN-2 (pour « Presenilin Enhancer 2 » en anglais) également nécessaire a la stabilisation
du complexe enzymatique (Vu ef al., 2000; Francis et al., 2002). Ces quatre protéines forment
ensemble le complexe y-secrétase mature (De Strooper, 2003; Selkoe and Wolfe, 2007). Le
dernier clivage par la y-secrétase donne naissance au peptide extracellulaire p3 et a un
domaine intracellulaire amyloide (AICD). La voie non-amyloidogénique de protéolyse de
I’APP est considérée comme non toxique car elle n’aboutit pas a la genése du peptide AP et

que de nombreux autres fragments aux effets neuroprotecteurs voient le jour.

Le sAPPa (Figure 9) est doté de propriétés neuroprotectrices et neurotrophiques
(Furukawa et al., 1996; Mattson, 1997). Ce fragment joue le role de facteur de croissance
(Herzog et al., 2004) qui régule la prolifération cellulaire (Guillot-Sestier et al., 2012), en
particulier celle des cellules souches neuronales (Ohsawa et al., 1999, Caillé et al., 2004). 11
augmente le nombre de branchements dendritiques, la croissance neuritique et la
synaptogenese (Milward et al., 1992; Mattson, 1997; Gakhar-Koppole et al., 2008). 11 facilite
la LTP qui permet 1’augmentation de la transmission synaptique entre deux neurones, un
substrat cellulaire de 1’apprentissage (/shida et al., 1997) et de la consolidation mnésique
(Meziane et al., 1998). Ainsi, il améliore I’apprentissage et la mémorisation chez des modeles
animaux (Meziane et al., 1998). 1l restaure aussi la plupart des atteintes portées par des souris
déficientes en APP (Ring et al., 2007), ce qui laisse a penser que la plupart des fonctions

physiologiques de 1I’APP sont conduites par son domaine extracellulaire. Il protege également
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contre les conséquences néfastes des stress excitotoxique et oxydatif et de la déprivation de
glucose (Taylor et al., 2008). Le sAPPa joue également le rdle de protéine chaperonne pour le
cuivre et le zinc en tant que transporteur neuronal des métaux (Chasseigneaux and Allinquant,
2012). En lien avec la tauopathie, ce fragment soluble inhibe ’activité de la protéine kinase 5
dépendante des cyclines (cdk5) en partie responsable de 1I’hyperphosphorylation anormale de
la protéine Tau (Han et al., 2005). Concernant 1’amyloidopathie, le sSAPPa est un inhibiteur
endogéne direct de la B-secrétase, a I'inverse du fragment sAPPB qui ne posséde pas ces
propriétés. Par ce moyen, le sAPPa régule la surproduction d’Af et restaure ainsi
I’homéostasie neuronale (Peters-Libeu et al., 2015). Chez un modé¢le murin transgénique de la
MA, I’inhibition de I’activité du sAPPa favorise le clivage amyloidogénique de I’APP. Ces
données suggerent que des niveaux inadéquats de sAPPa rendent les souris plus vulnérables a
la pathologie amyloide (Obregon et al., 2012). De maniére intéressante, un article récent met
en avant que le sAPPa, avec toutes les fonctions physiologiques qu’il assure, pourrait
constituer une nouvelle cible thérapeutique pour la MA (Habib et al., 2016). Les roles

physiologiques de I’a-CTF, quant a eux, sont peu connus a ce jour.

Le peptide p3 de 3 kDa aurait des effets neurotoxiques. Ce fragment p3 est un
constituant majeur des dépdts amyloides diffus présents dans le cerveau de patients affectés
par la MA (Gowing et al., 1994). En culture cellulaire, p3 induit I’apoptose, bien que cette
neurotoxicité soit moindre par rapport a celle du peptide AP (Wei et al., 2002). De plus, il
favorise les réponses inflammatoires dans plusieurs types cellulaires par la production de
cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires (Szczepanik et al., 2001). Toutefois, comme
le peptide p3 ne renferme pas la séquence entiere de I’ A et que ses oligomeres sont instables,

il est généralement considéré comme un fragment relativement inoffensif (Dulin et al., 2008).

L’AICD, un fragment contenant 49 a 99 acides aminés, migre en direction du noyau

cellulaire pour y controler la transcription (Konietzko, 2012; Multhaup et al., 2015) et
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I’expression de protéines impliquées dans le controle de la mort neuronale et la dégradation

du peptide AP (Pardossi-Piguard and Checler, 2012).

Figure 8: Les deux principales voies de protéolyse de I’APP695, la voie non-amyloidogénique (a gauche) et
la voie amyloidogénique (a droite)

(D ’apres Querfurth and LaFerla, 2010)
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Clivage amyloidogénique de I’APP

Le clivage de ’APP par I’enzyme numéro 1 de clivage de I’APP (BACE-1), une
aspartyl protéase également appelée béta-secrétase (B-secrétase), initie la voie de protéolyse

amyloidogénique de I’APP, qui aboutit a la genese du peptide AP (Figure §).

Le clivage amyloidogénique de I’APP a principalement lieu dans les organelles
intracellulaires, car la B-secrétase est plus efficace en environnement acide. Cela est favorisé
par I’internalisation de I’APP et son convoyage vers des organelles riches en B-secrétase tels
que les endosomes (Das et al., 2013). Suite a ce premier clivage, un large fragment soluble
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béta de I’APP (sAPPP) est sécrété. Attaché a la membrane subsiste un fragment carboxy-
terminal de 99 acides aminés (C99), également appelé B-CTF. Le B-CTF est aussi un substrat

du complexe y-secrétase qui génere le peptide AP et I’AICD.

Le fragment soluble SAPPP (Figure 9) est libéré suite au clivage de I’APP par la -
secrétase et partage la méme séquence que le fragment sAPPa, excepté pour les 16 derniers
acides aminés de la partie C-terminale (Chasseigneaux and Allinquant, 2012). Les effets
neuroprotecteurs et neurotrophiques du sAPPa sont également assurés par le sAPP.
Cependant, I’action de ce dernier est 100 fois moins puissante que celle du sAPPa concernant
la protection des neurones hippocampiques contre la toxicité induite par AP (Furukawa et
al., 1996; Barger and Harmon, 1997). Cette différence d’efficacité serait possiblement en lien
avec les 16 acides aminés que le SAPPP ne posséde pas en comparaison au sAPPa. En lien
avec cette hypothése, 1’application aigué¢ de sAPPP sur des tranches de cerveau avant une
stimulation haute fréquence résulte en des changements de LTP (Taylor et al., 2008). Ainsi, a
I’inverse du sAPPa, le sAPPP ne serait pas impliqué dans les processus de LTP, ce qui
suggere que les 16 derniers acides aminés du sAPPo sont a la fois impliqués dans la
neuroprotection et les phénomenes de LTP. En effet, la LTP est restaurée suite a I’application
aigu€ de sAPPa, mais pas de sAPP, soulignant le réle crucial du sAPPa dans la plasticité
synaptique (Hick et al., 2015). Toutefois, le SAPPP contient des domaines requis pour
promouvoir la croissance des neurites. En effet, comme pour le sAPPa, le SAPPB diminue
I’adhésion cellulaire et augmente la croissance axonale (Chasseigneaux et al., 2011). Le
sAPPB induit également une différenciation neuronale des cellules souches embryonnaires
humaines, et cela de maniere plus efficace que le SAPPa (Freude et al., 2011). Tout comme le
sAPPa et avec la méme efficacité, le SAPPP stimule également la microglie, cet effet étant
dépendant du domaine N-terminal qu’ils ont en commun (Barger and Harmon, 1997). Lors de

I’apoptose, le SAPPJ peut étre clivé pour générer un dérivé cytotoxique interagissant avec le
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récepteur de mort 6 (DR6) qui active la caspase 6 responsable de la mort cellulaire (Nikolaev
et al., 2009). Enfin, les souris knock-in (KI) pour le sAPPP présentent un fort taux de
mortalité périnatale a 1’inverse des souris KI pour le sAPPa (Li et al., 2010; Weyer et al.,

2011).

Figure 9: Représentation schématique des principaux domaines des sAPPa. et sSAPPf pour I’APP695

(D ’aprés Chasseigneaux and Allinquant, 2012)
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Le domaine facteur de croissance (GFLD 28-123 acides aminés) contient un site de liaison a I’héparine (HSB)
impliqué dans la croissance neuritique (96-110). Une autre séquence (319-335) impliquée dans la croissance
neuritique contient également un HSB (316-346). Deux autres HSB sont présents (131-166), I'un a la capacité
de lier le cuivre (135-155) et ’autre (382-447) est neuroprotecteur. La partie C-terminale du sAPPa. (591-612)
et le GFLD (28-123) contiennent deux domaines neuroprotecteurs. Le domaine de liaison au zinc (181-200) ne
contient pas de HBS. La position du domaine KPI (290-346) est également indiquée.

Le PB-CTF, précurseur direct du peptide AP, partagerait de nombreux -effets
neurotoxiques en commun avec I’ Af et pourrait agir plus précocement dans la MA. Le B-CTF
affecterait I’homéostasie calcique en formant des pores et des canaux ioniques a la membrane
cellulaire qui laissent entrer le calcium dans la cellule. Il exacerberait aussi I’activité

inflammatoire qui s’accompagne d’une activation gliale. Il migrerait également en direction
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du noyau cellulaire pour jouer sur la transcription de génes comme celui de la glycogene
synthase kinase-33 (GSK-3f) qui favorise la production de DNFs. De plus, il serait impliqué
dans I’altération mitochondriale qui se traduit par la libération du cytochrome C et I’activation

de la caspase 3 responsables de I’apoptose (Chang and Suh, 2005a).

Le clivage de I’a-CTF et du B-CTF par le complexe y-secrétase libére dans le cytosol
I’AICD, un fragment impliqué dans la régulation des geénes (Passer et al., 2000; Gao and
Pimplikar, 2001, Cao and Siidhof, 2004, Pardossi-Piquard and Checler, 2012). De multiples
sites de clivage du complexe y-secrétase génerent des fragments AICD de plusieurs tailles
(Gu et al., 2001, Pinnix et al., 2001; Sastre et al., 2001, Yu et al., 2001; Sato et al., 2003;
Zhang et al., 2012; Pinnix et al., 2013). Cependant, toutes les isoformes endogeénes d’AICD
sont rarement détectées a cause de leur dégradation rapide dans le cytosol par I’enzyme de
dégradation de 'insuline (IDE) (Edbauer et al., 2002; Farris et al., 2003), le protéasome
(Nunan et al., 2003) et le pH intracellulaire (Vingtdeux et al., 2007). La liaison rapide des
fragments AICD aux protéines Fe65 permet la stabilisation de leur libération (Kimberly et al.,
2001, Kinoshita et al., 2002), ce qui les empéche d’atteindre le noyau. L’AICD cible de
nombreux geénes dans le noyau pour réguler leur expression (Grimm et al., 2013), comme
celui de la GSK-3B (Kim et al., 2003). De manicre intéressante, I’AICD régule également la
transcription de I’APP, de la B-secrétase (von Rotz et al., 2004), de la néprilysine (Pardossi-
Piquard et al., 2005) et de V'IDE (Farris et al., 2003; Hersh, 2006), les deux dernicres
enzymes étant majoritairement impliquées dans la dégradation de I’AB (/wata et al., 2000,

2001; Hersh and Rodgers, 2008).
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3.1.3. AB

Le peptide AP de 4 kDa jouerait un rdle central dans la pathogenese de la MA. Tout
comme I’AICD, I’AP est généré suite au clivage du B-CTF par le complexe y-secrétase. Ce
peptide est produit in vivo dans le cerveau et en de plus faibles proportions en dehors de cet
organe. De par son accumulation dans les capillaires cérébraux, les artérioles et les veinules,
et sa sécrétion par les cellules neuronales, I’AP voyage également dans le liquide céphalo
rachidien (LCR) et le sang (Seubert et al., 1993). En plus de sa neurotoxicité, ce peptide
posséderait bien d’autres propriétés physiologiques. A titre d’exemple, I’Ap agirait comme un
facteur de transcription, une molécule de signalisation, un régulateur du transport du
cholestérol et un agent antimicrobien. En outre, ce peptide faciliterait la prolifération des
progéniteurs neuronaux et controlerait leur différenciation. Il favoriserait également la survie
neuronale dans le cadre d’une privation de facteurs de croissance et protégerait les neurones

de I’excitotoxicité (Puzzo and Arancio, 2013; Carrillo-Mora et al., 2014).

Cependant, les études qui ont pour but d’¢élucider les effets biologiques de I’A} dans le
cerveau aboutissent souvent sur des résultats contradictoires a propos de ce peptide qui
partagerait a la fois des propriétés neurotoxiques et neurotrophiques, dépendamment de ses
propriétés d’agrégation et de sa concentration. L’étude de I’AB est complexe car ce peptide
adopte de multiples formes: monomeres, diméres, oligomeéres, protofibrilles et fibrilles (WWalsh
and Selkoe, 2007). Sa nature pléiotropique s’explique en partie par les différents types de
peptides existants, ABi.40, APi42, APas3s synthétiques versus dérivés naturels, monomeres
versus oligomeéres ou fibrilles, leurs variations de concentration, les temps d’incubation et les

différents protocoles expérimentaux.

Le rdle physiologique du peptide AP dépendrait de sa concentration. L’activation

neuronale entraine la sécrétion physiologique d’AP a la synapse chez le rongeur et chez
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I’Homme. Ces niveaux physiologiques du peptide au niveau de la synapse diminuent la
transmission excitatrice et préviennent I’hyperactivité neuronale (Kamenetz et al., 2003). Plus
précisément, I’AP en concentration picomolaire module de maniere positive la plasticité
synaptique et la mémoire en potentialisant les processus de LTP (Puzzo et al., 2008). A des
concentrations plus fortes, de I’ordre du nanomolaire, cet effet s’inverse et I’Af inhibe alors la
LTP. De plus, le role physiologique de I’AP picomolaire est bloqué par les antagonistes
cholinergiques et participe aux phénomenes d’apprentissage. En effet, I’inhibition de la
production d’Af induit des déficits d’acquisition et de consolidation mnésique qui sont
contrecarrés par ’instillation d’Ap exogéne en concentration picomolaire (Garcia-Osta and

Alberini, 2009).

La majorité des peptides AP sont clivés par la B-secrétase entre une méthionine (M) et
un acide aspartique (D) pour produire I’AP; ayant un plus faible pourcentage de clivage par
d’autres enzymes comme la néprilysine et I’'IDE qui régulent les niveaux physiologiques d’A
(Bayer and Wirths, 2014). En effet, I’endopeptidase néprilysine est capable de dégrader I’Af
monomérique et oligomérique (Kanemitsu et al., 2003), et une baisse d’activité de cette
enzyme engendre I’accumulation cérébrale d’AP (/wata et al., 2001). L’IDE, quant a elle,
dégrade de petits peptides tels que I’insuline et I’AB monomérique (Qiu et al., 1995). Chez les
modeles murins, la délétion de I'IDE réduit la dégradation du peptide AP de plus de 50%
(Farris et al., 2003). A Pinverse, la surexpression de I’'IDE ou de la néprilysine réduit les
niveaux cérébraux d’AP et prévient ou retarde la formation des plaques amyloides chez un

modele murin transgénique de la MA (Leissring et al., 2003).

Le peptide AP est présent sous deux formes majoritaires dans le cerveau: I’AP;.49 et
1I’AB;.42. En conditions basales non pathologiques, 90% des peptides AP produits sont de type
ABi.40, I’AP1.42 représentant moins de 10%. Alors que la littérature accorde de 1I’'importance
aux peptides APi.40 et APi.a2, les peptides AP sont hétérogénes, certaines espeéces ayant des
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extrémités N- et C-terminales tronquées et d’autres étant plus longues comme I’ ABi.43 (Sinha
et al., 1999). De plus, les modifications post-traductionnelles des peptides AP, comme les
phosphorylations et les nitritations, contribuent significativement en la formation d’agrégats
toxiques qui s’accumulent puis géneérent des plaques amyloides dans le cerveau (Kumar et al.,

2011; Kummer et al., 2011).

Le peptide AP0 est considéré comme moins toxique que I’AP;.42, car il est capable
d’inhiber 1’oligomérisation de I’APi.42 (Murray et al., 2009) et protege les neurones contre les
dommages neuronaux induits par ’AB;4x. L’AP14o favorise la neurogenese de cellules
progénitrices neuronales (Chen and Dong, 2009) et empéche la toxicité induite par les
inhibiteurs de 1’a-secrétase. En culture cellulaire, ce peptide interagit également avec des
composants de la matrice extracellulaire, comme la laminine et la fibronectine, pour
promouvoir la prolifération des neurites (Koo et al, 1993). Cependant, le peptide APi.40
pourrait s’avérer étre a la fois neurotrophique et neurotoxique dépendamment de sa

concentration (Yankner et al., 1990).

Le peptide ABi.4, est considéré comme plus toxique que I’ABi40. L’APi42 est plus
hydrophobe ce qui favorise son agrégation (Burdick et al., 1992; Pike et al., 1995, Selkoe,
2001a) et la formation d’oligoméres et de fibrilles amyloides (Walsh and Selkoe, 2007).
Certaines études suggérent également que I’augmentation des niveaux d A4, serait
favorable a I’oligomérisation et a la genése de fibrilles et plaques amyloides. De plus, le
peptide APi42, & D'inverse de 1I’APi40, est retrouvé dans les plaques amyloides diffuses

(Cummings et al., 1996).
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3.1.4. AP oligomériques

Les formes oligomériques solubles du peptide AP seraient les plus déléteres (Walsh
and Selkoe, 2007, Crews and Masliah, 2010; Lublin and Gandy, 2010). Les effets des
oligomeres solubles d’AP sur le systéeme nerveux peuvent étre appréhendés de différentes
manicres: en utilisant des peptides AP synthétiques (Lacor et al., 2007) ou naturels (Shankar
et al., 2007), des cellules en culture surexprimant I’AB (Maruyama et al., 1994) ou encore des
animaux transgéniques congus pour surexprimer I’APP dans le cerveau (Mucke et al., 2000).
Méme si les premicres études se sont principalement focalisées sur les formes hautement
agrégées de I’APi.4p, des études plus récentes ont mis ’accent sur de petites formes
oligomériques solubles de ce peptide, comme les dimeéres et les triméres, sur la plasticité
synaptique et la mémoire. L’opinion générale met en avant le fait que les oligomeéres solubles
d’Ai.42 induiraient une grande variété d’effets neurotoxiques dont: (1) une réduction de la
densité synaptique, (2) une perturbation de la transmission synaptique, (3) une inhibition de la
LTP hippocampique et (4) une altération des fonctions cognitives. En effet, sur des
préparations de coupes de cerveaux, les formes dimériques et trimériques de 1’AP;4, sont
synaptotoxiques (Walsh et al., 2005; Klyubin et al., 2008). A titre d’exemple, le traitement par
des dimeres d’AP;.42, isolés directement de cerveaux Alzheimer, inhibe la LTP, augmente la
dépression a long terme (LTD pour « Long Term Depression » en anglais) et réduit la densité
des épines dendritiques des neurones hippocampiques de rongeurs (Shankar et al., 2008). De
plus, les oligoméres d’AP;.4> auraient la capacité de rompre la perméabilité¢ de la membrane
plasmique aux ions calciques. Cette perméabilité peut étre altérée de différentes manieres: en
amincissant la membrane, en altérant le fonctionnement des canaux ioniques et en formant
des pores, ce qui entraine ainsi I’entrée du calcium extracellulaire dans le compartiment

intracellulaire (Demuro et al., 2005, 2010). Enfin, il est intéressant de mentionner que la
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sévérité des déficits cognitifs rencontrés dans la MA correle avec le niveau d’oligomeres dans

le cerveau, et non la charge amyloide (Lue et al., 1999).

3.1.5. Plaques amyloides ou plaques séniles

Au fur et a mesure de I’agrégation des peptides AP, des formes amyloides fibrillaires
insolubles s’arrangent sous forme de feuillets B, puis, en dernier lieu, des plaques amyloides
insolubles sont générées. Ces plaques séniles correspondent a des masses sphériques fibreuses

de 30 a 100 micromeétres de diameétre qui s’accumulent a I’extérieur des neurones.

Les plaques amyloides sont composées en leur centre d’un cceur amyloide (Figure
10) qui provient du regroupement, puis de 1’agrégation des peptides AP sous la forme de
faisceaux de filaments d’un diameétre de six a neuf nanométres. En plus de I’AP, ce cceur
amyloide renferme également des cellules astrocytaires et microgliales a I’origine de réactions
inflammatoires. En périphérie, le coeur amyloide est entouré d’une couronne radiaire (Figure
10) formée par des prolongements nerveux, appelés neurites dystrophiques, correspondant
principalement aux terminaisons axonales des neurones alentour. L’aspect des plaques
amyloides peut cependant s’écarter de cette forme focale classiquement décrite. En effet, les
dépdts amyloides sont parfois diffus, mal limités et dépourvus de prolongements nerveux

périphériques.
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Figure 10: Image d’'une plaque amyloide colorée au rouge Congo et montrant le ceeur amyloide central (en
rouge), entouré par la couronne radiaire en périphérie (en rose)

(Image extraite du site internet http://histoblog.viabloga.com)

Coeur amyloide
Couronne radiaire

Figure 11: Représentation schématique de la distribution des plaques amyloides dans le parenchyme cérébral
de patients atteints de la maladie d’Alzheimer

(D aprés Cummings and Cole, 2002)
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Le caractére pathogene des plaques amyloides est controversé. Pour certains auteurs, il
existerait une corrélation entre les formes familiales de la MA (FAD pour « Familial
Alzheimer’s Disease » en anglais), a début précoce et caractérisées par une augmentation de
I’accumulation des peptides AP suite a diverses mutations de I’APP et/ou des PS 1 et 2, et les
dépdts amyloides (Sherrington et al., 1995, Xia et al., 1997). Pour d’autres, les plaques
séniles ne représenteraient qu’un facteur parmi d’autres responsables de la pathologie (7erry
et al,, 1987; Neve et al., 2000). En effet, les plaques amyloides si¢gent également dans le
cerveau sain de personnes agées et cela en I’absence de toute forme d’amyloidopathie et de
signes cliniques (Rowe et al., 2010). Les plaques séniles pourraient méme s’avérer

neuroprotectrices car elles séquestrent les peptides AP solubles (Montarolo et al., 2013).

3.2. Tauopathie

3.2.1. Tau

La stabilisation des microtubules dépend d’une protéine, la protéine Tau (pour
« Tubulin Associated Unit » en anglais), qui provient d’un unique gene localisé sur le bras
long du chromosome 17. L’ARNm de Tau est transporté vers I’axone proximal (Litman et al.,
1994). Dans le systéme nerveux central (SNC) humain adulte, il existe six isoformes de la
protéine Tau (Goedert et al., 1997). Tau est une protéine hydrophobe constituée de 352 a 441
acides aminés et possédant un poids moléculaire variant de 55 a 62 kDa. Cette protéine
contient un domaine N-terminal acide, un domaine médian basique riche en prolines (P), et
les régions répétitives de son coté C-terminal permettent sa liaison aux microtubules et font
d’elle une protéine appartenant a la famille des protéines associées aux microtubules (MAPs).
La taille du domaine N-terminal des MAPs régule 1’espacement entre les microtubules. Pour

Tau, ce domaine est relativement petit et permettrait le rapprochement des microtubules, a
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I’inverse de MAP2 (Matus, 1994). La MAP4, ubiquitaire, peut réguler les vésicules de
transport le long des microtubules (Bulinski et al., 1997), un effet également rapporté a la
protéine Tau (Ebneth et al., 1999). En plus des microtubules, une fraction de Tau s’associe
¢galement avec la membrane plasmique (Brandt et al., 1995). Les souris transgéniques qui
n’expriment pas la protéine Tau ne présentent pas de déficits majeurs, possiblement car

d’autres MAPs peuvent jouer les substituts de Tau (Harada et al., 1994).

L’accumulation de la protéine Tau dans le LCR a lieu en amont de la mort neuronale
(Vigo-Pelfrey et al., 1995). Des niveaux accrus de Tau hyperphosphorylées dans le LCR
correlent avec la réduction des scores des examens cognitifs (Wallin et al, 2006) et
constituent de ce fait un biomarqueur pour le diagnostic précoce d’une MA chez les patients

MCI (Mattsson et al., 2009, Bousiges et al., 2016).

3.2.2. Phosphorylation de la protéine Tau

L’équilibre entre la phosphorylation et la déphosphorylation de la protéine Tau
assure la dynamique du cytosquelette (Maccioni et al., 2011). Le degré de phosphorylation de

Tau est régi par un équilibre finement régulé entre kinases et phosphatases.

Dans des conditions normales (Figure 12), le réle principal de la protéine Tau est de
stabiliser les microtubules par la régulation de I’assemblage des sous-unités de tubuline. De
cette maniere Tau assure: le maintien du transport axonal indispensable au trafic
intracellulaire et a la survie du neurone, I’établissement de la polarité cellulaire (Drewes et al.,
1998), la croissance neuritique (Kosik and McConlogue, 1994) et la croissance axonale dans
la neurogenese adulte (Llorens-Martin et al., 2012), notamment au sein de 1’hippocampe
(Hong et al., 2010). Ainsi, I’état de phosphorylation de la protéine Tau est propice au

fonctionnement optimal du neurone.
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Dans des conditions pathologiques (Figure 12), Tau se trouve anormalement
hyperphosphorylée, par une augmentation de 1’activité des kinases et/ou une réduction de
’activité des phosphatases qui normalement controlent finement I’état de phosphorylation de
cette protéine. Ces hyperphosphorylations pathologiques aboutissent a des modifications
conformationnelles de la protéine Tau, affectant sa liaison avec la tubuline et sa capacité de
promouvoir I’assemblage des microtubules (Maccioni et al., 1995; Maccioni and Cambiazo,

1995, Schweers et al., 1995).

Figure 12: La protéine Tau dans un neurone sain et dans un neurone malade d’Alzheimer

(Image extraite du site internet https://fr.wikipedia.org)
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La protéine Tau peut étre phosphorylée par de nombreuses kinases, sur au moins 85
sites différents, dont au moins 40 sont phosphorylés dans le cadre de la MA et régulent ses
propriétés de liaison aux microtubules (Mandelkow et al., 1995a, 1995b; Trojanowski and

Lee, 1995, Delacourte and Buée, 1997; Michel et al., 1998; Spillantini and Goedert, 1998).
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Les sites de phosphorylation de Tau peuvent étre subdivisés en deux classes
principales: ceux constitués des motifs sérine (S) — proline (P) et ceux constitués des motifs
thréonine (T) — proline (P). Les principales kinases dirigées par les prolines sont: la GSK-3f3,
cdk5 (une kinase activée par p35 et dont le produit de clivage est p25) (Tsai et al., 1994;
Alvarez et al., 1999; Patrick et al., 1999) et la MAP kinase (Mandelkow et al., 1995a, 1995b).
D’autres sites sont la cible des protéines kinases A (PKA), des kinases régulant 1’affinité¢ aux
microtubules (MARK) ou encore de la protéine kinase dépendante de Ca®/calmoduline
(CaMKII). Tau se détache des microtubules lorsqu’elle est phosphorylée sur les sérines S262

ou S214, deux sites majoritairement phosphorylés dans la MA.

La restauration de 1’activité basale de la GSK-3p amoindrit 1’hyperphosphorylation
pathologique de la protéine Tau, la gliose réactionnelle et la mort neuronale, et rétablit les
déficits de mémoire spatiale chez un modéle murin transgénique surexprimant cette kinase
(Engel et al., 2006a, 2006b). De maniére intéressante, en lien avec 1’amyloidopathie, la GSK-
3P favoriserait la production du peptide AP en diminuant ’activité de 1’a-secrétase (Cai et al.,
2012). L’hyperphosphorylation anormale de Tau par cdk5 potentialise la phosphorylation
assurée par la GSK-3B (Sengupta et al., 1997). En condition physiologique, cdk5 est
impliquée dans la neurogenése et la différenciation neuronale (Pigino et al., 1997, Paglini et
al., 1998). En revanche, une activation anormale de cdk5 va de pair avec
I’hyperphosphorylation pathologique de la protéine Tau et la neurodégénérescence des

cellules hippocampiques (A/varez et al., 2001).

3.2.3. PHFs et DNFs

L’hyperphosphorylation pathologique de la protéine Tau la rend plus vulnérable aux

modifications chimiques, ce qui engendre des remaniements conformationnels (Sc/iweers et
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al., 1995). Ces hyperphosphorylations anormales diminuent 1’affinité de Tau pour la tubuline,
déstabilisent les microtubules et favorisent son agrégation sous forme de fibrilles (Kosik et al.,
1986; Maccioni et al., 1995; Maccioni and Cambiazo, 1995; Mandelkow and Mandelkow,
1995, 1998, Maccioni et al., 2001). Ces fibrilles sont des structures anormales constituées de
filaments appariés en hélice (PHFs pour « Paired Helical Filaments » en anglais). Ces
PHFs sont constitués de deux brins d’une largeur de 10 a 20 nm (Crowther, 1991). Chaque
brin est formé de huit protofilaments d’un diametre de trois a cinq nm et peuvent finalement
s’enchevétrer pour former des DNFs. Les DNFs (Figure 13) sont des 1ésions qui siegent a
I’intérieur des neurones. Ces Iésions intraneuronales ne sont pas spécifiques a la MA, car elles
ont également ¢été¢ identifiées dans d’autres pathologies neurodégénératives telles que les
démences fronto-temporales et la maladie de Parkinson (Spillantini and Goedert, 1998). Les
PHFs insolubles seraient inertes et la diminution du transport axonal et du nombre de
neurones indépendants des DNFs (Gomez-Isla et al., 1997; Andorfer et al., 2003). Alors que
les PHFs séquestrent des intermédiaires toxiques de Tau, un processus qui s’avere
neuroprotecteur, les protéines Tau solubles quant a elles sont cytotoxiques (K//istunova et al.,

2006) et impacteraient la cognition (Santacruz et al., 2005; Oddo et al., 2006).

Figure 13: Image d’une dégénérescence neurofibrillaire montrant I’accumulation de fibrilles (en noir)
a lintérieur des neurones

(D’apres Thomas and Fenech, 2007)
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3.2.4. Localisation des DNFs

La tauopathie touche précocement le cortex entorhinal, I’hippocampe, ainsi que les pré- et
para-subiculums (Fukutani et al., 1995). L’atteinte du cortex entorhinal par la tauopathie
serait particuliérement critique pour induire des déficits de plasticité au niveau des voies
perforantes entorhino-hippocampiques (Polydoro et al., 2013). Cette atteinte semble
suffisante pour induire certains déficits cognitifs, la tauopathie touchant essentiellement les
neurones entorhinaux et leurs projections au moment de la déclaration des symptomes (7/al
et al., 2000a, 2000b, 2000c). En effet, cette atteinte entorhinale par la tauopathie entrainerait
des pertes de plus de la moiti¢ des neurones, réduisant sensiblement la densité des entrées
synaptiques dans I’hippocampe, et contribuant ainsi a 1’apparition des premiers déficits

cognitifs (Gomez-Isla et al., 1996).

Figure 14: Représentation schématique de la distribution des dégénérescences neurofibrillaires
dans le parenchyme cérébral de patients atteints de la maladie d’Alzheimer

(D apres Cummings and Cole, 2002)
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Les DNFs sont principalement localisées dans les neurones pyramidaux de la formation
hippocampique et dans les couches II et IV du cortex entorhinal (Hyman et al., 1984,
Kordower et al., 2001). Si ’accumulation des DNFs au sein du cortex entorhinal semble étre
une conséquence naturelle du vieillissement, leur extension vers I"’hippocampe corréele avec la
progression des troubles cognitifs dans la MA (Braak et al., 2006a, 2006b). Les DNFs
cheminent ensuite de I’hippocampe aux couches III et IV du cortex associatif (Cummings and
Cole, 2002) et dans des noyaux du cerveau antérieur de la base tels que les noyaux basal de

Meynert, les noyaux du raphé et le locus coeruleus (Figure 14).

3.3. Amyloidopathie versus tauopathie

Dans la MA, les protéines AP et Tau s’influenceraient mutuellement bien qu’elles
soient originaires de régions cérébrales distinctes (Musiek and Holtzman, 2012). Pour certains
auteurs, 1’accumulation du peptide AP précede et potentialise 1’hyperphosphorylation
anormale de la protéine Tau et son agrégation (Lewis et al., 2001, Oddo et al., 2003a, 2003b).
L’accumulation d’AB conduit a la formation de DNFs, a des désordres synaptiques, a la
neurotoxicité et a la perte de neurones dans les régions cérébrales les plus affectées dans la
pathologie (Klyubin et al., 2008, Shankar and Walsh, 2009). Pour d’autres, la
neurodégénérescence et les déficits cognitifs induits par I’AP requicrent la présence de Tau
(Rapoport et al., 2002; Roberson et al., 2007). Pour ces derniers, la tauopathie serait alors
nécessaire pour induire la toxicité de I’AP chez les patients atteints de la MA (Desikan et al.,

2012).
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3.4. Atrophie corticale et dilatation ventriculaire

L’amyloidopathie et la tauopathie engendrent des pertes neuronales qui se traduisent

par I’apparition d’une atrophie corticale et d’une dilatation ventriculaire (Figure 15).

Figure 15: L’atrophie corticale et la dilatation ventriculaire dans la maladie d’Alzheimer. Photographies des
cerveaux d’un sujet sain (a gauche) et d’un patient atteint de la maladie d’Alzheimer (a droite).
La barre d’échelle correspond a 1 cm

(Photographies extraites de Spires-Jones and Hyman, 2014)

Sujet sain . Patient Alzheimer

L’atrophie corticale augmente avec la progression des stades cliniques de la MA.
L’atrophie du cortex est apparente des les stades précoces de la pathologie, alors que la
dilatation ventriculaire augmente dans les stades plus tardifs (Arai et al., 1953). Chez les
patients affectés par la MA, le volume cérébral total est diminué de 8 & 15% en comparaison a
des sujets sains du méme age (Sheng et al., 2012). La réduction du volume du cortex
entorhinal est considérée comme une mesure fiable et pertinente pour identifier les individus
MCI a haut risque de développer la pathologie. En effet, I’atrophie du cortex entorhinal est
associée a de légeres pertes de mémoire chez les sujets MCI et précéde la réduction du
volume de I’hippocampe observée chez les patients affectés par la MA (deToledo-Morrell et

al., 2004).
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Les pertes neuronales dans la MA sont majoritairement liées a la toxicité du peptide
AP et aux troubles du transport axonal résultant de I’hyperphosphorylation pathologique de la
protéine Tau (Ingelsson et al., 2004). Le processus normal de vieillissement, a lui seul,
provoque des pertes synaptiques (Masliah et al., 2006), mais les synapses sont également
affectées dans la MA (Selkoe, 2002). Avec la progression de la pathologie, le nombre de
synapses perdues est proportionnel a la perte de neurones (Davies et al., 1987, DeKosky and
Scheff, 1990, Terry et al., 1991). Les synapses hippocampiques commencent a décliner chez
les patients MCI chez lesquels les synapses restantes ¢établissent des phénomenes
compensatoires (Scheff et al., 2007). La perte de la densité synaptique avoisine les 55% dans

I’hippocampe de patients affectés par une MA précoce (Scheff et al., 2007).
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4. Etiologie et facteurs de risques de la maladie d’Alzheimer

D’apres I’hypothese de la cascade amyloide formulée par Hardy et Higgins en 1982
(Hardy and Higgins, 1992), 1’accumulation puis 1’agrégation du peptide AP serait
I’événement déclencheur des déreéglements dont souffrent les patients affectés par la MA a
savoir: les plaques amyloides, les DNFs, les pertes neuronales et les déficits cognitifs.
Cependant, I’étiologie de la MA demeure encore largement méconnue a ce jour. L’hypothese
amyloide a subi de nombreuses « révisions » successives au fil du temps et reste difficile a
étudier car la pathologie existe sous une multitude de formes dont deux principales: la forme

familiale et la forme sporadique.

La forme familiale affecte 1% des patients atteints de la MA et est responsable des cas les
plus précoces qui surviennent avant I’age de 65 ans. Cette forme a un caractére héréditaire car
elle émane de mutations génétiques autosomales dominantes présentes sur 1’un des trois génes

principaux: celui de I’APP, de PS1 ou de PS2 (Lambert and Amouyel, 2007).

La forme sporadique, quant a elle, englobe 99% des malades atteints de la pathologie.
L’origine de cette forme reste difficile a déterminer, car elle résulte de 1’interaction d’une
multitude de facteurs de risques a la fois génétiques (1’apolipoprotéine E (ApoE)) et

environnementaux (1’age, le sexe, le niveau d’éducation, la réserve cognitive,...).

4.1. Facteurs génétiques

Certaines FAD, parmi les plus agressives et précoces, découlent de mutations génétiques.
Les loci des geénes impliqués ont été identifiés sur les chromosomes 21, 14 et 1, qui codent
respectivement pour les protéines APP, PS1 et PS2 (Tanzi et al., 1991; Mullan and Crawford,

1993, Schellenberg, 1995) responsables des formes précoces de la MA (Levy-Lahad et al.,
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1995, Rogaev et al., 1995, Sherrington et al., 1995) qui se déclarent avant I’age moyen de 65
ans (Blennow et al., 2006). La part héréditaire représente 92 a 100% du risque de développer
la pathologie (WWingo et al., 2012). Entre 30 et 60% des patients affectés par une FAD ont un
membre de leur famille du premier degré qui est également concerné (van Duijn et al., 1994).
Il existerait plus d’une centaine de mutations autosomales dominantes qui aboutiraient au

déclenchement de la MA.

4.1.1. Mutations du gene codant pour I’APP

Le géne codant pour PAPP est situé sur le chromosome 21 (7Tanzi et al., 1987). Les
patients affectés par le syndrome de Down, et qui possédent trois copies du gene de I’APP de
par leur trisomie 21, développent des dépdts amyloides (/Head et al., 2001). Les malades
atteints de trisomie 21 et ceux atteints de la MA présentent une pathologie comparable qui
s’exprime par la présence de plaques amyloides et de DNFs dans le cerveau (Wisniewski et
al., 1985). La forte homologie entre le peptide AP présent dans les vaisseaux (Glenner and
Wong, 1954) et celui des plaques séniles (Masters et al., 1985) des patients touchés par le
syndrome de Down et la MA, constitue une preuve que ces deux pathologies partagent un
mécanisme génétique commun en lien avec le chromosome 21 (Glenner and Wong, 1984).
Par la suite, les études entreprises sur le génome entier de familles porteuses de la MA ont
confirmé I’atteinte de ce chromosome (Goate et al., 1989; Hardy et al., 1989, George-Hyslop

and Rossor, 2001).

Les mutations FAD qui affectent le gene de I’APP ou les sites de clivage par les secrétases
a, B, et y sont en faveur du clivage protéolytique amyloidogénique de I’APP qui augmente la
production du peptide AP (Selkoe, 1998), I’agrégation de ce dernier et finalement, la

formation de plaques amyloides (Seubert et al., 1993). De plus, la plupart des mutations FAD
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sur le gene de I’APP augmentent le ratio APi.42/APiao (Borchelt et al., 1996). A ce jour, 52

mutations  pathogénes de I’APP ont ¢été recensées (http://www.molgen.vib-

ua.be/ADMutations) (Cruts et al., 2012). Parmi ces mutations, 25 duplications génomiques de

tailles variables (Hooli et al., 2012), une délétion récessive d’un acide aminé (p.E693X)
(Tomiyama et al., 2008) et une mutation faux-sens récessive (p.A673V) avec un effet
dominant négatif en faveur de ’amyloidogenése (Di Fede et al., 2009; Giaccone et al., 2010)
ont été clairement identifiées (Figure 16). Les mutations faux-sens seraient quatre fois plus
fréquentes que les duplications du geéne de I’APP. Les mutations au sein de la séquence qui
code pour ’APB dans le géne de I’APP peuvent étre responsables de cas trés précoces de la
MA survenant dés 1’age de 30 ans (Prasher et al., 1998). Les mutations faux-sens de I’APP
déclenchent une FAD précoce qui survient entre 45 et 60 ans chez les patients (Ryan and
Rossor, 2010; Pilotto et al., 2013), alors que les duplications montrent plus de variabilité dans

I’age d’émergence de la pathologie (Hooli et al., 2012).

Figure 16: Mutations responsables de certains cas familiaux de la maladie d’Alzheimer

(D’apres Cacace et al., 2016)
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La séquence protéique de I’APP, des acides aminés (aa) 647 (aa647) a 730 (aa730) est représentée. La
séquence en vert représente le domaine extracellulaire, celle en orange le domaine transmembranaire et celle en
bleu foncé le domaine intracellulaire de I’APP. Les mutations pathologiques de I’APP parmi les plus connues
sont reportées en violet. Si le site précis d’une mutation donnée est connu ce dernier est alors renseigné. Les
duplications du génome ne sont pas représentées. Deux mutations récessives pathogeénes sont indiquées en rouge
et les mutations a caractére non pathogene en gris. Un cercle entoure le résidu p.A673 car le changement de
l’acide aminé alanine (4) par une thréonine (T) et considéré comme protecteur contre la MA, tout comme le
changement par une valine (V). Un signe égal (=) en gris indique une mutation silencieuse non pathogene au
niveau du résidu p.G708. Le signe delta (X), quant a lui, indique une délétion. Les sites de clivage par les
secrétases a, P, y- et € sont indiqués par des lignes noires en pointillés. Pour rappel, les processus de clivages
protéolytiques de I’APP sont également schématisés, avec les voies non-amyloidogénique a gauche (en vert) et
amyloidogénique a droite (en rouge).

De maniére intéressante, en plus des mutations pathogénes, un variant protecteur rare
(p.A673T) de I’APP aurait été identifié et serait plus particuli¢rement porté par la population
islandaise (Jonsson et al., 2012). Cependant, le haut degré d’hétérogénéité entre les individus

met en avant le fait que d’autres génes que celui de I’APP seraient impliqués dans les FAD

(George-Hyslop and Rossor, 2001).

4.1.2. Mutations des génes codant pour les présénilines 1 et 2

L’étude des mutations du géne codant pour I’APP a débouché sur la découverte de
mutations du géne PSENI, localisé sur le bras long du chromosome 14 (Mullan et al., 1992;
Schellenberg et al., 1992; Van Broeckhoven et al., 1992), et du géne PSEN2, situé sur le
chromosome 1 (Levy-Lahad et al., 1995, Rogaev et al., 1995), qui codent respectivement pour

les protéines transmembranaires PS1 et PS2.

PS1 est hautement conservée au cours de I’évolution, principalement au niveau de ses
domaines transmembranaires. Cette protéine est présente chez Caenorhabditis sp. sous le nom
de sel-12 (Levitan and Greenwald, 1995) ainsi que chez Drosophila sp. sous le nom

préséniline (Boulianne et al., 1997).

PS1 s’exprime dans tous les tissus, mais de maniere préférentielle dans le SNC et le
systéme nerveux périphérique (SNP) (Sherrington et al., 1995). Au sein du neurone, cette
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protéine est compartimentée dans le corps cellulaire et les dendrites (Cook et al., 1996). Elle
est plus précisément localisée a I’intérieur des membranes du réticulum endoplasmique, de
I’appareil de Golgi, des vésicules intracytoplasmiques, au niveau de [’enveloppe

périnucléraire (Walter et al., 1997) et a la surface cellulaire (Ray et al., 1999).

Structurellement parlant, PS1 est constituée de huit domaines transmembranaires
identifiés de I a VIII. Ses domaines N- et C-terminaux et sa boucle (située entre les domaines

transmembranaires VI et VII) sont intracytoplasmiques (Figure 17).

Figure 17: Représentation schématique de la structure des présénilines

(D aprés Cacace et al., 2016)
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Pour les PS, des conformations différentes existent et sont envisagées par le cadre en pointillés. Dans un
premier cas, les PS peuvent étre constituées de 8 domaines transmembranaires en orange notés de I a VIII en
chiffres romains et se terminent par une extrémité C-terminale intracellulaire en bleu. Une autre possibilité de
conformation est la présence d'un 9°"° domaine transmembranaire noté IX en chiffres romains avec une
extrémité C-terminale extracellulaire en rouge. Les points noirs sur les domaines transmembranaires VI et VII
indiquent une activité catalytique. L’APP est insérée entre ces domaines transmembranaires VI et VII. Les sites
de clivage protéolytiques de I’APP par les secrétases o, f et y sont également indiqués a l’aide de fleches.

49



Introduction Générale — 4. Etiologie et facteurs de risques de la maladie d’Alzheimer

La partie hydrophobe de cette boucle intracytoplasmique, située entre la thréonine (T) a la
position 291 et I’alanine (A) a la position 299, est nécessaire au clivage endoprotéolytique de
PS1 (Podlisny et al., 1997; Steiner et al., 1999). La portion hydrophile de la boucle, quant a

elle, n’est pas essentielle a ce clivage (Saura et al., 2000).

PS1 est associée au complexe y-secrétase qui intervient dans le clivage de I’APP. PS1 est
la protéine la plus fréquemment mutée dans les FAD, car a ce jour, 215 mutations de cette

protéine ont été recensées (http://www.molgen.vib-ua.be/ADMutations) (Cruts et al., 2012).

Ces mutations sont de plusieurs sortes (faux-sens, délétions et insertions) et se transmettent de
maniére autosomale dominante a la descendance. Des études réalisées in vitro et in vivo
démontrent que la combinaison des mutations des geénes de ’APP et de PS1 induirait une
surproduction du peptide A et favoriserait son accumulation (Borchelt et al., 1996, Citron et
al., 1997, Selkoe, 2011). Pour les patients porteurs de mutations de PS1, ’age d’émergence de
la MA est estimé entre 30 et 50 ans (Ryan and Rossor, 2010, Pilotto et al., 2013). Pour les cas
les plus précoces, la pathologie peut s’installer dés 1’age de 28 ans (Portet et al., 2003; Golan

et al., 2007).

La séquence en acides aminés de PS2 partage une homologie de 67% avec celle de PS1 et
s’exprime principalement dans les muscles cardiaque et squelettique et le pancréas (Rogaev et
al., 1995). A I’inverse de PS1, les mutations du géne codant pour PS2 sont peu nombreuses et

estimées au nombre de 31 dont 15 seulement sont pathogénes (http://www.molgen.vib-

ua.be/ADMutations) (Cruts et al., 2012). Les patients porteurs de mutations du géne de PS2

seraient plus rares et pour eux, 1’dge d’émergence de la MA serait plus tardif car estimé entre

40 et 70 ans (Ryan and Rossor, 2010, Pilotto et al., 2013).
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4.1.3. Apolipoprotéine E

Chez I’'Homme, le geéne qui code pour ’ApoE est localisé sur le bras long du
chromosome 19 (Mahley, 1985). Ce géne existe sous trois alleles, €2, €3 et 4, desquels
découlent respectivement trois isoformes différentes de cette protéine: 1I’ApoE2, 1’ApoE3 et
I’ApoE4. Ces trois alléles s’expriment en différentes proportions chez ’'Homme: €2 de 5 a
10%, €3 de 65 a 70% et €4 de 15 a 20%. Une copie du gene est transmise a la descendance par
chacun des parents ce qui donne naissance a six génotypes différents: trois phénotypes
homozygotes (£2/e2, €3/€3 et €4/e4) et trois phénotypes hétérozygotes (€2/e3, €2/e4 et €3/e4).
L’allele €2 conférerait un role neuroprotecteur (Corder et al., 1994; Vélez et al., 2016) et
I’allele €3 ne serait pas considéré comme néfaste. L’allele €4, quant a lui, augmenterait le

risque de développement d’une forme sporadique de la MA.

Le lien entre I’alléle €4 et la MA a été confirmé par des recherches sur différentes
populations humaines (Mayeux et al., 1993; Poirier et al., 1993, Ueki et al., 1993; Kuusisto et
al., 1994). Soixante-cing a 80% des patients atteints de la pathologie sont porteurs d’au moins
un alléle 4. L’augmentation du risque de déclencher la MA apres 1’age de 80 ans (Corder et
al., 1993) est deux a trois fois supérieur chez des individus qui possédent uniquement un
allele €4 et 14 fois supérieur chez des personnes homozygotes pour cet alleéle (Roses and
Saunders, 1997, Bertram et al., 2007). L’alléle €4 ne serait pas rare, car 25% des individus
dans le monde en posseéderaient au moins une version. Cependant, toutes les personnes
porteuses de ’allele €4 ne développeraient pas forcément la pathologie, ce pourquoi I’ ApoE4

est considéré comme un facteur de risque et non une cause de la MA.

L’ApoE est une glycoprotéine de 34,2 kDa composée de 299 acides aminés. Son
domaine N-terminal (acides aminés 1 a 191) contient le récepteur des lipoprotéines de faible

densité (acides aminés 136 a 150) (Wilson et al., 1991, 1994, Mahley and Rall, 2000) et son
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domaine C-terminal (acides aminés 225 a 299) contient la région de liaison aux lipides (acides
aminés 240 a 260) (Weisgraber et al., 1994; Mahley and Rall, 2000). Chez I’Homme, la
structure de base des trois isoformes de I’ApoE est modifiée sur deux acides aminés en
positions 112 et 158. L’ApoE2 posséde une cystéine (C) sur ces deux sites, ’apoE4 une
arginine (R) sur les deux sites et I’ApoE3 une cystéine (C) en position 112 et une arginine (R)
en position 158 (Mahley et al., 2009, Mahley and Huang, 2009). La structure tertiaire du
domaine N-terminal est constituée de quatre hélices arrangées de fagon antiparallele
(Weisgraber et al., 1994). La structure tertiaire du domaine C-terminal, quant a elle, possede

des hélices o amphipathiques qui se lient aux lipides.

L’ApoE est produite en grande majorité par les hépatocytes du foie. Le deuxieme
organe producteur d’ApoE est le cerveau et les principales cellules qui le synthétisent sont les
astrocytes (Fagan et al., 1999). Les oligodendrocytes, la microglie et les neurones, lorsque
ceux-ci sont endommagés, et dans de faibles proportions en comparaison aux astrocytes,
peuvent également produire de I’ApoE (Bovyles et al., 1985; Uchihara et al., 1995, Xu et al.,

1999, 2006, Grehan et al., 2001; Naidu et al., 2002).

Le role principal de I’ApoE est d’assurer le transport des lipides dans le sang et la
régulation de I’homéostasie du cholestérol (mobilisation, redistribution et élimination). Son
association avec les lipides génére des particules lipoprotéines de taille et de densité variables
dans le plasma sanguin. Ces lipoprotéines sont de forme sphérique et contiennent un cceur
lipidique composé de cholestérol (Pitas et al., 1957). Son lien étroit avec les lipides font de
I’ApoE un risque majeur pour les maladies cardiovasculaires. L’ApoE est également
impliquée dans un grand nombre de processus biologiques affectés dans la MA comme: la
stabilisation des microtubules, le guidage axonal et la réparation des axones, la migration
cellulaire, le maintien de la structure et de la survie des neurones, la régénération des neurones
1€sés et la plasticité synaptique (Herz and Beffert, 2000) (Figure 18).
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L’ApoE4 constitue un facteur de risque majeur pour les formes sporadiques de la MA
et d’autres pathologies neurodégénératives (Mahley et al., 2009; Mahley and Huang, 2009;
Huang and Mucke, 2012; Mahley and Huang, 2012a, 2012b). A cause de sa structure
particuliere, I’ApoE4 affecte la pathologie amyloide, car elle fixe plus facilement le peptide
AP favorisant son agrégation (Wisniewski et al., 1994). De plus, I’ApoE4 est déficiente dans
I’¢limination de AP (LaDu et al., 1994, Castellano et al., 2011) contrairement a I’ApoE3 qui
capture et dégrade ce peptide par endocytose dans le cerveau (Bu, 2009, Kim et al., 2009;
Holtzman et al., 2012). Pour certains auteurs, I’ApoE4 n’interagirait pas directement avec
I’AB, mais entrerait plutdt en compétition avec des mécanismes de dégradation de ce peptide

(Verghese et al., 2013).

Figure 18: Dommages neuronaux induits par [’expression de |’apolipoprotéine E4

(D’aprés Mahley, 2016a)
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Lorsque les neurones subissent un stress ou sont endommagés, ceux-ci synthétisent de I’ApoE. La fonction
principale de I’ApoE est de redistribuer les lipides nécessaires aux remodelages et aux réparations du neurone.
Dans ce modeéle, I’ApoE4 subit des clivages protéolytiques, générant plusieurs fragments neurotoxiques (12-
29kDa). Ces fragments s’échappent de la voie sécrétrice, constituée du réticulum endoplasmique et de ['appareil
de Golgi, pour entrer dans le cytosol et provoquer des dysfonctionnements mitochondriaux et
I"hyperphosphorylation pathologique de la protéine Tau. Au final, ces phénomenes résultent inexorablement en
la mort du neurone.
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4.2. Facteurs de risques environnementaux

Dans la plupart des cas, la MA n’est pas uniquement le fruit de mutations génétiques, mais
a une origine sporadique résultant de I’interaction entre facteurs génétiques et
environnementaux qui s’influenceraient mutuellement. On définit par facteur de risque
tout ¢lément qui participe a I’augmentation du risque d’étre atteint d’une pathologie. Dans la

MA, un large panel de facteurs de risques sont recensés (Figure 19).

Figure 19: Facteurs de risques et facteurs protecteurs dans la maladie d’Alzheimer

(D apres Kivipelto et al., 2013)
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4.2.1. Age

Le principal facteur de risque de la MA serait 1’age de 1’individu. En effet, le nombre de
patients affectés par la pathologie augmente sensiblement avec 1’age (Berg et al, 1998,
Launer et al., 1999; Kukull et al., 2002; Ferri et al., 2005, Castellani et al., 2010) (Figure
20). L’accroissement de 1’espérance de vie moyenne de la population entrainerait une
augmentation générale du nombre de malades atteints de la MA. Excepté dans les cas de
FAD, il serait plus rare de développer la pathologie avant ’age moyen de 65 ans. Ce n’est

qu’apres I’age de 65 ans que le risque d’induire une MA s’accentuerait progressivement et
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sensiblement avec 1’age et doublerait tous les cinq ans entre 60 et 90 ans (4% entre 75 et 80
ans, 20% entre 80 et 90 ans et prés de 40% au-dela de 90 ans). De plus, il est intéressant de
soulever le fait que si des parents ont un age avancé a la naissance de leur enfant, cela
augmente le risque de déclencher la pathologie, probablement a cause d’anomalies
chromosomiques qui sont plus fréquentes avec 1’age (Corkin et al., 1983, Urakami et al.,

1989, Bertram et al., 1998).

Figure 20: Estimation du nombre de personnes en France atteintes de la maladie d’Alzheimer

(Selon I’étude PAQUID de 2003 et une estimation de I’INSEE de 2003 pour les années 2020 et 2040)
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4.2.2. Genre et impact des hormones féminines

Il régnerait une inégalité femme-homme dans la MA, car les femmes ont plus de risques
d’étre affectées que les hommes (Lautenschlager et al., 1996, Rountree et al., 2012). L’étude
francaise PAQUID a mis en évidence que dans une population d’individus agés de 75 ans,
13,2% des hommes souffrent de la pathologie, alors que ce pourcentage s’¢éléve a 20,5% pour

les femmes. Méme si la sévérité de la MA semble étre similaire chez les femmes et les
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hommes, les femmes affectées par la pathologie présenteraient de plus fortes difficultés dans

la réalisation de taches de mémoire (Henderson et al., 1994).

Le principal facteur de risque de la MA étant 1’age, cette dichotomie du genre pourrait
d’une part s’expliquer par le fait que les femmes présenteraient une espérance de vie plus
longue que les hommes. Cependant, cette observation est a moduler selon I’4ge car
I’incidence de la pathologie ne serait plus élevée chez les femmes qu’apres 1’age de 80 ans
(Letenneur et al., 1999). D’autre part, il est important de mentionner le fait que dans certaines
contrées les femmes ont un acces plus restreint a 1’éducation ou a 1’exercice d’un métier, ce
qui n’est pas propice a la constitution d’une réserve cognitive, un facteur environnemental

protecteur.

Cette dichotomie du genre face a la MA pourrait également s’expliquer d’un point de vue
hormonal. En effet, chez la femme agée, la ménopause est accompagnée d’une baisse du
niveau d’cestrogénes. La restauration des taux d’oestrogénes par des thérapies hormonales
entrainerait une diminution du risque de déclencher la pathologie (Paganini-Hill and
Henderson, 1996; Henderson, 1997, Kawas et al., 1997). En revanche, chez les hommes
agés, la diminution des niveaux de testostérone se ferait de maniére progressive et les
neurones auraient la capacité de convertir la testostérone en cestradiol, ce qui limiterait la
probabilité¢ d’émergence de troubles cognitifs. Cependant, de nombreuses données de la
littérature se contredisent concernant les thérapies hormonales substitutives aux oestrogenes,
la plupart d’entre elles n’améliorant pas le déclin cognitif des femmes ménopausées affectées

par la MA .

Les cestrogenes, de par leurs multiples modes d’action, influenceraient les altérations
phénotypiques de la MA. A titre d’exemple, ces hormones activent les neurones matures et

participent aux processus de morphogenese synaptique et fonctionnelle (Matsumoto, 1991).
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L’hippocampe, une structure cérébrale séveérement affectée dans la MA, possede des
récepteurs nucléaires aux oestrogeénes (Shughrue, 1998) qui exercent une action modulatrice
sur la neurotransmission cholinergique (Kritzer and Kohama, 1999). Par I’'intermédiaire de
ces récepteurs, 1’cestradiol module le traitement de I’APP de maniére a empécher les dépdts
amyloides (Jaffe et al., 1994). Ainsi, les effets des oestrogenes sur I’APP semblent avoir des
propriétés neuroprotectrices. Ces effets sont induits par la protéine kinase C (PKC), une
enzyme régulée par les oestrogénes et qui module I’activité¢ de I’a-secrétase (Maizels et al.,
1992). Les oestrogénes préviennent également la neurodégénérescence consécutive a
I’apoptose dans les cellules hippocampiques et le systéeme de neurotransmission cholinergique
via la régulation de I’inhibiteur apoptotique Bel-XL (Pike, 1999). De plus, les oestrogeénes
possédent des propriétés antioxydantes, car ces hormones diminuent la genese de radicaux
libres au niveau des mitochondries afin de prévenir I’agrégation des peptides AP et d’autres
agents oxydatifs (Behl et al., 1997). Enfin, chez la femme, les oestrogénes stimulent 1’action
de D’adénylate cyclase suivie par la transcription de genes médiés par 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) dans les cellules de 1’utérus et de la poitrine (Aronica et al.,
1994). Les oestrogenes agissent ¢galement avec la guanylate cyclase, I’oxyde nitrique (NO) et
la tyrosine kinase (Chen et al., 1995), des hormones qui modulent les kinases stimulées par

les lipides dans le corpus luteum, a I’intérieur de I’ovaire.

4.2.3. Niveau d’éducation et stimulation cognitive

Les individus dotés d’un faible niveau d’éducation seraient plus sujets au
développement d’une MA que les personnes ayant obtenu de hauts diplomes (Katzman, 1993;
Butler et al., 1996). Cependant, ce lien entre le niveau d’éducation et le risque de développer
la pathologie est difficile a établir dans la mesure ou il dépend aussi du statut socio-
¢conomique (Karp et al., 2004). Les activités intellectuelles et sociales sont des facteurs
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protecteurs cognitivement stimulants qui permettent la mise en place d’une réserve cérébrale
compensant le déclin cognitif. L’atteinte des fonctions cognitives progresse souvent suite a la
cessation d’une activité professionnelle apres I’age de 60 ans (Fratiglioni et al., 2004). De ce
fait, préserver une bonne hygiéne de vie et continuer la pratique d’activités cognitivement

stimulantes a la retraite seraient propices au maintien des fonctions cognitives.

4.2.4. Interactions sociales

L’isolement social vient également s’ajouter a la liste des facteurs de risques de la MA.
Selon I’étude PAQUID, des individus n’ayant jamais vécu en couple auraient une activité
sociale et des stimulations cognitives quotidiennes plus faibles qui les rendraient plus

vulnérables face a la pathologie (érude PAQUID 2003) (Figure 21).

Figure 21: Corrélation entre I’dge du développement de la maladie d’Alzheimer en fonction du statut marital

(D apres I’étude PAQUID 1988-1996)
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Un réseau social entretenu réduirait ainsi le risque de dommages cognitifs (Bennett et al.,
20006) et serait associé a de meilleures fonctions cognitives chez la personne agée (Krueger et

al., 2009). En outre, une récente étude a montré que les interactions sociales qualifiées de
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« négatives » (comportement irritable, pessimisme, refus) seraient associées a I’augmentation

du risque de déclin cognitif (Wilson et al., 2015).

4.2.5. Traumatismes craniens

La répétition de traumatismes crianiens qui entrainent une perte de conscience ou une
hospitalisation au cours de la vie d’un individu serait associée a 1’augmentation du risque de
développer la MA et accélérerait le développement de troubles cognitifs (7/0m et al., 2011,
Gilbert et al., 2014). Ainsi, certains sportifs de haut niveau, qui s’adonnent avec passion aux
sports de combat au corps a corps et encaissent de forts coups sur la téte, subissent de
multiples traumatismes craniens au cours de leur carriére sportive qui favoriseraient la mise
en place des symptdmes de la pathologie (Jordan, 1997). Les traumatismes craniens
entraineraient une augmentation des radicaux libres et du stress oxydatif facilitant les pertes
neuronale et synaptique observées chez les patients affectés par la MA. Ils initieraient et
potentialiseraient également la cascade amyloide. En effet, chez I’Homme et chez les modeles
murins transgéniques de la MA (Tajiri et al., 2013), le traumatisme cranien accéleérerait le

développement et la propagation des dépots d’AP dans 1’hippocampe.

4.2.6. Risques cardiovasculaires

L’hypercholestérolémie constituerait un autre facteur de risque de la MA (Xue-Shan
et al, 2016). En effet, des niveaux élevés de cholestérol seraient dosés chez des patients
affectés par la pathologie. Concernant les roles néfastes de I’ApoE4 dans la MA, il ne fait
aucun doute que les risques cardiovasculaires soient associés a la pathologie (Mahley, 2016a,
2016b). De maniere intéressante, les traitements qui ont pour but d’amoindrir I’hypertension

artérielle diminueraient 1’incidence de la pathologie amyloide (Forette et al., 1998).
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5. Stratégies thérapeutiques

« La vie est une longue thérapie ou nous soignons notre vie passée continuellement. »
(Daniel Desbiens)

L’hypotheése amyloide (Hardy and Higgins, 1992), qui met en avant le role initial du
peptide AP dans le déclenchement d’une cascade d’événements pathogéniques dans la MA, a
bati un axe trés prisé de recherche thérapeutique. Cependant I’inefficacité des thérapies
actuelles qui prennent pour cible ’AB seéme le doute sur le réle unique de ce peptide dans la
pathologie. Le peptide AP pourrait agir en parall¢le avec d’autres facteurs pour induire la MA,
facteurs qui doivent eux-aussi étre pris en compte dans le but d’élaborer de nouvelles
stratégies thérapeutiques qu’on espére efficaces. A I’heure actuelle, il n’existe toujours aucun
traitement curatif pour la pathologie. Dans certains cas, il est observé un léger ralentissement
dans 1’évolution de la MA, avec une diminution de certains troubles cognitifs, lorsque la
thérapie est engagée dans les premiers stades de la pathologie, mais ces effets ne sont que
temporaires. Les tentatives préventives et thérapeutiques actuelles reposent a la fois sur des

stratégies médicamenteuses et non-médicamenteuses.

5.1. Stratégies médicamenteuses

5.1.1. Systémes de neurotransmission

Des corrélations ont pu étre établies entre des foyers 1€sionnels particuliers et certaines
altérations rencontrées dans la MA (Francis et al., 1999). Différents neurotransmetteurs ou
neuromodulateurs qu’expriment ces régions cérébrales atteintes pourraient donc étre
impliqués, directement ou indirectement, dans 1’expression des symptomes cognitifs ou non

cognitifs de la pathologie (Francis et al.,, 1993; Palmer, 1996, Palmer and Francis, 1996;
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Storga et al., 1996). Leur modulation pharmacologique est envisagée comme stratégie
thérapeutique pour la MA. Les médicaments actuellement disponibles sur le marché sont des
traitements symptomatiques qui empéchent la dégradation d’un neurotransmetteur (par
exemple 1’acétylcholine) ou qui bloquent ’effet d’un neurotransmetteur (par exemple le

glutamate).

Systeme de neurotransmission cholinergique

D’apres ’hypothése cholinergique de Bartus et collaborateurs datant de 1982 (Bartus
et al., 1952): (1) des dysfonctionnements spécifiques des marqueurs cholinergiques devraient
étre trouvés dans le cerveau de patients souffrant de pertes de mémoire liées a I’age, (2)
I’interruption artificielle de la neurotransmission cholinergique chez des sujets jeunes devrait
induire des déficits cognitifs qui miment la perte cognitive trouvée naturellement chez les
sujets agés, et (3) une augmentation appropriée de 1’activité cholinergique centrale chez des
sujets agés devrait réduire de maniére significative les altérations cognitives liées a I’age. En
lien avec cette hypothése cholinergique, des niveaux synaptiques réduits d’acétylcholine sont
mesurés dans le cerveau de patients affectés par la MA (Francis et al., 1999). De plus, cette
altération de la neurotransmission cholinergique est en lien avec les déficits d’apprentissage et

de mémoire des malades (Zhou et al., 2016).

Afin de limiter les dommages de la neurotransmission cholinergique, des inhibiteurs
de T’acétylcholine estérase (AChE), une enzyme responsable de la dégradation de
I’acétylcholine, sont utilisés (Anand and Singh, 2013). Le premier anticholinestérasique ayant
été¢ développé en clinique est la tacrine en 1994. Cependant, de par son efficacité modeste (20
a 40% des patients), sa posologie répétitive (quatre prises quotidiennes) et la toxicité

hépatique (50% des patients) qu’il engendre, en plus d’autres effets secondaires importants
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(nausées, diarrhées et crampes abdominales), ce médicament a été retiré du marché. Les
inhibiteurs d’AChE utilisés actuellement sont: le donepezil (Aricept®), la galanthamine
(Reminyl®) et la rivastigmine (Exelon®) (Chabrier, 2009; Birks and Grimley Evans, 2015).
Cependant, ces anticholinestérasiques ralentissent modérément la progression de la MA et
leur efficacité est trés variable d’un individu a ’autre. De plus, ces inhibiteurs d’AChE ne
sont pas recommandés pour le traitement des patients dans les stades les plus avancés de la
pathologie, mais sont plutot prescrits dans les stades précoces, voire modérés, de la MA.
Méme si ces anticholinestérasiques n’induisent pas de toxicité hépatique, ils sont tout de
méme responsables de nombreux effets indésirables, car une stimulation cholinergique non
souhaitée agit sur des organes vitaux tels que le cceur (hypotension, syncope, bradycardie)
et Dintestin (nausées, diarrhées, vomissements, perte de poids). En lien avec
I’amyloidopathie, les inhibiteurs d’AChE interagiraient également avec les peptides AB pour
favoriser leur agrégation sous forme de fibrilles amyloides (De Ferrari et al., 2001, Bartolini

etal., 2003, Rees and Brimijoin, 2003).

Systeme de neurotransmission glutamatergique

En plus de l’altération du systéme de neurotransmission cholinergique, la MA serait
¢galement caractérisée par ’atteinte du systéme de neurotransmission glutamatergique.
L’hypotheése d’une implication d’autres systémes de neurotransmission que le systéme
cholinergique est sous-tendue par le fait que les lésions dégénératives ne se limitent pas
uniquement aux circuits neuronaux cholinergiques (Geula et al., 1994). Au cours de la
pathologie, le déficit de neurotransmission cholinergique a un effet délétere sur la
neurotransmission glutamatergique, ce qui pourrait contribuer a I’émergence de symptomes

cognitifs (Parsons et al., 1998).
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Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC. Il jouerait un rdle
crucial dans la cognition par le biais de I’activation de récepteurs du glutamate comme le
récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Le récepteur NMDA est un canal cationique qui
permettrait notamment 1’entrée de calcium dans le neurone, régulant ainsi la plasticité
synaptique, la cognition et la mémoire. De ce fait, I’altération de la neurotransmission
glutamatergique médiée par le récepteur NMDA pourrait perturber la neuroplasticité et

induire des déficits cognitifs.

Le glutamate est présent en exces dans le cerveau de patients affectés par la MA
(Danysz, 2002). 11 serait ainsi responsable de phénomeénes d’excitotoxicité conduisant a la
neurodégénérescence (Walton and Dodd, 2007) par I’entrée excessive de calcium dans la
cellule via le récepteur NMDA. L’interaction directe entre les récepteurs NMDA et I’APP
souligne I’importance du systéme de neurotransmission glutamatergique dans la pathologie

amyloide (/nnocent et al., 2012).

L’implication du glutamate dans les phénomenes d’apprentissage et de mémorisation
pourrait expliquer que son dysfonctionnement soit responsable, au moins en partie, des
désordres cognitifs recensés dans la MA, justifiant 1’utilisation thérapeutique d’agents
modulant la neurotransmission glutamatergique (Parsons et al., 1998). L’action du glutamate
en exces peut étre bloquée par des antagonistes des récepteurs NMDA comme la mémantine
(Ebixa®) (Farlow et al., 2008). La mémantine se fixe sur les répéteurs NMDA pour bloquer
I’entrée de calcium dans le neurone. Ce traitement modulerait ainsi le récepteur NMDA de
maniére a prévenir la neurodégénérescence induite par la neurotoxicité glutamatergique. La
mémantine a un effet symptomatique aux stades modérés et séveres de la pathologie
(Cummings, 2007). Cependant, ce traitement est responsable de nombreux effets indésirables

(céphalées, confusions, fatigue, hallucinations et vertiges) qui contraignent son utilisation.
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5.1.2. Ciblage des différentes étapes de la cascade amyloide

A vpartir de I’hypotheése amyloide (Hardy and Higgins, 1992), plusieurs pistes
thérapeutiques actuelles pour le traitement de la MA ont pour but de cibler le peptide Ap.
Ainsi, diverses approches thérapeutiques sont envisagées afin d’intervenir a différents niveaux
de la cascade amyloide comme, I’inhibition des secrétases, la modulation du clivage de
I’APP, la modulation de la production du peptide AP et de son agrégation ou encore la

vaccination anti-AB (Golde, 2003, Barage and Sonawane, 2015).

Inhibition des secrétases [ ety

L’inhibition des secrétases P et y empécherait la biosynthése du peptide AP et

pourrait de ce fait stopper la cascade d’événements pathogenes responsables de la MA.

Plusieurs inhibiteurs du complexe y-secrétase et des PS sont décrits (Golde and
Younkin, 2001). De maniére intéressante, le traitement d’un mod¢le murin transgénique de la
MA surexprimant I’AB (la souris Tg2576) avec le Semagacestat, un inhibiteur de la v-
secrétase développé par Eli Lilly et Elan, améliore les déficits mnésiques de ces souris (Mitani
etal., 2012). En outre, ces inhibiteurs réduisent les niveaux d’Af de maniere dose-dépendante
dans le plasma et le LCR a la fois chez les modeles animaux et chez I’ Homme (Dovey et al.,
2001; Siemers et al., 2006). Cependant, les doses les mieux tolérées pour le traitement
chronique des patients ont des effets minimes sur les niveaux d’AP dans le LCR et ne peuvent
maintenir continuellement de faibles niveaux de ce peptide. En effet, I’inhibition éphémeére de
la y-secrétase par le Semagacestat (Bateman et al., 2009) ne permet pas de diminuer de
manicre significative les niveaux des peptides AP dans le LCR (Doody et al., 2013a, 2013b).

Les inhibiteurs de y-secrétase peuvent méme augmenter les niveaux d’AfB dépendamment de
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leur dose, et d’autant plus pour ’AB;42 que pour I’AB;40. C’est ainsi que le Semagacestat

augmente le ratio AP;.42/APi-40 dans le LCR a de faibles doses (Doody et al., 2013a, 2013b).

Le résultat le plus alarmant des essais cliniques sur les inhibiteurs de y-secrétase est
I’augmentation du déclin cognitif qu’ils induisent, qui est a I’opposé des bénéfices attendus
par la thérapie (Svedruzi¢ et al., 2013, De Strooper, 2014, De Strooper and Chavez Gutiérrez,
2015). L’usage de ces inhibiteurs semble également compromis par le fait que le clivage par
la y-secrétase soit fondamental pour la genése d’autres protéines essentielles comme Notch
(De Strooper, 2014, De Strooper and Chavez Gutiérrez, 2015). De plus, les inhibiteurs de y-
secrétase entrainent un risque d’accumulation d’autres fragments dérivés de I’APP tels que le
B-CTF, précurseur de I’AB (Mitani et al., 2012), ayant lui aussi des effets neurotoxiques (Su/,

1997).

Les modulateurs du complexe y-secrétase seraient plus envisageables que les
inhibiteurs dans la mesure ou la modulation permettrait de diminuer sélectivement les niveaux
d’APi.42 sans augmenter ceux d’autres fragments C-terminaux de I’APP, tout en contournant
I’inhibition de protéines essentielles (7oyn, 2015). Cependant, les modulateurs de la y-
secrétase ne sont encore que dans leurs premiers essais cliniques chez les sujets sains (Vi et

al., 2014).

L’inhibition de la P-secrétase est ¢également envisagée dans le but d’agir plus
précocement dans la cascade amyloide dans I’espoir d’inhiber le clivage amyloidogénique de
I’APP et la formation du peptide AP qui en découle. Le LY2811376, développé par Eli Lilly,
est le premier inhibiteur de B-secrétase ayant été développé pour étre administré par voie
orale. Cet inhibiteur diminue les niveaux corticaux d’Af, mais également de B-CTF et de
sAPPB, de maniere dose-dépendante, et permet une restauration des fonctions cognitives chez

un modele murin transgénique de la MA, la souris PDAPP (May et al., 2011). Cette
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diminution d’A est également robuste et durable dans le plasma et le LCR de chiens de race
beagle suite au traitement par le LY2811376 (May et al., 2011). Chez ’'Homme, le
LY2811376 a été testé cliniquement, mais ce traitement, bien qu’il diminue les niveaux
corticaux d’AP;4o et d’APi.42, n’est plus envisagé a causes des effets indésirables qu’il induit

(dégénérescence de I’épithélium rétinien) (May et al., 2011).

Stimulation de 1’ a-secrétase

La stimulation de I’a-secrétase permettrait d’orienter le clivage de I’APP en faveur
de la voie non-amyloidogénique afin d’abolir la production du peptide AP (Selkoe, 2001b).
Des études entreprises sur des cultures cellulaires et in vivo ont prouvé que I’inhibition de la
production de cholestérol réduit celle d’AB, en défavorisant le clivage de I’APP par les
secrétases [ et y au profit du clivage par 1’a-secrétase (Simons et al., 1998, Fassbender et al.,
2001; Kojro et al, 2001). De ce fait, des médicaments utilisés pour abaisser la
cholestérolémie, comme les statines, pourraient €tre envisagés. En effet, la prévalence de la
MA semblerait étre amoindrie chez des sujets sous traitement par les statines (Jick et al.,
2000). Cependant, dans 1’état actuel des choses les études cliniques avec les statines sont

décevantes.

Inhibition de ’agrégation du peptide Ap et de son agrégation

Une autre stratégie thérapeutique aurait pour but de bloquer I’agrégation du peptide
AP et 1a formation des oligoméres et fibrilles amyloides. La région hydrophobe centrale 17-

21 de AP est impliquée dans I’oligomérisation de ce peptide et dans la formation de
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feuillets-B (Hilbich et al., 1992; Wood et al., 1995, Hughes et al, 1998 p.199). Cette
observation aurait conduit a 1’¢laboration de molécules susceptibles de s’associer a ce
domaine hydrophobe de facon a empécher 1’agrégation entre peptides AB. De petits peptides
ont ainsi été construits sur la base de la séquence 17-21 de I’A et renfermant des prolines (P)
qui défavorisent la formation de feuillets-p (Chou and Fasman, 1978, Chalifour et al., 2003).
Ces peptides sont capables d’inhiber ’agrégation de I’AP et la formation de fibrilles
amyloides, ainsi que de dissocier les fibrilles in vivo chez le Rat suite a I’injection d’un
inhibiteur d’AB,4, (Soto et al., 1998, Sigurdsson et al, 2000). Ces découvertes ont été
confirmées par I’administration de cet inhibiteur dans un modéle murin de la MA (Permanne
et al., 2002). Différents types de petites molécules et protéines inhibitrices de 1’agrégation des
peptides AP et de la formation des fibrilles et de leur dissociation ont été décrites telles que

I’ApoE3 (Evans et al., 1995).

Vaccination contre le peptide Ap

L’immunisation active par I’Af, 4, et I'immunisation passive par des anticorps
monoclonaux dirigés contre de multiples épitopes du peptide AP constitueraient d’autres
voies thérapeutiques de la MA (Blennow et al, 2006). Deux anticorps anti-Af, le
Bapineuzumab (Johnson & Johnson en partenariat avec Pfizer) et le Solanezumab (Eli Lilly),
ont été¢ parmi les plus avancés dans les essais cliniques (jusqu’en phase IIl) (Doody et al.,
2014; Salloway et al., 2014). Le Bapineuzumab est un anticorps monoclonal humanisé qui
cible I’AP sous forme agrégée dans le cerveau, et plus spécifiquement la région N-terminale
de ce peptide. Le Solanezumab est également un anticorps monoclonal humanisé¢, mais il cible
I’AB par reconnaissance d’épitopes distincts dans sa région centrale (Mikulca et al., 2014).

Pour chacun de ces anticorps anti-Af, deux essais cliniques en phase III, d’une durée de 18
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mois, ont été effectués. Ces essais ont cependant échoué, car ces anticorps ne permettaient pas
d’amoindrir les déficits cognitifs et mnésiques des patients affectés d’une MA légere a
modérée (Holmes et al., 2008). De plus, ils débouchaient sur d’importantes méningo-

encéphalites (Check, 2002) et des cedémes vasogéniques cérébraux (Gilman et al., 2005).

5.1.3. Stratégies anti-inflammatoires

Des études épidémiologiques suggérent que l’utilisation sur le long terme d’anti-
inflammatoires non-stéroidiens (AINS) protegerait du risque de déclin cognitif chez la
personne agee (Bertozzi et al., 1996, Rozzini et al., 1996; Jonker et al., 2003; Hayden et al.,
2007; Szekely et al, 2007). Les AINS auraient la capacité d’inhiber 1’activité des cyclo-
oxygénases (COX), ainsi que la production du peptide AP;4> et son agrégation, par la
modulation de D’activit¢ du complexe y-secrétase. Cependant, méme si plusieurs études
mettent en avant le fait que les AINS pourraient jouer un rdle protecteur contre la MA,
certains essais cliniques chez I’Homme n’ont cependant montré aucun bénéfice sur la
cognition (May et al., 1992; Saag et al., 1995; Arvanitakis et al., 2008). En effet, les patients
traités avec différents AINS comme le Celecoxib, I’Ibuprofen ou encore le Naprozen
(inhibiteur non-sélectif de COX), et suivis sur plusieurs années, n’améliorent pas leurs
performances cognitives en comparaison a celles des sujets traités avec un placébo (ADAPT-
FS Research Group, 2015; Miguel-Alvarez et al., 2015). Une fois les dépdts amyloides
présents, les AINS deviendraient inefficaces, voire néfastes, car ils inhiberaient la microglie
activée qui participe a I’élimination de I’AB;.42. De plus, 'utilisation d’ AINS est freinée par la
toxicité gastro-intestinale qu’ils induisent résultant de 1’inhibition des COX. De ce fait, de
nouveaux analogues des AINS sont actuellement en voie de développement pour potentialiser
I’activité inhibitrice sélective de I’APj4» sans inhiber les COX (Imbimbo, 2004, 2009;
Imbimbo and Peretto, 2009).
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5.2. Stratégies naturelles préventives

« Mens sana in corpore sano. »
(dixieme satire de Juvénal)

Les thérapies non-médicamenteuses font partie intégrante de la prise en charge des
patients affectés par la MA. Ces thérapies tiennent a préserver le plus longtemps possible les
capacités cognitives restantes des malades. Elles sont basées sur une approche psycho-sociale
propre a chacun avec la mise en place d’ateliers a médiations artistique (chant, danse,
musique, peinture), corporelle (médecine douce, relaxation, sport) et cognitive (jeux de
mémoire) et surtout d’un soutien psychologique de la part de I’entourage du patient. Certains
risques propices au développement de la pathologie peuvent étre contrecarrés en amont en
adoptant une bonne hygiéne de vie par une alimentation saine, la pratique d’une activité
sportive réguliére et des activités sociales et de loisir stimulantes, dans le but de constituer

une réserve cognitive.

5.2.1. Régime alimentaire

« Les épices recelent toutes de la magie, méme celles qu’on verse d 'une main distraite tous
les jours dans sa marmitey.
(Chitra Banerjee Divakaruni)

Utilisées depuis de nombreuses années dans la médecine asiatiques, les substances
naturelles issues des plantes gagnent grand intérét de par leur abondance et leurs effets
indésirables minimes. Certaines herbes et épices comme le thé vert, le curcuma et le poivre
noir, auraient une activité anti-amyloidogénique et seraient des agents protecteurs contre
I’agrégation du peptide AP et le déclin cognitif (Hiige/, 2015). Une consommation modérée
de vin rouge permettrait également de réduire les désordres neurologiques liés a 1’age. Le
resvératrol serait 1’'un des ingrédients responsables de 1’action préventive du vin rouge en
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favorisant 1’élimination du peptide AP;42 et la protection des neurones contre les effets
toxiques liés a I’amyloidopathie. De plus, ce composé posséderait des propriétés anti-
inflammatoires et anti-oxydantes (Bastianetto et al, 2015). Enfin, une cuisine
méditerranéenne riche en huile d’olive et en omegas-3, et supplémentée en vitamines,
permettrait également de limiter le déclin cognitif (Remington et al., 2015, Shea and

Remington, 20135).

5.2.2. Activité physique

La pratique réguliére d’une activité physique serait positivement corrélée aux
fonctions cognitives et réduirait de 30 a 50% le déclin cognitif 1i¢ a 1’age (Laurin et al., 2001;
Yaffe et al., 2001, Barnes et al., 2003, Abbott et al., 2004, Heyn et al., 2004; Norton et al.,
2014). Ainsi, I’exercice physique préviendrait et compenserait les pertes mnésiques en
augmentant la plasticité cérébrale et la réserve cognitive (Geda et al., 2012; Wirth et al.,
2014; Ngandu et al., 2015; Prakash et al., 2015), méme lorsqu’il est pratiqué apres la
cinquantaine (7olppanen et al, 2015). Toutefois, plus tot une activité physique est
régulierement pratiquée, avant I’émergence de la MA ou lors de ses premiers stades, meilleure

sera la compensation des déficits cognitifs.

5.3. Limites actuelles au développement des thérapies

A T’heure actuelle, il n’existe malheureusement aucun traitement curatif permettant de
guérir les patients affectés par la MA. La plupart des stratégies thérapeutiques prennent pour
cible le peptide AP dans I’espoir d’en abaisser les niveaux et ainsi restaurer les altérations
cognitives. Ces traitements incluent notamment 1’utilisation d’inhibiteurs des secrétases 3 et y

et 'immunisation contre I’Af. Cependant, ces thérapies s’aveérent moins efficaces que ce qui
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avait été espéré car elles n’améliorent pas les fonctions cognitives. Celles-ci sont méme
souvent détériorées et associées a de nombreux effets indésirables. L’échec des essais
cliniques actuels semblerait remettre en question I’hypothése amyloide et I’implication

centrale du peptide AP dans la physiopathologie de la MA (Mikulca et al., 2014).

Diverses hypotheses pourraient expliquer les résultats décevants obtenus par les
thérapies actuelles anti-AB. Tout d’abord, d’autres fragments dérivés du clivage
amyloidogénique de I’APP, comme le B-CTF, pourraient eux aussi contribuer a I’émergence
d’une amyloidopathie. Une seconde hypothése viendrait du fait que ces traitements seraient
administrés trop tardivement dans le processus de développement de la pathologie, lorsque
celle-ci serait déja trop avancée et caractérisée par des dommages neuronaux étendus et
irréversibles. A cet effet, il est important de souligner que les seuls médicaments actuellement
disponibles sur le marché seraient modérément efficaces et cela, uniquement dans les stades
légers et modérés de la MA. De ce fait, beaucoup d’efforts sont déployés dans le but de
développer de nouveaux biomarqueurs qui se détacheraient de I’hypothése amyloide et
permettraient le diagnostic précoce de la pathologie, avant sa conversion au stade MCI, puis
au stade MA, et qui pourraient également la distinguer d’autres maladies impactant la

cognition (Selkoe, 2012).
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6. Mémoire

« Le vieillissement est essentiellement une opération de mémoire. Or c’est la mémoire qui fait
toute la profondeur de I’Homme ».
(Charles Péguy)

6.1. Différents systémes de mémoire

La mémoire désigne la faculté de I’esprit d’enregistrer, de conserver et de rappeler les
expériences passées. Un premier critére, celui de la durée du souvenir, permet de distinguer
trois systémes mnésiques: la mémoire sensorielle, la mémoire a court terme et la mémoire a
long terme. D’apres le modele modal (Atkinson and Shiffrin, 1971) (Figure 22), ces différents

systémes mnésiques sont interconnectés.

La mémoire sensorielle conserve trés bri¢vement, de 1’ordre de quelques centaines de
millisecondes a une seconde, I’information d’un stimulus pergu par nos cinq sens: la vue, le
gott, I’odorat, 1’ouie et le toucher. Lorsque I’attention est portée sur cette information de
nature sensorielle, celle-ci peut étre transférée de la mémoire sensorielle a la mémoire a court

terme.

La mémoire a court terme enregistre des informations dans un temps inférieur a une
minute. C’est par exemple un numéro de téléphone entendu qui se dissipera tres rapidement si
on ne fait pas un travail constant de répétition pour le retenir. Sa capacité de stockage est
limitée a environs six a sept items. C’est la raison pour laquelle il est difficile de retenir les
derniers chiffres d’un numéro de téléphone. Le fait de répéter ce numéro de téléphone permet

de maintenir son souvenir pendant un certain temps dans la mémoire a court terme.
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Figure 22: Mémoires sensorielle, a court terme et a long terme
d’apres le modeéle d’Atkintson & Shiffrin de 1971 (Atkinson and Shiffrin, 1971)

(Image issue du site internet http://www.lecerveau.mcgill.ca)
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Selon ce modéle, la mémoire est subdivisée en trois systémes principaux. la mémoire sensorielle, porte d’entrée
des stimuli perg¢us par nos 5 sens, la mémoire a court terme, lieu de stockage bref des informations, et la
mémoire a long terme, dans laquelle les informations sont stockées plus durablement.

La mémoire impliquée dans le processus de maintien volontaire de 1’information dans
la mémoire a court terme est la mémoire de travail, grace a un travail mental de répétition
(Baddeley, 2000, 2001). D’apres le modele de Baddeley & Hitch datant de 1974, la mémoire
de travail, un cas particulier de la mémoire a court terme, est supervisée par un
administrateur central (localisé dans le cortex préfrontal) qui se charge de contrdler et gérer
I’action de deux autres systémes, qualifiés de systémes fluides: la boucle phonologique
(située dans les cortex auditif et 1’aire de Broca) qui assure le traitement des informations
linguistiques verbales et auditives, et le calepin visuo-spatial (situé dans les cortex visuel et

pariétal) qui permet le traitement des informations visuelles et spatiales.
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En 2000, Baddeley (Baddeley, 2000) rajoute un troisiéme systéme, le « buffer
épisodique » (Figure 23) (situé dans 1’hippocampe), lui aussi controlé par 1’administrateur
central, qui permet a des informations de plusieurs types contenues en mémoire de travail
d’accéder a la mémoire a long terme épisodique afin d’étre consolidées, tout en les laissant
accessibles a la mémoire de travail qui peut les manipuler méme apres une longue période de

temps.

Figure 23: Modéle actuel de la mémoire de travail (Baddeley, 2000)

(Image issue du site internet http://psyhologie-cognitive.blogspot.fr/)
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La mémoire a long terme permet de stocker des informations pendant une longue
période de temps, des jours, des mois, des années, voire toute une vie. Cette mémoire est régie
par trois processus: l’acquisition ou 1’encodage d’une information, la consolidation
permettant le stockage de cette information et le rappel ou la récupération de I’information
stockée en mémoire. Le processus d’encodage vise a donner un sens a la chose a se
remémorer et fait référence aux contextes environnemental et émotionnel. Le stockage dépend
du processus de consolidation qui rend les souvenirs moins vulnérables a I’oubli. La mémoire
a long terme est loin d’étre infaillible car elle déforme parfois les faits et sa fiabilité tend a

décroitre avec 1’age, et d’autant plus dans la MA.
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6.2. Mémoire a long terme et ses sous-systemes de mémoire

Chez I’Homme, la mémoire a long terme peut étre subdivisée en deux sous-systémes de

mémoire dépendamment de la capacité ou non a verbaliser un souvenir:

- La mémoire déclarative, ¢galement appelée mémoire explicite, est celle que I’on
peut décrire verbalement en nommant explicitement les choses. C’est la mémoire qui
renferme toutes les choses dont on a conscience de se souvenir.

- La mémoire non-déclarative, également appelée implicite, s’exprime autrement que
par les mots. C’est la mémoire qui renferme toutes les choses dont on n’a pas

conscience de se souvenir.

6.2.1. Mémoire non-déclarative

Dans la mémoire non-déclarative figure la mémoire procédurale qui permet 1’acquisition
de compétences et d’habiletés. La mémoire non-déclarative est inconsciente, car constituée
d’automatismes sensorimoteurs bien intégrés, comme nouer ses lacets ou rouler a bicyclette.
L’acquisition d’un souvenir dans la mémoire implicite se fait a notre insu et peut étre mise en
¢vidence de manicre indirecte, par des phénomenes comme 1’ « effet d’amorcage », qui
augmente la précision et la vitesse d’une prise de décision qui survient suite a 1’exposition
préalable d’une information partielle. Cette mémoire dépend de structures cérébrales telles
que P’amygdale, le cervelet, le cortex préfrontal et les noyaux gris centraux (Squire and

McKee, 1993).

6.2.2. Mémoire déclarative

La mémoire déclarative assure 1’acquisition, la consolidation et la récupération des

informations verbalisables dont 1’individu a conscience de se souvenir (McKee and Squire,
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1993). 11 existe deux sous-systémes de mémoire déclarative (7ulving and Markowitsch, 1998):

la mémoire sémantique et la mémoire épisodique (Figure 24).

Figure 24: Différents types de mémoire a long terme

(D apres Squire, 2004)
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La mémoire sémantique est celle dans laquelle l'individu stocke sa connaissance
générale du monde. Elle nous permet de nous souvenir du nom des capitales et des grandes
dates historiques. C'est la mémoire du sens des mots, des idées, des concepts et des régles.
Elle est indépendante du contexte émotionnel et spatio-temporel de son acquisition. La

mémoire sémantique dépend des lobes cérébraux frontal et temporal (Squire, 1952a, 1982b).
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La mémoire épisodique permet a un individu de se souvenir d’événements qu'il a
personnellement vécus dans leur dimension spatio-temporelle (7ulving and Kroll, 1995).
Cette mémoire est également appelée mémoire autobiographique, car le sujet se voit en tant
qu'acteur des événements mémorisés (Conway, 2001). 11 est classiquement considéré que les
souvenirs stockés dans la mémoire épisodique comprennent trois composantes: le « quoi »
(« what » en anglais), le « quand » (information temporelle ; « when » en anglais) et le « ou »
(information spatiale ; « where » en anglais). Ainsi, pour un événement donné, une personne
est capable de renseigner de quel événement particulier il s’agit et quand et ou celui-ci a eu
lieu. La mémoire épisodique dépend du lobe temporal médian qui inclut des structures

cérébrales comme "hippocampe et le cortex entorhinal.

6.3. Mémoire et maladie d’Alzheimer

Le diagnostic de la MA met en avant une altération progressive de ’ensemble des
systémes de mémoire (Budson and Price, 2005a, 2005b). Les premiéres formes de mémoire
affectées dans la pathologie dépendent de structures cérébrales distinctes situées au sein du
lobe temporal médian, structures qui seront évoquées plus en détails dans la partie

« Formation hippocampique » de cette introduction.

Dans un premier temps, des les premiers stades de la MA, la mémoire épisodique est
particulierement affectée (Perry and Hodges, 2000) et participe notamment a la désorientation
spatio-temporelle des patients (Giannakopoulos et al., 2000). Chez les malades, I’atteinte de
la mémoire épisodique commence a se manifester par des comportements comme 1’égarement
de clés, I’oubli de rendez-vous ou encore I’accumulation de factures impayées. Les patients et
leur entourage percoivent souvent ces événements comme des étourderies occasionnelles et

inoffensives dues a la distraction, a la fatigue ou au stress. Cette mémoire épisodique peut étre
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essentielle au souvenir d’événements primordiaux comme le fait de se souvenir si oui ou non
on a éteint le gaz, fermé la porte d’entrée a clé ou pris nos médicaments. En outre, le malade
se perd dans 1’organisation spatiale et temporelle d’événements ayant eu lieu dans une journée

(Henderson et al., 1989; Pai and Jacobs, 2004).

Méme si la mémoire épisodique décline dans la MA, les événements les plus anciens
demeurent relativement préservés en comparaison a ceux ayant eu lieu peu de temps avant ou
apres I’émergence de la pathologie (Sagar et al., 1958). Cependant, les souvenirs vifs trés
anciens pourraient quelquefois étre confondus avec des épisodes récents. A titre d’exemple,
les patients pourraient attester avoir récemment vu et interagi avec un ami décédé depuis

plusieurs années.

Bien que I’altération de la mémoire épisodique soit présente des les stades débutants
de la MA, la nature des processus déficitaires n’est pas encore bien clarifiée. Les patients
affectés par la pathologie présenteraient des déficits dans les différents processus qui régissent
la mémoire a long terme a savoir: 1’acquisition, la consolidation et la récupération des
souvenirs. Selon certains auteurs, 1’altération de la mémoire épisodique proviendrait plus
d’une atteinte des capacités d’acquisition que de celles de consolidation ou de récupération de
I’information (Grober and Kawas, 1997, Laurent et al., 1998; Grober et al, 1999). En
revanche, I’incapacité des malades a rappeler les mémes items au cours d’essais successifs
incite d’autres auteurs a suggérer que les déficits mnésiques ne se situeraient pas uniquement
au niveau de I’acquisition, mais également dans le processus de récupération de 1’information
stockée en mémoire (Lipinska and Bickman, 1997; Tounsi et al., 1999). Enfin, il est
important de mentionner le fait que le processus d’oubli des souvenirs serait également

particulierement accéléré dans les premiers stades de la MA.
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La mémoire épisodique est sous-tendue par des structures cérébrales de la formation
hippocampique (Scoville and Milner, 1957, Squire et al., 2004). La désorientation spatio-
temporelle qui s’installe dés les stades précoces de la MA résulterait d’un manque de dialogue
entre le cortex entorhinal (Di Paola et al., 2007) et ’hippocampe (Adachi et al., 2003; Ohm,
2007), deux structures cérébrales siégeant au sein de la formation hippocampique et

particulierement affectées dans la pathologie amyloide.

La mémoire de reconnaissance d’objets et de leur localisation dans 1’environnement
est également affectée dans les débuts de la MA et ce, possiblement avant la mémoire de
navigation spatiale (Didic et al., 2011). En effet, les patients MCI présentent déja des
altérations de localisation d’objets en lien avec une atteinte d’activation des réseaux cérébraux

des voies visuelles dorsales et ventrales ainsi que de ’hippocampe (Hampstead et al., 2011).

Une autre forme de mémoire que certains auteurs pensent affectée assez tot dans la MA
est la mémoire de travail. Celle-ci se détériorerait ensuite progressivement avec 1’évolution de
la pathologie. La conservation d’une information en mémoire de travail est vulnérable face
aux interférences qui divisent ou interrompent 1’attention des patients (Belleville et al., 2007).
Les malades éprouvent des difficultés dans certaines situations de la vie quotidienne
impliquant la réalisation simultanée de plusieurs tdches, comme se rappeler d’un numéro de
téléphone et le composer (Camicioli et al., 1997). L’altération de la mémoire de travail est
classiquement considérée comme issue de ’atteinte des lobes frontaux (Kalpouzos et al.,

2005; Yetkin et al., 2006).

Plus tardivement dans la progression de la MA, la mémoire sémantique viendrait
¢galement a se dégrader. Cette mémoire peut étre évaluée par le biais d’épreuves de

dénomination d’images ou d’objets et de fluidité verbale (Grosse et al., 1991, Corbett et al.,
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2015). Les patients peuvent éprouver des difficultés particuliéres pour la nomination d’objets

et ’utilité qui leur est attribuée (7Tippett et al., 2007).

Dans les derniers stades de la MA, la mémoire procédurale, initialement épargnée, est
finalement amoindrie chez les patients, mais demeure relativement préservée par rapport aux

autres formes de mémoire (Poe and Seifert, 1997, Libon et al., 1998).

Dans mon travail de thése, tous les systéemes de mémoire n’ont pas été appréhendés chez
le mod¢le murin de la MA utilisé, la souris TgCRNDS. Mes recherches se sont principalement
orientées sur la mémoire spatiale et la mémoire de reconnaissance, affectées précocement

dans la pathologie et plus faciles a appréhender chez I’animal.

6.4. Mémoire spatiale

La mémoire spatiale acquiert, consolide et restitue des informations spatiales en rapport avec
I’environnement qui entoure l’individu (Kessels et al., 2011). Cette mémoire est nécessaire a
I’orientation et a la navigation dans I’espace ainsi qu’au maintien du souvenir d’endroits préalablement
explorés. Elle est conservée au cours de 1’évolution, car les processus de traitement de 1’information
spatiale et les capacités de navigation sont comparables au sein de différentes especes. Elle est vitale
dans la mesure ou elle détermine la capacité a retrouver son nid/sa maison, des ressources alimentaires

et des congénéres, tout en évitant les prédateurs.

6.4.1. Systémes de navigation spatiale

O’Keefe et Nadel divisent la mémoire spatiale en deux systémes de navigation dans

I’espace:

- Un systeme de cartes (systeme local) appelé « carte cognitive », défini par Tolman en

1948 (Tolman, 1948), qui code pour une représentation spatiale globale de
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I’environnement dans laquelle différents éléments sont positionnés et interconnectés.
Cette carte cognitive forge une représentation de 1’espace allocentrique (extra-
personnel) en faisant appel aux caractéristiques spatiales reliant des repéres.

- Un systeme de routes (systéme de taxon), qui code les réponses motrices en terme
d’orientation dans I’espace et prend comme repere des informations égocentrées
(intra-personnelles) de 1’environnement a partir du corps de 1’observateur (sensations

proprioceptives et informations kinesthésiques).

Les processus d’orientation et de navigation spatiales combinent [’utilisation de
représentations allocentriques et égocentriques, la stratégie privilégiée étant déterminée par la
disponibilité des indices et la nature de I’environnement (Burgess et al., 2006). En général, la
stratégie allocentrique, plus flexible, est privilégiée dans les environnements nouveaux et la
stratégie égocentrique dans les environnement familiers (Hartley et al., 2003). L utilisation de
I’une ou I’autre de ces deux stratégies varie également d’un individu a I’autre et avec 1’age

(laria et al., 2003).

L’hippocampe est la structure cérébrale majoritairement impliquée dans le systeme de
cartes et offre une grande flexibilit¢é comportementale (O 'Keefe, 1990). En revanche, le
systéme de routes est moins flexible et implique d’autres structures cérébrales comme le
striatum dorsal (McDonald and White, 1994, De Leonibus et al., 2005) et les cortex pariétaux

inférieur et médian (Maguire et al., 1998a, 1998b).

A partir des années 1970, différents types de neurones, chacun impliqué dans le traitement

d’aspects précis de 1’environnement, ont été découverts chez le rongeur:

- les cellules de lieu (« place cells » en anglais) (O Keefe and Dostrovsky, 1971) sont

présentes dans les champs ammoniques CAl et CA3 de I’hippocampe proprement dit
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et le gyrus denté et s’activent spécifiquement lorsque 1’animal est présent dans un
endroit donné de son environnement ;

les cellules de direction de la téte (« head direction cells » en anglais) (Taube et al.,
1990a, 1990b) sont présentes dans le cortex entorhinal, le subiculum et le
postsubiculum et codent pour I’orientation de la téte par rapport au reste du corps et a
I’environnement ;

les cellules de la grille (« grid cells » en anglais) (Fyvhn et al., 2004, Sargolini et al.,
2006) sont présentes dans le cortex entorhinal médian et codent pour la géométrie de
I’environnement ;

les cellules de bordure (« border cells » en anglais) (Solstad et al., 2008) sont
présentes dans le cortex entorhinal médian, le présubiculum et le parasubiculum et

codent pour les bordures et limites de I’environnement.

6.4.2. Evaluation de la mémoire spatiale chez I’Homme

La majorité des techniques de diagnostic clinique des déficits de mémoire spatiale chez

I’Homme est basée sur des évaluations verbales qui ne peuvent étre mises en application chez

I’animal. Afin de s’affranchir de 1’étape de verbalisation des réponses et pour permettre

I’utilisation de taches similaires pour les modeles animaux, des paradigmes basés sur

I’utilisation d’environnements virtuels ont été développés dans le but d’étudier les capacités

d’apprentissage et de mémoire spatiale chez I’Homme et notamment dans la MA (Astur et al.,

1998, Tangen et al., 2015). Ces environnements virtuels représentent souvent une ville

virtuelle (Cushman et al., 2008; Weniger et al., 2011) dans laquelle les individus doivent

apprendre quelle route emprunter pour aller d’un point a un autre. Ayant le choix des

trajectoires, les personnes peuvent s’aider d’indices locaux (panneaux, batiments) et globaux

(carte) pour s’orienter (Jheng and Pai, 2009). D’autres études utilisent un batiment virtuel,
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une technique ayant plus de réalisme (Cushman et al, 2008). Récemment, Possin et
collaborateurs (Possin et al., 2016) ont mis au point un dispositif expérimental représentant un
paysage virtuel dans lequel I’individu se déplace virtuellement a I’aide d’un moniteur. Apres
entrainement, il est proposé au sujet d’atteindre un trésor enfoui, non visible, mais un son lui
apprend qu’il a atteint 1’objectif quand il se trouve a son niveau. Le trésor est toujours enterré
a la méme place, mais le sujet, quant a lui, est virtuellement placé en des points de départ

différents.

Dés le stade MCI, les patients présentent déja des déficits d’orientation et de navigation
spatiales mis en évidence dans des paradigmes en environnements virtuels (Kalova et al.,
2005; Kessels et al., 2005, Hort et al., 2007, Cushman et al., 2008, Zakzanis et al., 2009). La
mémoire spatiale allocentrique serait particulierement affectée dans les stades précoces de la
MA, tandis qu’aux stades plus avancés les malades montrent une atteinte a la fois des
mémoires spatiales allocentrique et égocentrique (Hort et al, 2007). C’est également
I’orientation spatiale allocentrique qui est affectée dans le processus normal de vieillissement
(Lithfous et al., 2014). Cependant, comme les individus MCI ne finissent pas tous par
développer la pathologie, il serait important d’identifier des marqueurs cognitifs fiables de la
conversion du stade MCI a la MA. Les déficits d’orientation et de navigation spatiales
aideraient a distinguer les patients qui ont un plus haut risque de développer la pathologie, des
sujets avec un vieillissement cognitif normal et de ceux affectés par d’autres maladies
neurodégénératives (Lithfous et al., 2013). Etant donné 1’efficacité, bien que modérée, des
thérapies actuelles dans les stades précoces de la MA, les paradigmes en environnements
virtuels pourraient ainsi servir au diagnostic précoce de la pathologie de maniére a ce que les

patients soient pris en charge le plus tot possible.
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6.4.3. Evaluation de la mémoire spatiale chez le rongeur

Chez l’animal, la mémoire ne peut étre évaluée sous forme verbalisée. Cependant,
I’atteinte de la mémoire spatiale ne nécessite pas nécessairement une verbalisation pour son
évaluation. Par conséquent, cette forme de mémoire est plus aisée a mettre en évidence chez
I’animal. Les processus d’orientation et de navigation dans 1’espace sont fortement similaires
entre especes (Maguire et al., 1999). La transposition des paradigmes servant a évaluer la
mémoire spatiale du rongeur a ’Homme est essentielle pour la compréhension de ce type de
mémoire affectée précocement dans la MA. Certaines taches de navigation sont relativement
similaires pour ’Homme et le rongeur. C’est notamment le cas du test de la piscine de Morris
utilisée chez le rongeur et de sa version virtuelle applicable a ' Homme (Possin et al., 2016).
De manicre intéressante, un modéle murin transgénique de la MA (la souris hAPP) et les
patients MCI éprouvent les mémes difficultés « en présence » d’un objectif dissimulé. Ainsi,
le développement de paradigmes ayant la méme validité entre espéces animales permettrait le

développer de nouveaux outils diagnostics pour la pathologie humaine.

La piscine de Morris (« Morris water maze » en anglais) (Morris, 1984) est la tache la
plus couramment utilisée afin d’étudier la mémoire spatiale de référence chez le rongeur et
ses relations avec le vieillissement normal et pathologique (Rosenzweig and Barnes, 2003).
Briévement, ce test est constitué d’une enceinte circulaire remplie d’eau opacifiée dans
laquelle une plate-forme, qui sert d’échappatoire a I’animal, est immergée sous la surface de
I’eau. Au fil d’essais successifs, le rongeur apprend a localiser la position de cette plate-forme
qui demeure inchangée par rapport a des indices distaux qui entourent la piscine et 1’aident a
s’orienter. L’apprentissage est caractérisé par une diminution de la distance parcourue et de la
latence pour atteindre la plate-forme. Grace a cette tache, des études ont montré que 1’animal
agé présente des déficits semblables a ceux obtenus par des rongeurs aux hippocampes 1ésés

(Geinisman et al., 1995), dans le sens ou les animaux agés mettent plus de temps, parcourent
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de plus longues distances et nécessitent plus d’essais, pour apprendre la localisation de la

plate-forme (Figure 25).

Figure 25: Role de I’hippocampe dans I’apprentissage spatial évalué en piscine de Morris chez le Rat

(D apres Schenk and Morris, 1985)

X PREMIER ESSAI APRES 10 ESSAIS
latef:
Rat e ate'orme Indices dans
S cachée
controle I'environnement
(B)
Rat avec
hippocampes
lésés

Outre la piscine de Morris, d’autres paradigmes permettent d’évaluer la mémoire spatiale
chez le rongeur (McLay et al., 1999) comme le labyrinthe radial (O/ton, 1957) et le labyrinthe

de Barnes (Barnes, 1979).

Le dispositif expérimental de la tiche du labyrinthe radial (Olton, 1987) (Figure 26) est
originellement constitué de huit branches équidistantes qui rayonnent a partir d’une plate-
forme circulaire centrale. De la nourriture est placée au bout de certains bras, les branches
appatées n’étant pas visibles depuis la plate-forme centrale ou ’animal est placé en début de
tache. De bonnes performances de mémoire spatiale de référence sont enregistrées lorsque le

rongeur visite uniquement les bras du labyrinthe qui sont appatés. L’échec correspond a des
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visites dans des branches non appatées ou dans des bras dans lesquels la nourriture a déja été
récupérée. Des rats aux hippocampes 1€sés sont déficitaires dans cette tache (Winters et al.,
2004). Toutefois, ’inconvénient du labyrinthe radial vient de la nécessité d’instaurer une

restriction alimentaire au rongeur afin de le motiver a effectuer le test.

Figure 26: Dessin du labyrinthe radial a huit bras

(Image tirée du site internet http://www.vetopsy.fr)

Le labyrinthe de Barnes (Barnes, 1979), dont le paradigme expérimental est expliqué
plus en détails dans la partie « Matériel et méthodes » de ce manuscrit, serait adapté aux
rongeurs de par leur tendance naturelle et spontanée a trouver refuge dans des anfractuosités
de leur environnement. Ethologiquement parlant, ce paradigme semblerait plus adapté a la
Souris contrairement aux paradigmes aquatiques, comme dans la piscine de Morris, et
comparativement aux rats dont les niches se trouvent plus volontiers en milieux aquatiques.
En effet, les performances des souris dans des protocoles de mémoire spatiale en

environnement sec sont similaires a celles des rats, mais lorsque l’environnement est
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aquatique, les performances des souris sont inférieures a celles des rats (WWhishaw and Tomie,
1996). Cette dichotomie ne s’expliquerait pas en termes de capacités cognitives différentes,
mais plutdt de difficultés dans la réalisation de la tache. Avant toute chose, il est important de
souligner I’impact conséquent du stress provoqué par I’eau sur les performances des souris
dans la piscine de Morris. Une autre hypothése viendrait du fait que les souris sont moins
bonnes nageuses que les rats en raison de difficultés d’ordre moteur (Whishaw and Tomie,
1996) ou d’une musculature moins développée qui ne leur permettrait pas de nager tout en
gardant leur téte hors de I’eau pour avoir efficacement recours aux indices distaux. En outre,
les souris éprouveraient plus de difficultés a effectuer des trajectoires directes dans la piscine
de Morris de par I'utilisation instinctive de stratégies d’évitement des prédateurs. Ainsi, le
labyrinthe de Barnes serait plus adapté et constituerait une bonne alternative a la piscine de
Morris pour évaluer les déficits mnésiques dans des modéles murins de pathologies de la
mémoire comme la MA (Pompl et al., 1999). C’est pour toutes les raisons évoquées
précédemment que le labyrinthe de Barnes a ét¢ préféré a d’autres tests comportementaux afin
d’évaluer les performances de mémoire spatiale dans mon modéle d’étude de la MA, la souris

TgCRNDS.

6.5. Mémoire de reconnaissance

La mémoire de reconnaissance pourrait étre définie comme la capacité a reconnaitre,
par exemple, un objet rencontré au préalable et/ou sa position. Ce processus mnésique permet
ainsi la détection d’un nouvel objet, de son déplacement ou encore de son remplacement par

un autre (Brown and Aggleton, 2001).
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6.5.1. Deux processus distincts: identification et familiarité

La mémoire de reconnaissance est soutenue par deux processus distincts qui
contribuent a la reconnaissance d’expériences passées: l’identification (ou le souvenir)
(« recollection » en anglais) et la familiarité (« familiarity » en anglais) (Mandler, 1978;
Mandler and Robinson, 1978, Yonelinas and Levy, 2002). L’identification est un processus
précis de reconnaissance d’éléments qui permet de replacer ces €léments dans leur contexte
spatio-temporel lors de ’acquisition de leur souvenir. La familiarité¢, quant a elle, est un
processus plus abstrait et approximatif de reconnaissance d’un élément rencontré au préalable

sans contexte spatio-temporel.

D’apres Eichenbaum (Eichenbaum et al., 2007), ces deux processus fonctionnels sont
assurés par des structures distinctes du lobe temporal médian, la formation hippocampique,
support des associations a se rappeler et des relations entre stimuli, et la région
parahippocampique, support de la reconnaissance d’items individuels. Quelques années plus
tard, cette dissociation fonctionnelle de la mémoire de reconnaissance a été approfondie par
Brown & Aggleton (Brown and Aggleton, 2001) qui supposent que I’hippocampe fait partie
d’un circuit étendu et spécifiquement nécessaire au rappel épisodique (associé avec un
sentiment de « se souvenir »; (Tulving, 2002)), alors que le cortex périrhinal fait partie d’un
circuit impliqué dans la familiarité et le jugement a propos d’un stimulus (associ¢ avec un
sentiment de « savoir »; (Tulving, 2002)). Ainsi, ’hippocampe serait impliqué dans le
processus d’identification d’un souvenir, mais pas dans celui de la familiarité, alors que le
cortex périrhinal serait quant a lui nécessaire au sentiment de familiarit¢ (Eacott and
Heywood, 1995; Brown and Aggleton, 2001; Yonelinas and Levy, 2002; Fortin et al., 2004,
Ranganath et al., 2004; Aggleton et al., 2005, Bowles et al., 2007; Eichenbaum et al., 2007,
Sauvage et al., 2008, Langston and Wood, 2010). Quelques débats sont toujours d’actualité

concernant les régions du lobe temporal médian nécessaires pour soutenir ces processus
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dualistiques (Eichenbaum et al., 2007). De plus, certains chercheurs pensent que la mémoire
de reconnaissance serait un processus unique dépendant a la fois de I’hippocampe et des

cortex adjacents (Haist et al., 1992; Donaldson, 1996; Squire, 2004, Squire et al., 2007).

Certaines études réalisées chez des patients amnésiques atteints de
dysfonctionnements hippocampiques rapportent des déficits sélectifs d’identification, le
jugement de familiarité étant cependant épargné (Holdstock et al., 2002, Yonelinas and Levy,
2002; Bastin et al., 2004, Aggleton et al., 2005, Gardiner et al., 2006, Turriziani et al.,
2008). D’autres études ont trouvé des déficits a la fois dans 1’identification et le jugement de
familiarité (Manns et al., 2003; Cipolotti and Bird, 2006). Ces découvertes contradictoires
pourraient étre attribuées a 1’étendue des zones cérébrales endommagées, plus spécifiquement
du lobe temporal médian, qui varie entre les patients. Si la mémoire de reconnaissance est
soutenue par deux processus distincts, il est alors nécessaire d’identifier les structures du lobe
temporal médian qui sont impliquées dans ce type de mémoire, afin de savoir si les roles de
I’hippocampe et du cortex entorhinal doivent étre appréhendés séparément ou ensemble dans
les processus d’identification et de familiarité (4ggleton and Brown, 2006, Montaldi et al.,
2006, Eichenbaum et al., 2007, Murray et al., 2007; Squire et al., 2007; Vann et al., 2009;
Montaldi and Mayes, 2010, Norman, 2010; Guderian et al., 2011, Squire and Wixted, 2011;

Vann and Albasser, 2011).

Une quantité considérable de recherches sur la mémoire a été et continue d’étre
focalisée sur le développement de modeles animaux qui peuvent apporter des connaissances
sur la neuroanatomie fonctionnelle. Les recherches chez I’animal ne permettent non
seulement I’étude des déficits mnésiques suite a des lésions spécifiques, mais aussi
I’appréhension des facteurs génétiques et moléculaires impliqués dans les processus
mnésiques, tout comme les effets induits par des traitements pharmacologiques (Dere et al.,

2006). Ces approches ont également un intérét appliqué pour le développement de thérapies
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plus appropriées dans le but de contrer les atteintes recensées dans les pathologies

neurodégénératives comme la MA.

6.5.2. Premiéres études sur la mémoire de reconnaissance

Gaffan (Gaffan, 1974) a développé la tache d’appariement différé (DMS pour
« Delayed Matching to Sample » en anglais) non spontanée servant a évaluer la mémoire de
reconnaissance visuelle chez le primate non-humain. Ce test consiste a présenter au singe un
seul objet lors d’une phase d’acquisition constituée d’un seul essai qui doit étre déplacé pour
recevoir une récompense alimentaire. Lors du test de rétention, 1’objet apercu lors de la phase
d’acquisition est présenté a c6té d’un nouvel objet. L’animal est alors entrainé a sélectionner
I’objet qu’il a précédemment vu lors de la phase d’acquisition, évaluant ainsi le souvenir de
cet objet. Le délai entre la phase d’acquisition et le test de rétention peut étre rallongé pour

augmenter la difficulté et la demande de la mémoire de reconnaissance.

La tache du DMS a ensuite ét¢ modifiée de telle sorte que le primate non-humain soit
a présent entrain¢ a sélectionner le nouvel objet lors du test de rétention, plutoét que 1’objet
familier. L’entrainement dans cette tiche de non-appariement différé (DNMS pour
« Delayed Non-Matching to Sample » en anglais) est rapide car il tire profit de la préférence
spontanée du singe pour la nouveauté (Mishkin and Delacour, 1975; Mishkin, 1978). Le
DNMS est utilisé comme tdche de mémoire de reconnaissance a la fois chez le primate non-
humain (Mishkin and Delacour, 1975, Eacott et al., 1994) et chez ’Homme (Holdstock et al.,

2000).

Les taches de DMS et de DNMS ont démontré que la mémoire de reconnaissance est
atteinte suite a des lésions du cortex périrhinal (Zola-Morgan et al., 1989; Meunier et al.,

1993, Eacott et al, 1994). De plus, des perturbations sélectives de 1’hippocampe sont
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¢galement responsables des déficits dans la tdiche du DNMS (Mahut et al., 1982 p.1; Zola-
Morgan and Squire, 1986, Alvarez-Royo et al., 1991; Beason-Held et al., 1999; Zola et al.,
2000). A contrario, d’autres études ne reportent pas d’atteinte de la mémoire de
reconnaissance suite a des lésions hippocampiques (Murray and Mishkin, 1998, Nemanic et

al., 2004).

La tache du DNMS a ensuite été adaptée pour son utilisation chez le Rat en utilisant
des objets (Aggleton, 1985 p.1; Kesner et al., 1993) ou des odeurs (Otto and Eichenbaum,
1992a, 1992b; Ramus and Eichenbaum, 2000). Cependant, cette tiche nécessite un nombre
conséquent de sessions d’entrainement pour que le rongeur comprenne les régles de ce test. Il
est également important de s’assurer que I’animal ait suffisamment acquis les régles de telle
sorte qu’aucun déficit de performance ne puisse étre attribué¢ a la non compréhension du test
(Dix and Aggleton, 1999). A cause de ces problémes associés a la tache du DNMS, il était
nécessaire de trouver un moyen pour évaluer la mémoire de reconnaissance chez le rongeur

ne nécessitant pas d’entralnement excessif.

6.5.3. Taches d’exploration pour évaluer la mémoire de
reconnaissance chez le rongeur

Reconnaissance d’objet

Ennaceur et Delacour (Ennaceur and Delacour, 1988) ont développé une tache de
reconnaissance d’objet (Figure 27) applicable chez le rongeur. De maniére similaire a la
tache du DNMS, le test de reconnaissance d’objet tire profit de la préférence naturelle et
spontanée des animaux pour la nouveaut¢ comme mesure des performances de
reconnaissance. Dans la version la plus classique de ce test, les rongeurs sont placés de fagon

individuelle dans un champ ouvert en présence de deux copies identiques d’un objet qu’ils
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peuvent explorer librement durant une certaine période de temps. Suivant un délai de
quelques minutes, heures ou jours, 1’animal retourne dans ce méme champ ouvert pour
effectuer le test de rétention durant lequel une copie de 1’objet vu précédemment et un nouvel

objet lui sont présentés aux mémes positions.

Figure 27: Représentation schématique de la tdche de reconnaissance d’objet

(D’aprés Ameen-Ali et al., 2015)

Acquisition Test de rétention

0 0 fi| 0

*= objet nouveau

Les procédures expérimentales utilisées pour la tdche de reconnaissance d’objet
varient entre laboratoires. Plusieurs paramétres sont modifiables tels que, le nombre d’objets
présenté, le nombre d’essais, la durée de la phase d’acquisition ou encore le délai entre la
phase d’acquisition et le test de rétention. Classiquement, le rongeur réalise deux essais par
jour qui consistent en une phase d’acquisition et un test de rétention (Dere et al., 2005a,
2005b), et des périodes de trois minutes sont souvent utilisées pour la phase d’acquisition et
le test de rétention (Norman and Eacott, 2004; Barker and Warburton, 2011). Certaines
¢tudes optent pour des phases d’acquisition plus longues d’une durée de 15 minutes (Ainge et
al., 2006). Le temps d’exploration d’un objet a I’acquisition est positivement corrélé avec le

degré de discrimination entre les objets lors du test de rétention (A4/basser et al., 2009). De ce
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fait, I’allongement de la durée de la phase d’acquisition servirait a renforcer la prise
d’informations sur les objets exposés dans le champ ouvert et a améliorer ainsi les
performances de 1’animal. Le délai entre la phase d’acquisition et le test de rétention serait
¢galement en lien avec la force de la trace mnésique pour les objets familiers, qui diminuerait
avec de plus longs délais, réduisant de ce fait la performance de discrimination dans la tache
de reconnaissance d’objet. De plus, la discrimination des objets nouveaux et familiers dépend
de la nature des objets présentés et du degré de similitude entre 1’objet nouveau et 1’objet

familier (Norman and Eacott, 2004).

La tache de reconnaissance d’objet est simple d’utilisation et les résultats sont
cohérents entre especes (Clark and Martin, 2005). L’exploration de 1’objet qui sert a évaluer
la mémoire de reconnaissance de I’animal est spontanée et ne nécessite aucun entrainement
préalable. De plus, cette tiche permet également de contourner les probléemes liés a la
restriction alimentaire imposée par d’autres tdches car la nouveauté de 1’objet est suffisante
pour induire un comportement exploratoire sans avoir besoin d’étre associée a une

récompense.

Malgré ses avantages, la tiche de reconnaissance d’objet présente également des
inconvénients basés sur 1’exploration spontanée des rongeurs. Cette spontanéité pourrait
induire une variabilité entre les performances comportementales des animaux sur des essais
individuels. De plus, des caractéristiques autres que la nouveauté de 1’objet pourraient
influencer le comportement exploratoire du rongeur, comme des éléments particuliers de
I’environnement autour du champ ouvert, le choix des objets et 1’intérét que portent les
animaux pour ces derniers. Ainsi, contrebalancer les objets nouveaux entre individus

permettrait de minimiser les différences d’exploration.
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Comme les taches de reconnaissance spontanée dépendent du comportement
exploratoire libre du rongeur, le stress pourrait changer, voire inhiber, la nature d’un tel
comportement et donc avoir des conséquences sur les performances (Yuan et al., 2009). En
effet, le stress peut induire un comportement de néophobie (Ennaceur et al., 2010). Ainsi de
faibles niveaux de stress, induits par exemple par la prise en main de 1’animal (souris prise par
la queue pour étre déposée dans le champ ouvert, puis récupérée suite a chaque phase du test),
seraient suffisants pour écarter le rongeur du stimulus nouveau, masquant ainsi sa capacité de
reconnaissance. Des données de la littérature soutiennent ce point de vue et suggerent que des
procédures particulieres de prise en main de 1’animal peuvent induire de I’anxiété et de
I’aversion, influengant ainsi les performances dans les taches comportementales (Hurst and

West, 2010).

La tiche spontanée de reconnaissance d’objet est également adaptée pour tester
d’autres formes de la mémoire de reconnaissance par 1’utilisation de nouveaux protocoles
avec de nouvelles combinaisons d’objets, des déplacements d’objets, des remplacements
d’objets et divers contextes (Ennaceur et al., 1997; Dix and Aggleton, 1999, Eacott and
Norman, 2004; Norman and Eacott, 2005; Langston and Wood, 2010). Des taches
spontanées, qui servent a évaluer des aspects différents de la mémoire de reconnaissance, sont
utiles pour I’investigation des différents types d’informations qui caractérisent une mémoire
épisodique. Ces taches permettent notamment de progresser dans la compréhension du réle de

diverses structures cérébrales dans chaque type d’information.
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Une premiére variante de la tache de reconnaissance d’objet permet d’évaluer la

mémorisation de la localisation spatiale des objets dans une tiche de déplacement d’objet

(Figure 28).

Figure 28: Représentation schématique de la tache de déplacement d’objet

(D ’aprés Ameen-Ali et al., 2015)

Acquisition

Test de rétention

O

O

O

*= objet déplacé

Durant la phase d’acquisition du test de déplacement d’objet, un rongeur est exposé a

deux objets différents dans un champ ouvert. Lors du test de rétention, I’un des deux objets

est déplacé a une nouvelle position au sein du champ ouvert, ou aucun objet n’a jamais été

rencontré précédemment. Les animaux témoins explorent 1’objet familier, occupant une

nouvelle place, plus souvent que I’objet familier occupant la méme place lors de 1’acquisition.

La tache de déplacement d’objet peut étre réalisée avec plus de deux objets. Dans le cadre de

ma theése, ce test a été réalisé avec trois objets, dont un seul est déplacé lors du test de

rétention.
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Remplacement d’objet

Une tache alternative de remplacement d’objet (Eacott and Norman, 2004, Ameen-
Ali et al., 2012; Davis et al., 2013) (Figure 29) implique I’exploration de deux objets
différents dans un champ ouvert durant la phase d’acquisition. Aprés un certain délai, durant
le test de rétention, deux copies identiques d’un seul des deux objets présentés durant la phase
d’acquisition sont présentées aux emplacements déja occupés par les objets lors de la phase

d’acquisition.

Figure 29: Représentation schématique de la tache de remplacement d’objet

(D’aprés Ameen-Ali et al., 2015)

Acquisition Test de rétention
*
A O 0 O
—

*= objet familier présent a une place qu’il n’occupait pas précédemment

L’exploration est préférentiellement orientée vers 1’objet familier présent a une place
qu’il n’occupait pas précédemment. Ce test permet ainsi 1I’étude de la mémoire pour

’association objet-place.
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Reconnaissance d’objet dans un contexte particulier

Les taches spontanées effectuées au sein d’un champ ouvert sont également utilisées

pour appréhender le réle du contexte dans la mémoire de reconnaissance (7igure 30).

Figure 30: Représentation schématique de la tdche de reconnaissance objet-contexte

(D ’aprés Ameen-Ali et al., 2015)

1% phase 2éme phase
d’acquisition d’acquisition Test de rétention

*= objet qui lors du test de rétention se situe dans un contexte différent de celui de la phase d’acquisition

Des indices contextuels environnementaux sont nécessaires a la mémoire épisodique.
Dix et Aggleton (Dix and Aggleton, 1999) ont cherché a évaluer la mémoire des objets
rencontrés dans des contextes particuliers. Pour ce faire, un rongeur est tout d’abord exposé a
deux copies identiques d’un méme objet dans un champ ouvert durant une premiere phase
d’acquisition. Lors d’une seconde phase d’acquisition, I’animal est exposé a deux copies
d’objets différents de ceux présentés précédemment et dans un champ ouvert différent
(contexte différent). Pendant le test de rétention, le rongeur est placé dans ’un des champs
ouverts en présence d’un exemplaire de chacune des deux sortes d’objets rencontrés lors des
phases d’acquisition. Dans ce test, ’animal explore préférentiellement la nouvelle
configuration objet-contexte (préférence pour I’objet qui lors du test de rétention se situe dans

un contexte différent de celui de la phase d’acquisition).
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Dimension temporelle de la mémoire de reconnaissance

Il est important de noter que la mémoire épisodique, en plus de son caractere spatial,

implique également une dimension temporelle (Figure 31).

Figure 31: Représentation schématique de la tache de reconnaissance d’objet dans sa dimension temporelle

(D ’aprés Ameen-Ali et al., 2015)

1% phase 2éme phase

d’acquisition d’acquisition Test de rétention

*= objet exploré depuis plus longtemps

Chez le rongeur, la caractéristique temporelle de la mémoire de reconnaissance peut
étre testée dans un champ ouvert avec deux copies d’'un méme objet que 1’animal peut
explorer librement dans une premicre phase d’acquisition, et deux copies d’un objet différent
présentées durant une seconde phase d’acquisition. Lors du test de rétention, une copie de
chaque objet est présentée. Classiquement, le rongeur passe plus de temps a explorer 1’objet
présenté durant la premiére phase d’acquisition et non la seconde, car il a été exploré depuis

plus longtemps et parait alors moins familier.
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6.5.4. Structures cérébrales impliquées dans la mémoire de
reconnaissance
Plusieurs structures cérébrales siégeant au sein du lobe temporal médian sont
impliquées dans la mémoire de reconnaissance (Aggleton and Brown, 1999; Yonelinas and
Levy, 2002). Les interactions entre le cortex périrhinal, le cortex postrhinal, le cortex
entorhinal et I’hippocampe sont essentielles pour les mémoires associatives basées sur des

objets chez le rongeur comme chez ’'Homme (Vilberg and Davachi, 2013).

Reconnaissance d’objet

Le cortex périrhinal est particulierement impliqué dans la mémoire de reconnaissance
d’objet et est essentiel a la discrimination d’objets entre eux (Kesner et al., 2001, Bachevalier
and Nemanic, 2008). Cette structure cérébrale est spécifiquement impliquée dans les
processus d’acquisition et de consolidation nécessaires a ce type de mémoire de
reconnaissance (Brown et al., 2010). Des rats aux cortex entorhinaux lésés sont toujours
perturbés dans les taches de reconnaissance d’objet (Winters et al., 2004). En interaction avec
le cortex périrhinal, le cortex préfrontal médian (Warburton and Brown, 2010) est également
impliqué dans les mécanismes qui sous-tendent la mémoire de reconnaissance d’objet. En
revanche, de nombreuses études n’ont reporté aucun effet néfaste sur ce type de mémoire
suite a des Iésions de I’hippocampe (Mumby et al., 2002; Winters et al., 2004, Forwood et al.,
2005; Good et al., 2007; Langston and Wood, 2010, Barker and Warburton, 2011), bien que
certaines aient relevé des atteintes apres de longs délais (Clark et al., 2000, Hammond et al.,
2004, Stackman et al., 2016). Les explications possibles face a 1’incohérence des données
d’une étude a l’autre sur I’implication de I’hippocampe dans la tiche de reconnaissance
d’objet seraient a mettre en lien notamment avec 1’étendue de la 1ésion et le mode de Iésion
(électrolytique versus neurotoxique) de cette structure cérébrale.
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Déplacement d’objet

A T’inverse de la tache de reconnaissance d’objet, la tiche de déplacement d’objet est
dépendante de I’hippocampe car des rats ayant subi des Iésions de cette structure cérébrale
(Save et al., 1992) sont incapables d’effectuer ce test avec succes. D’un autre coté, des rats au
cortex périrhinal 1ésé conservent une mémoire intacte pour déceler le déplacement d’objet
(Barker and Warburton, 2011). Par conséquent, le cortex périrhinal n’est pas nécessaire a
I’obtention de bonnes performances dans la tiche de déplacement d’objet (Barker and
Warburton, 2011). Le cortex postrhinal est plus particuliérement impliqué dans la localisation
spatiale des objets, et I’hippocampe lorsqu’il y a association entre 1’objet, sa position et/ou le
contexte (Bachevalier and Nemanic, 2008). En effet, chez le Rat, la présentation d’un objet
inconnu activerait fortement le cortex périrhinal, tandis qu’une nouvelle configuration
d’objets familiers produirait une activation neuronale significativement plus importante du
cortex postrhinal et du champ ammonique CA1 de I’hippocampe (Wan et al., 1999). De ce
fait, I’hippocampe serait impliqué dans le traitement des informations essentielles a la
mémoire de reconnaissance de réarrangements d’items familiers, alors que le cortex périrhinal

traiterait des informations nécessaires a la mémoire de reconnaissance d’items individuels.

Remplacement d’objet

Le cortex périrhinal serait impliqué dans la tiche de remplacement d’objet avec quatre
objets (Dix and Aggleton, 1999, Bussey et al., 2000, Barker et al., 2007). En revanche, il ne
serait pas impliqué dans la version de ce test avec deux objets (Eacott and Norman, 2004). De
plus, il est possible que 1I’étendue de la lésion du cortex périrhinal explique les différents

résultats selon le protocole de la tache de remplacement d’objet utilisé¢. En effet, Barker et

collaborateurs (Barker et al., 2007) et Bussey et collaborateurs (Bussey et al., 2000) ont
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analysé les effets de lésions quasiment complétes et bilatérales du cortex périrhinal, alors
qu’Eacott et Norman (Eacott and Norman, 2004) se sont limités a la partie caudale du cortex

périrhinal.

L’implication de I’hippocampe dans la tiche de remplacement d’objet est
controversée. Alors que certaines études mettent en évidence une perturbation dans la
réalisation de ce test suite a des l1ésions de 1’hippocampe (Mumby et al., 2002), d’autres ne
rapportent aucun déficit (Langston and Wood, 2010). Langston et Wood (Langston and
Wood, 2010) suggerent que la procédure expérimentale adoptée peut conduire certaines
versions de la tache de remplacement d’objet a étre indépendantes de I’hippocampe
(Eichenbaum et al., 1990). Dépendamment des protocoles utilisés, I’environnement pourrait
étre orienté ou non pour I’animal. A titre d’exemple, dans une version du test dans laquelle le
point d’entrée de 1’animal dans le champ ouvert différe entre chaque essai, des rats ayant subi
des 1ésions de I’hippocampe ne parviennent pas a accomplir la tiche, comparativement a leurs
bonnes performances enregistrées lorsque le point d’entrée reste toujours le méme et
qu’aucun indice ne permet a I’animal de s’orienter dans le champ ouvert (Langston and
Wood, 2010). Le test de remplacement d’objet ne dépendrait donc de I’hippocampe que
lorsque I’environnement est orienté. Ainsi, I’hippocampe fournirait des informations sur
I’environnement nécessaires pour la réalisation des taches de déplacement et de remplacement

d’objet dans un contexte orienté.

La partie latérale du cortex entorhinal participerait également aux associations des
objets avec leur emplacement et avec le contexte environnemental global (Wilson et al.,
2013a, 2013b). En effet, des enregistrements €lectrophysiologiques effectués dans le cortex
entorhinal latéral chez le Rat révelent 1’existence de cellules qui codent pour 1I’emplacement
des objets et pour les emplacements précédemment occupés par ces objets (7sao et al., 2013).

La Iésion du cortex entorhinal médian, quant a elle, induirait principalement des déficits de
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localisation d’objet, tandis que la 1ésion du cortex entorhinal latéral perturberait a la fois les

traitements spatiaux et non-spatiaux des objets (Van Cauter et al., 2013).

Reconnaissance d’objet dans un contexte particulier

De lourdes altérations dans la tdche de reconnaissance objet-contexte, avec un court
délai de deux minutes, sont mises en évidence suite a des l1ésions du cortex postrhinal. En
revanche, les rongeurs au cortex périrhinal 1ésé sont capables d’effectuer ce test a de courts
délais, mais sont toutefois moins performants a des délais plus longs. Ces découvertes
soulignent I’implication du cortex postrhinal dans la mémoire de reconnaissance de la
configuration des objets dans un contexte particulier, suggérant ainsi une double dissociation
entre les cortex périrhinal et postrhinal. En effet, les animaux au cortex périrhinal 1ésé sont
déficitaires dans I’identification d’objet (tdche de reconnaissance d’objet; (Norman and
Eacott, 2004)), mais aucunement dans la reconnaissance d’objet dans leur contexte
d’exposition a de courts délais (tiche de reconnaissance objet-contexte; (Norman and Eacott,
2005)). De ce fait, les rongeurs ayant subi des 1ésions du cortex postrhinal sont déficitaires
dans la tiche objet-contexte, mais aucunement dans la tdche de reconnaissance d’objet

(Norman and Eacott, 2005).

L’implication de I’hippocampe dans la tiche de reconnaissance objet-contexte est
discutée. Langston et Wood (Langston and Wood, 2010) suggerent un manque d’implication
de I’hippocampe dans ce test car des rongeurs aux hippocampes 1€sés présentent de bonnes
performances. 4 contrario, d’autres études démontrent que les rongeurs ayant subi des 1ésions
de ’hippocampe sont perturbés dans la tiche de reconnaissance objet-contexte (Mumby et al.,
2002). Afin d’expliquer ces résultats contradictoires, Langston et Wood (Langston and Wood,

2010) suggerent que I’implication de 1’hippocampe dans la tiche de reconnaissance objet-

102



Introduction Générale — 6. Mémoire

contexte serait déterminée par le contexte, par exemple a travers des caractéristiques
proximales au sein du champ ouvert (le sol, les murs), ou a travers des caractéristiques
distales qui définissent I’environnement externe du champ ouvert (utilisation de différentes
pieces de test). Ainsi, I’hippocampe ne serait pas nécessaire lorsque le test implique
I’environnement immédiat. En effet, des rats aux hippocampes 1ésés sont capables de réaliser
la tache objet-contexte lorsque celle-ci implique 1’utilisation d’indices proximaux, mais des
déficits sont observés lorsque les rongeurs doivent utiliser des indices distaux de la piece

expérimentale (A/basser et al., 2013).

Dimension temporelle de la mémoire de reconnaissance

Enfin, la dimension temporelle de la mémoire de reconnaissance serait affectée suite a
des Iésions de I’hippocampe (Barker and Warburton, 2011). Cette tache dépendrait également
des cortex périrhinal et préfrontal médian (Mitchell and Laiacona, 1998; Hannesson et al.,

2004, Barker et al., 2007; Barker and Warburton, 2011).

6.5.5. Mémoire de reconnaissance: deux voies distinctes du
traitement de I’information
Eichenbaum et collaborateurs (Eichenbaum et al., 2007) ont émis I’hypothése de
I’implication de deux voies distinctes dans le traitement de l’information pour la

mémoire de reconnaissance (Figure 32).

Une premicre voie relierait la majorit¢ des aires néocorticales associatives
multimodales (cortex associatif temporal, cortex cingulaire antérieur, régions sensorielles,
amygdale étendue) au cortex périrhinal qui lui, projetterait au cortex entorhinal latéral. Cette

voie coderait pour des informations sensorielles nécessaires a 1’identification de
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caractéristiques propres a un objet et serait ainsi impliquée dans le traitement du « quoi »
(pour le « what » - ventral stream en anglais). Une deuxiéme voie relierait quant a elle des
aires néocorticales associatives spatiales (cortex pariétal et rétrosplénial, aires visuelles) au
cortex postrhinal qui lui, projetterait au cortex entorhinal médian. Cette voie traiterait plutot
des informations de nature spatiale « out » (pour le « where » - dorsal stream an anglais). Au
final, ces deux voies convergent en direction des champs ammoniques et du gyrus denté de
I’hippocampe et du subiculum afin d’y méler les informations du « quoi» et du «ou»,

permettant 1’association entre la nature de 1’objet et sa position.

Figure 32: Représentation schématique simplifiée des connexions anatomiques entre les aires néocorticales, la
région parahippocampique et la formation hippocampique dans la mémoire de reconnaissance

(D aprés Eichenbaum et al., 2007)

Quoi?
Voie non-spatiale

Aires associatives

Aires néocorticales corticales —>
multimodales
s I ~ i
Région ,
. 8 . b Cortex peérirhina —
Parahippocampique
\_ 1 Y,
e N\ 1
Cortex entorhina
atera
\ y,

Formation - /
hippocampique

Cornes dAmmon, Gyrus Denté et Subiculum

104



Introduction Générale — 7. Formation hippocampique

7. Formation hippocampique

Dans les années 1950, un patient Américain du nom de Henry Molaison, plus connu
sous ses initiales H.M., subissait une opération chirurgicale du cerveau consistant en une
résection bilatérale des lobes temporaux médians, afin de traiter une épilepsie sévere (Scoville
and Milner, 2000). Suite a son opération, 1’épilepsie du patient H.M. était nettement
améliorée, mais il était incapable de former de nouveaux souvenirs épisodiques (amnésie
antérograde). Des expériences ultérieures ont eu pour but d’identifier les structures cérébrales
du lobe temporal médian responsables de ces problémes de mémoire (Colen and Squire,
1980). Les structures réséquées incluaient notamment, les champs ammoniques de
I’hippocampe proprement dit, le gyrus denté, le subiculum et le cortex entorhinal, ¢’est-a-dire

toute la formation hippocampique.

7.1. Organisation anatomique de la formation hippocampique

La formation hippocampique, localisée au sein du lobe temporal médian, joue un
role central dans la mémoire spatiale et certaines formes de mémoires de reconnaissance. Les
structures cérébrales qui la constituent sont, I’hippocampe proprement dit (qui comprend les
champs ammoniques CAl, CA2, CA3 et CA4), le gyrus denté, le complexe subiculaire
(formé du subiculum, du présubiculum et du parasubiculum) et le cortex entorhinal. Selon sa
connectivité intrinséque, la formation hippocampique recoit une vaste quantité d’informations
sensorielles multimodales principalement au niveau du cortex entorhinal. De fagon
réciproque, la formation hippocampique est elle-aussi connectée a ces aires néocorticales
associatives, ainsi qu’a des structures sous-corticales limbiques (Amaral and Witter, 1989;

Schultz and Engelhardt, 2014).
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7.1.1. Hippocampe

Historique

En 1587, ’anatomiste vénitien Giulio Cesare Aranzio fut le premier a employer le
terme « hippocampe » pour désigner la structure cérébrale dont la morphologie ressemble au
cheval de mer Hippocampus sp. (Figure 33). En 1732, cette méme structure fut également
comparée aux cornes de bélier par I’anatomiste danois Jacob Winslow sous le terme « cornus
Ammonis » en référence au dieu grec Zeus Ammon et au dieu égyptien Ammon qui portaient
une coiffe avec des cornes de bélier. De nos jours, les cornes d’Ammon (CA) sont utilisées
pour désigner les champs ammoniques CA1, CA2, CA3 et CA4 de I’hippocampe proprement

dit.

Figure 33: Ressemblances morphologiques entre un hippocampe humain (a gauche) et
I’animal marin Hippocampus sp. (a droite)

(Image tirée du site internet Wikipédia, https://fr.wikipedia.org/wiki/Hippocampe_(cerveau))
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Différences anatomiques entre espéces animales

L’ hippocampe est une structure télencéphalique logée dans le lobe temporal médian de
chaque hémisphére cérébral. Cette structure est retrouvée dans le cerveau de tous les
mammifeéres. Cependant, méme si des similitudes anatomiques existent entre especes
animales, il demeure des variations architecturales a prendre en considération selon le modele

d’étude (Figure 34).

Figure 34: Comparaison de ’anatomie de I’hippocampe entre le rongeur, le primate non-humain et I’ Homme

(D’aprés Strange et al., 2014)
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a. lllustrations schématiques de [’orientation de [’hippocampe selon son axe longitudinal chez le Rongeur, le
Primate non-humain et I’Homme. L’axe longitudinal est décrit comme ventro-dorsal chez le Rongeur et antéro-
postérieur chez les Primates (également appelé rostro-caudal chez les primates non-humains). La partie dorsale
(ou postérieure) de I’hippocampe est positionnée a proximité du cortex rétrosplénial et la partie ventrale (ou
antérieure) a proximité de I’amygdale. Une rotation de 90 degrés est nécessaire pour I’hippocampe de Rongeur
afin qu’il puisse avoir la méme orientation que celui des Primates.

b. Positionnement de [’hippocampe (en rouge) et du cortex entorhinal (EC) (en bleu) dans le cerveau de
Rongeur, de Primate non-humain et d’Homme.

¢. Différentes couches de I’hippocampe chez le Rongeur, le Primate non-humain et [’'Homme selon la coloration
de Nissl.
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Abréviations: A: antérieur, C: caudal, CAl, CA2 et CA3 : cornes d’Ammon 1, 2 et 3, D: dorsal, DG: gyrus
denté, EC: cortex entorhinal, L: latéral, M: médian, P: postérieur, R: rostral, V: ventral.

L’orientation, la courbure et la position globale de I’hippocampe dans le cerveau
varient entre especes animales. Chez les espéces au lobe temporal développé, 1’hippocampe
est positionné plus antérieurement et ventralement (cas du primate non-humain et de
I’Homme). Chez le rongeur, I’hippocampe arbore une forme de « C » et est positionné plus
caudalement. Cependant, cette différence de position de I’hippocampe entre especes animales
n’altére en rien ses caractéristiques principales et ses relations topographiques avec les autres

structures cérébrales.

Organisation anatomique

L’hippocampe est constitué¢ de deux parties qui s’imbriquent comme deux « U »: les

champs ammoniques CA (I’hippocampe proprement dit) et le gyrus denté (Figure 35).

Selon la nomenclature de Lorente de No datant de 1934, les champs ammoniques CA
sont subdivisés en champs CA1, CA2, CA3 et CA4. Le champ CA4 est confus car ce dernier
est formé de la couche polymorphe (ou hile) du gyrus denté et de la portion intercalée de la
couche de cellules pyramidales de CA3. Le manque de caractéristiques cytoarchitecturales qui
permettent de faire la distinction entre les neurones pyramidaux de CA3 ceux de CA4 pousse

a regrouper ces deux champs ammoniques sous le terme de CA3 (/nsausti et al., 1995).

L’ hippocampe proprement dit est une structure cérébrale stratifiée. Sa strate la plus
superficielle est appelée stratum oriens. Cette couche repose sur la stratum pyramidale qui
tire son nom des cellules pyramidales qui la composent. Les dendrites basales de ces cellules

pyramidales logent au sein de la stratum oriens. Leurs dendrites apicales, quant a elles,

108



Introduction Générale — 7. Formation hippocampique

cheminent en premier lieu dans la stratum radiatum, située juste en-dessous de la stratum
pyramidale, puis s’enfoncent dans la stratum lacunosum moleculare, la couche la plus
profonde de I’hippocampe proprement dit. Chez le rongeur et le primate non-humain, une
couche supplémentaire peut étre identifiée dans le champ ammonique CA3, la stratum
lucidum, située entre la stratum pyramidale et la stratum radiatum, et principalement formée
de faisceaux de fibres moussues en provenance du gyrus denté. Cette couche est difficile a
mettre en évidence chez I’Homme car les fibres moussues sont présentent en trop grand

nombre et traversent la stratum pyramidale.

Le gyrus denté renferme principalement des cellules granulaires qui donnent leur nom
a la couche granulaire. Ces cellules granulaires ont un soma arrondi, une dendrite apicale
touffue et des dendrites basales éparses. La couche granulaire du gyrus denté est divisée en
deux parties, la couche granulaire supérieure et la couche infragranulaire. Ces deux couches
granulaires entourent la couche polymorphe, ou hile, du gyrus denté qui renferme notamment
les axones des cellules granulaires appelés fibres moussues. Au-dessus de la couche
granulaire supérieure se situe la couche moléculaire du gyrus denté qui renferme les dendrites

apicales des cellules granulaires et leurs afférences (Amaral et al., 2007).

Le subiculum est la principale voie de sortie des informations hippocampiques et est
compos¢ de trois strates: une couche de cellules pyramidales en son centre, assise sur une
couche fibreuse et surplombée par une couche moléculaire. De plus, le subiculum peut étre
divisé en deux sous-couches cellulaires: externe ou superficielle (a proximité de la stratum

radiatum) et interne ou profonde (en regard de la stratum oriens).
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Figure 35: Représentations schématiques de la formation hippocampique et de la région parahippocampique
du cerveau de rat

(D ’aprés van Strien et al., 2009)
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Abréviations: A35 et A36: aires de Brodmann correspondant au cortex périrhinal, CAl: cornu ammonis 1, CA2:
cornu ammonis 2, CA3: cornu ammonis 3, DG: gyrus denté, dist: distal, dl: partie dorso latérale du cortex
entorhinal, gl: couche granulaire, LEA: cortex entorhinal médian, luc: stratum lucidum, MEA: cortex entorhinal
latéral, ml: couche moléculaire, or: stratum oriens, PaS: parasubiculum, prox: proximal, PrS: présubiculum,
pyr: stratum pyramidale, rad: stratum radiatum, slm: stratum lacunosum moleculare, Sub: subiculum, vm:
partie ventro-médiane du cortex entorhinal.

7.1.2. Cortex entorhinal

Historique

Les termes « cortex entorhinal » signifient «a Dintérieur du cortex rhinal » et
dérivent du fait que cette structure cérébrale est partiellement jointe au sillon rhinal. Ramon y
Cajal, dans son étude sur les fondements de I’anatomie du systéme nerveux datant de 1902,
décrit cette partie particuliere du lobe temporal postérieur profondément connectée a
I’hippocampe et a d’autres structures de la formation hippocampique. Il y suggere que le

cortex entorhinal fasse partie du systéme olfactif impliqué dans le traitement des odeurs.
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Organisation anatomique

Chez le rongeur, le cortex entorhinal est divisé en deux sous-régions: le cortex
entorhinal latéral ct le cortex entorhinal médian (Kerr et al., 2007, Canto et al., 2008a).
Le cortex entorhinal latéral est localisé dans la partie latérale antérieure du cortex entorhinal,
tandis que le cortex entorhinal médian est situé¢ dans la partie médiane postérieure du cortex
entorhinal (van Strien et al., 2009). La séparation du cortex entorhinal en deux sous-régions
distinctes repose sur plusieurs critéres: les types neuronaux qui les composent, la forme, la
taille et le degré de compaction des cellules (Krieg, 1946), ainsi que les connexions qui les

relient aux autres structures cérébrales (Witter et al., 2000a, 2000b).

Le cortex entorhinal, tout comme 1’hippocampe, est une structure cérébrale stratifiée,
composée de six couches. Les couches I et IV sont relativement dépourvues de neurones. Les
neurones présents en plus grand nombre dans le cortex entorhinal et qui constituent la
principale source de sortie de cette structure cérébrale en direction d’une multitude de
structures corticales et sous corticales, sont les cellules pyramidales et les cellules étoilées
(également appelées cellules en éventail dans le cortex entorhinal latéral) (Canto et al.,
2008b). Ces neurones utilisent principalement le glutamate comme neurotransmetteur
excitateur. Les cellules qui batissent les connexions intrinséques locales au sein du cortex
entorhinal sont des interneurones qui utilisent principalement I’acide gamma-amino-butyrique

(GABA) comme neurotransmetteur inhibiteur.

Le cortex entorhinal joue un role central dans I’intégration d’informations sensorielles
de différentes natures en des représentations mnésiques plus élaborées (Eichenbaum et al.,
2007; Tsao et al., 2013). Les entrées corticales ciblent principalement les neurones des

couches II et III du cortex entorhinal. Le champ ammonique CAl, le subiculum, et les cortex
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cingulaire antérieur, prélimbique, infralimbique et rétrosplénial, ciblent les couches V et VI
du cortex entorhinal. Les entrées sous-corticales en provenance de 1’amygdale, du septum, du
thalamus et du tronc cérébral ont, quant a elles, une distribution diffuse sur le cortex
entorhinal. En retour, le cortex entorhinal est a I’origine de connexions corticales réciproques
¢largies et de projections sous corticales en direction de I’amygdale, du septum, du striatum et

du thalamus.

Le cortex entorhinal médian regoit des entrées véhiculant principalement des
informations de nature spatiale en provenance du cortex postrhinal et le cortex entorhinal
latéral recoit des informations li€es aux caractéristiques propres d’un objet de la part du cortex
périrhinal (van Strien et al., 2008; Deshmukh and Knierim, 2011; Ranganath and Ritchey,
2012; Knierim et al., 2014). Les différentes données récoltées par les cortex entorhinaux
médian et latéral concordent avec une spécialisation fonctionnelle portée par différents types
de neurones (Eichenbaum and Lipton, 2008; Lipton and Eichenbaum, 2008). Les cellules de
la grille (Hafiing et al., 2005) qui codent pour la géométrie de I’environnement, si¢gent
préférentiellement dans la couche II et en moindre mesure dans les couches III et V du cortex
entorhinal médian. Les cellules de la grille présentes dans les couches III et V s’entremélent
avec les cellules qui codent pour la direction vers laquelle 1’animal oriente son regard, les
cellules de direction de la téte (Sargolini et al., 2006) et avec les cellules qui codent pour les
limites de I’environnement, les cellules de bordure (Savelli et al., 2008, Solstad et al., 2008).
Plus récemment, des cellules qui codent pour la vitesse de déplacement de 1’animal ont été
mises en évidence dans le cortex entorhinal médian. Les neurones du cortex entorhinal latéral
présentent peu de propriétés spatiales (Hargreaves et al., 2005) et répondent a des stimuli
olfactifs, tactiles et visuels (Eichenbaum et al., 2007). Méme si le cortex entorhinal est séparé

en deux parties fonctionnellement distinctes, les connexions qui relient ses deux parties sont
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importantes. Ainsi, les neurones du cortex entorhinal pourraient traiter a la fois des

caractéristiques propres de 1’objet et de sa position (Eichenbaum et al., 2007).

Les fonctions du cortex entorhinal sont modulées par des entrées sous-corticales en
provenance du thalamus et des entrées cholinergiques du septum médian et de la bande
diagonale de Broca. De hauts niveaux d’acétylcholine fournissent la dynamique appropri¢e
pour faciliter le stockage d’informations, alors que 1’abolition des entrées cholinergiques en
direction du cortex entorhinal interfére de fagon dramatique avec les performances mnésiques
chez I’animal (Hasselmo, 2006). Ces entrées sous-corticales jouent également un role
essentiel dans 1’émergence d’une activité oscillatoire, un composant essentiel aux fonctions

du cortex entorhinal (Mitchell et al., 1982, Lopes da Silva et al., 1990).

7.2. Connexions entre le cortex entorhinal et I’hippocampe

Le cortex entorhinal constitue le principal relais d’informations entre le néocortex et
I’hippocampe (Murioz and Insausti, 2005). L hippocampe regoit la plupart de ses entrées
corticales de la part du cortex entorhinal (Amaral and Witter, 1989; Witter and Amaral,
1991). En effet, alors que la partie du cortex entorhinal la plus proche de la fissure rhinale se
connecte de facon préférentielle avec la partie dorsale (rongeur) ou postérieur (Homme et
primate non-humain) de I’hippocampe, la portion du cortex entorhinal plus distale par rapport
a la fissure rhinale se connecte a la partie ventrale (rongeur) ou antérieure (Homme et primate

non-humain) de I’hippocampe (Witter et al., 2000a, 2000b).

Deux circuits distincts participent a la connexion entre le cortex entorhinal et CAl:
I’un indirect originaire de la couche II et ’autre direct originaire de la couche III du cortex
entorhinal et donnant respectivement naissance aux circuits tri-synaptique (couche II du

cortex entorhinal = gyrus denté - CA3 - CAl) et mono-synaptique (couche III du cortex
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entorhinal - CALl et subiculum). Ces deux circuits influencent différemment ’activité de
CAl. Le circuit tri-synaptique semble étre reli¢ a 1’acquisition de nouvelles informations,
alors que le circuit monosynaptique serait plutdt considéré comme renforgateur des

informations déja établies (Cohen and Squire, 1980).

Les entrées de I’hippocampe proviennent principalement des couches II et III du
cortex entorhinal et empruntent la voie perforante. Cette voie peut étre subdivisée en deux
systémes de projection, la voie perforante latérale originaire du cortex entorhinal latéral et la

voie perforante médiane issue du cortex entorhinal médian (Figure 36).

Les cellules de la couche II du cortex entorhinal projettent vers le gyrus denté, CA3 et
CA2. Plus précisément, les cellules de la couche II du cortex entorhinal latéral projettent au
tiers supérieur de la couche moléculaire du gyrus denté et a la moitié supérieure de la stratum
lacunosum moleculare de CA3, alors que les cellules de la couche II du cortex entorhinal
médian établissent des connexions avec le tiers central de la couche moléculaire du gyrus

denté et la moitié inférieure de la stratum lacunosum moleculare de CA3.

Les cellules de la couche III du cortex entorhinal projettent vers CA1 et le subiculum.
Plus précisément, les cellules de la couche III du cortex entorhinal latéral projettent dans la
partie distale de CAL1 et la partie proximale du subiculum, alors que les cellules de la couche
IIT du cortex entorhinal médian se connectent avec la partie proximale de CA1 et distale du
subiculum. Les axones de la couche III du cortex entorhinal forment des synapses sur la
portion la plus distale des dendrites apicales des cellules pyramidales de la stratum lacunosum

moleculare de CA1l.

Chez le primate, les neurones de la couche V du cortex entorhinal projettent également

vers CA1 et le subiculum, et ceux de la couche VI projettent vers le gyrus denté et CA3.
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Cependant, ces deux derniers types de projections apparaissent en moindre quantité en

comparaison a celles des couches superficielles (Witter et al., 2000b).

Figure 36: Connectique de la formation hippocampique

(D’apres Llorens-Martin et al., 2014)
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Les axones des neurones granulaires du gyrus denté sont appelés fibres moussues et
forment des synapses avec les cellules polymorphes du gyrus denté et avec les neurones
pyramidaux du champ ammonique CA3 de I’hippocampe proprement dit. Les cellules
pyramidales de CA3 projettent en retour en direction du gyrus denté et représentent également
un systéme afférent majeur vers CAl a travers les collatérales de Schaffer qui forment des
synapses sur les dendrites apicales de la stratum radiatum et basales de la stratum oriens des
neurones pyramidaux de CAl (Amaral and Witter, 1989). De plus, CA3 est le seul champ a
contenir des connexions récurrentes. En effet, les connexions majoritaires des neurones de
CA3 proviennent de fibres spécifiques de CA3 appelées fibres auto-associatives (Wilson et
al., 2006). Les cellules pyramidales de CAl innervent principalement le subiculum et les
couches IV et VI du cortex entorhinal. Enfin, les neurones du subiculum, tout comme ceux du
présubiculum et du parasubiculum, projettent en direction des couches IV et VI du cortex

entorhinal (Witter, 2007).
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Plus récemment, le champ ammonique CA2 de I’hippocampe proprement dit a été
montré comme ayant un role important dans la circuiterie hippocampique et les fonctions
mnésiques chez la Souris (Chevaleyre and Siegelbaum, 2010, Jones and McHugh, 2011; Cui
et al., 2013; Rowland et al., 2013). Selon ces études, les neurones du gyrus denté et de CA3
projettent ¢galement vers CA2, qui en retour se connecte principalement avec CAl. Plus
précisément, les axones des cellules pyramidales de CA2 terminent dans la stratum oriens et
la stratum radiatum de CA1. De plus, CA3 et CA2 sont mutuellement connectées (Kohara et
al., 2014). Finalement, CA2 regoit des informations de la couche II du cortex entorhinal et

projette en retour vers cette méme couche, ainsi que vers CA3 et CAl.

7.3. Formation hippocampique et maladie d’ Alzheimer

La formation hippocampique, une région cérébrale profondément impliquée dans la
mémoire épisodique, est connue pour subir des changements au fil de ’age et de la
progression de la MA. Des études de neuroimagerie ont montré que les premicres altérations
sont synaptiques et affectent les faisceaux vulnérables de la substance blanche comme la voie
perforante. Ces atteintes sont suivies par des dégradations structurales dans la région
transentorhinale, puis par une neurodégénérescence de I’hippocampe suite a une

déafférentation des entrées en provenance du cortex entorhinal (Leal and Yassa, 2013).

Le peptide AP et la protéine Tau emprunteraient des connexions anatomiques pour
faciliter leur progression (Lace et al., 2009, Jucker and Walker, 2013) en privilégiant la voie
« transentorhinale ». Les DNFs, qui seraient fortement corrélés avec les symptomes cliniques
de la MA, emprunteraient ce chemin afin de se développer en premier lieu dans le cortex
entorhinal avant de coloniser 1’hippocampe (Didic et al., 2011). L’altération de la mémoire

épisodique dans les premiers stades de la pathologie corréle avec D’atteinte du cortex
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entorhinal (Braak and Braak, 1992). Au sein du cortex entorhinal, la vulnérabilité face a
I’émergence de la MA ne serait pas distribuée de facon homogene et différerait entre les
cortex entorhinaux latéral et médian (Khan et al., 2014). 1l semblerait que les changements
initiaux de la pathologie apparaissent en premier lieu dans la couche II du cortex entorhinal
latéral (Braak and Braak, 1955). En effet, la seconde strate du cortex entorhinal latéral serait
particulierement détériorée des les stades précliniques de la MA et subirait d’importantes
dégénérescences neuronales ainsi qu’une perturbation des connexions efférentes qui en

émergent. (Van Hoesen et al., 1991; Gomez-Isla et al., 1996).
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8. Activité oscillatoire

« Ce qu’aiment les Hommes, ce que tu aimes, ce n’est pas connaitre, ce n’est pas savoir, c’est osciller
entre deux vérités ou deux mensonges... »
(Jean Giraudoux)

Les processus cognitifs reposent sur un dialogue entre les structures cérébrales de la
formation hippocampique et d’autres structures cérébrales. Ces dialogues requicrent une
opération hautement coordonnée de multiples assemblées de neurones distribuées dans des
régions cérébrales distinctes. La communication entre ces différentes assemblées neuronales
parfois distantes est rendue possible grace a une activité rythmique et coordonnée de ces
populations neuronales qui donne lieu a des oscillations (/Vomelsdorf et al., 2007). Celles-ci
peuvent étre enregistrées par le biais de diverses techniques telles que
I’¢lectroencéphalographie et les potentiels de champs locaux (LFPs pour « Local Field
Potential » en anglais). Les LFPs dérivent des courants transmembranaires de populations
neuronales qui sont périodiquement synchronisées (Linevoll et al., 2013). Les fluctuations
rythmiques des potentiels électriques mesurées par ces techniques sont générées par la
sommation spatiale de potentiels synaptiques hautement synchronisés ayant lieu dans de

larges amas de neurones.

8.1. Différents types d’oscillations cérébrales

Différents types d’oscillations cérébrales peuvent étre distingués en
¢lectrophysiologie de par leurs plages de fréquence: delta (1 a 4 Hz), théta (4 a 12 Hz), alpha
(8 2 12 Hz) béta (15 a 30 Hz) et gamma (> 30 Hz). D’un point de vue fonctionnel, chacun de

ces rythmes est associé a un état cérébral particulier.
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Dans le cadre de ma thése, je me suis tout particulierement intéressée a deux types
d’oscillations cérébrales, les oscillations théta et gamma, retrouvées au sein du cortex
entorhinal et de I’hippocampe (Buzsaki, 2002; Colgin and Moser, 2010). Ces rythmes sont en
lien étroit avec les processus de mémorisation et fournissent des informations sur les

mécanismes impliqués dans la mémoire épisodique (Fell and Axmacher, 2011).

&.1.1. Oscillation théta

L’oscillation théta est présente durant le sommeil paradoxal et I’éveil actif ou attentif.
Elle joue un rdle crucial dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (Buzscki,
2002) a travers la modulation de la plasticité neuronale au sein de I’hippocampe et I’induction
de phénomenes de type LTP, une augmentation durable de ’activité synaptique qui constitue
I’un des substrats cellulaires de la mémoire. Le rythme théta permet de lier des assemblées de
cellules au sein d’une méme structure et entre différentes régions cérébrales (Seidenbecher et
al., 2003; Adhikari et al., 2010) car il dresse une fenétre temporelle propice aux dialogues et
aux modifications synaptiques, favorisant ainsi la consolidation et la récupération des
souvenirs. L’oscillation théta est également en lien avec les cellules pyramidales
hippocampiques qui codent pour les aspects spatio-temporels de I’environnement (/Huxter et

al., 2003).

Les propriétés de résonnance des cellules pyramidales (Pike et al., 2000, Stark et al.,
2013) et de certaines sous-populations d’interneurones (Maccaferri and McBain, 1996)
contribuent a I’émergence d’une activité oscillatoire théta hippocampique. Les interactions
locales du réseau, en lien avec une inhibition périsomatique des cellules pyramidales de la
stratum pyramidale du champ ammonique CA1 (Soltesz and Deschenes, 1993; Ylinen et al.,

1995) et les entrées excitatrices en provenance de CA3 (Kocsis et al., 1999, Buzsaki, 2002),
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contribuent a la formation de LFPs hippocampiques intrinséques. In vitro, sur des
préparations d’hippocampes intacts, il a ¢été montré D’existence de deux générateurs
intrinséques hippocampiques localisés a ’interface CAl/subiculum et dans CA3 (Goutagny et
al., 2009; Jackson et al., 2014). Une entrée excitatrice externe en provenance du cortex
entorhinal contribue également a la genése du rythme théta hippocampique (Kamondi et al.,
1998). De ce fait, ’oscillation théta hippocampique est le fruit de I’interaction entre

générateurs intrinseéques et extrinseques (Colgin, 2013).

8.1.2. Oscillations gamma

L’oscillation gamma, de fréquence comprise entre 30 et 120 Hz, synchronise les
potentiels d’action d’assemblées neuronales éparses qui traitent les mémes informations
(Buzsdaki and Wang, 2012). Le rythme gamma joue un role dans de multiples processus
cognitifs tels que la perception, I’attention et les processus mnésiques (mémoire de travail,
reconnaissance d’objets et de visages) (Yordanova et al., 1997a, 1997b; Tallon-Baudry et al.,
1998, Keil et al., 1999; Senkowski and Herrmann, 2002, 2002; Debener et al., 2003; Busch et

al., 2004, Gruber et al., 2004a, 2004b,; Miiller and Keil, 2004, Busch et al., 2006a, 2006b).

In vivo, le champ ammonique CA1 de I’hippocampe proprement dit présente trois
types d’oscillations gamma qui peuvent étre classées sur la base de la plage de fréquence avec
laquelle elles oscillent. L’oscillation gamma lente (SG pour « Slow Gamma » en anglais) de
fréquence 30-80 Hz est originaire du champ CA3 et se propage le long des collatérales de
Schaffer jusqu’a la stratum radiatum de CA1 (Csicsvari and Dupret, 2014). Au sein du cortex
entorhinal médian, une oscillation gamma rapide (FG pour « Fast Gamma » en anglais) de
fréquence 60-120 Hz est générée et se propage jusqu’a la stratum lacunosum moleculare de

CA1l (Colgin et al., 2009). Ces deux types d’oscillations gamma, lente et rapide, peuvent
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¢galement étre enregistrés dans la stratum pyramidale de CAl. Plus récemment, un troisiéme
type d’oscillation gamma a été mis en évidence et peut &tre généré intrinséquement dans la
stratum pyramidale de CAl (Schomburg et al., 2014). Ces oscillations gamma générées
localement ont une fréquence supérieure a 100 Hz et sont similaires a celles venant du cortex
entorhinal médian. Cependant, elles adoptent un profil spatio-temporel différent, suggérant la
présence d’un générateur intrinseque d’oscillations gamma au sein de CA1 (Butler et al.,
2016). Ce générateur local serait indépendant de D’activité d’autres régions cérébrales,
soulignant le fait que le champ ammonique CAl est capable de produire des oscillations

gamma a lui seul (Butler et al., 2016).

Des préparations in vitro sont utilisées afin d’en apprendre davantage sur le
mécanisme d’action des générateurs des oscillations hippocampiques (Butler and Paulsen,
2015). Les oscillations gamma du champ ammonique CA3 peuvent étre induites sur des
coupes hippocampiques par application d’un agoniste cholinergique, le carbachol (Fisahn et
al,, 1998), et celles du cortex entorhinal médian peuvent étre induites par la stimulation
optogénétique des cellules étoilées de cette structure cérébrale (Pastoll et al., 2013). Dans le
champ CAI, une forte excitation induite par une stimulation électrique tétanique (Whittington
et al., 1995), ou de hautes concentrations de kainate (7raub et al., 2003), peuvent donner lieu
a des oscillations gamma locales. Plus récemment, il a été montré que lorsque les connexions
entre CA1 et CA3 sont rompues, le carbachol induirait des oscillations gamma dans CAl

(Pietersen et al., 2014).

8.2. Couplage théta-gamma

Selon la théorie de Hebb, « les neurones qui déchargent en méme temps renforcent

leurs connexions ». Si I’on suit son idée, la synchronie des oscillations qui permet a des
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neurones de décharger dans la méme fenétre temporelle, serait donc nécessaire a la formation
d’une trace mnésique (Fell and Axmacher, 2011). Les activités oscillatoires lentes et rapides
ne sont pas indépendantes et interagissent entre elles, la phase des oscillations lentes (rythme
théta) modulant 1’amplitude des oscillations plus rapides (rythme gamma) (Buzsdki et al.,
1983). Ce phénomene, connu sous le nom de « couplage théta-gamma », controle finement
I’activité neuronale et est positivement corrélé aux processus cognitifs chez ’Homme
(Canolty et al., 2006, Hindel and Haarmeier, 2009; Axmacher et al., 2010a, 2010b, 2010c,
2010d), le primate (Canolty et al., 2010), le Rat (Tort et al., 2008, 2009) et la Souris (Wulff et
al., 2009). Plus spécifiquement, il est supposé que le couplage théta-gamma permettrait a des
régions cérébrales ¢loignées d’étre synchronisées afin de pouvoir communiquer. Ainsi, la
synchronisation des fréquences théta et gamma hippocampiques servirait a lier différents

¢léments de la mémoire épisodique (Colgin, 2015).

8.3. Balance excitation / inhibition

L’activité optimale des réseaux corticaux dépend d’un équilibre finement régulé entre
I’excitation synaptique des neurones pyramidaux et leur inhibition assurée par une vaste
diversit¢ d’interneurones inhibiteurs. Ce parfait équilibre entre excitation et inhibition est
fondamental au développement et au fonctionnement du cerveau (Scheyltjens and Arckens,
2016). La dynamique d’interaction entre neurones excitateurs et inhibiteurs permet au cerveau
de s’adapter et de répondre aux indices en provenance de I’environnement. En rompant
I’excitabilité corticale, les interneurones inhibiteurs fournissent une précision temporelle aux
décharges corticales, augmentent ainsi la qualité des entrées sensorielles (McBain and Fisahn,
2001; Whittington and Traub, 2003). L’inhibition est d’une grande importance pour assurer la
plasticité cérébrale lors du développement (Nys ef al., 2015) et a I’age adulte (Bolognini et al.,
2013). Un déséquilibre dans la balance excitation / inhibition est associé a des pathologies
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neurologiques comme 1’épilepsie (McBain and Fisahn, 2001) et peut séverement freiner le
fonctionnement normal du cerveau a tel point que cela peut engendrer des déficits cognitifs

(Fernandez et al., 2007, Cramer and Galdzicki, 2012).

8.4. Interneurones parvalbumine et somatostatine

Au sein de la formation hippocampique, il existe deux classes principales de neurones,
les neurones de projection et les interneurones. Les neurones de projection sont
principalement excitateurs (glutamatergiques) et incluent, les cellules pyramidales des champs
ammoniques CA de I’hippocampe proprement dit, les cellules granulaires du gyrus denté et
les cellules moussues du hile du gyrus denté. Les interneurones, quant a eux, sont
principalement inhibiteurs (GABAergiques) et ancrés dans un circuit local. Néanmoins, il
existe de petites populations de neurones GABAergiques de projection (Rockland and
Defelipe, 2012). De plus, les interneurones inhibiteurs n’ont pas uniquement pour cible les
cellules pyramidales mais également d’autres interneurones (Beierlein et al., 2003, Pfeffer et
al., 2013, Karnani et al., 2016a, 2016b). Les interneurones inhibiteurs sont minoritaires
(20%) en comparaison a I’abondante population de cellules excitatrices (80%), cependant ils
présentent une diversité beaucoup plus riche (Gonchar et al., 2007). Ces sous-populations
d’interneurones inhibiteurs peuvent ¢étre divisées sur la base de leurs propriétés
¢lectrophysiologiques et neurochimiques, de leurs diverses morphologies axonales et
dendritiques et des cibles avec lesquelles elles font synapse, soulignant de ce fait leurs roles
fonctionnels distincts dans les processus cérébraux (Markram et al., 2004; Burkhalter, 2008;

Druga, 2009, Rudy et al., 2011, 2011, Casale et al., 2015).

Les interneurones GABAergiques sont positionnés au centre des interactions entre

générateurs intrinséques et extrinséques propices a la genése d’une activité oscillatoire. Deux
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sous-populations d’interneurones sont considérées comme critiques dans la formation des
oscillations théta et gamma, les interneurones exprimant une protéine de liaison au calcium, la

parvalbumine (PV) et ceux exprimant le neuropeptide somatostatine (SOM).

Les interneurones PV-positifs englobent 40% des interneurones du néocortex. Ces
interneurones PV adoptent une morphologie en panier ou en chandelier. Les cellules en panier
ciblent le soma et les dendrites proximales des neurones pyramidaux. Les cellules en
chandelier, quant a elles, présentent une ramification axonale étendue et leurs terminaisons
ciblent principalement les dendrites distales et le segment initial de 1’axone des cellules
pyramidales (Somogyi and Klausberger, 2005; Klausberger and Somogyi, 2008) (Figure37).
D’un point de vue électrophysiologique, ces deux types d’interneurones PV-positifs ont des
potentiels d’action rapides (Kawaguchi, 1993) et jouent un role crucial dans la genése des
oscillations théta (Cobb et al., 1995, Ylinen et al., 1995, Stark et al., 2013; Amilhon et al.,

2015) et gamma (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009) hippocampiques in vivo.

Les interneurones SOM-positifs englobent quant a eux 30% des interneurones du
néocortex. Ces interneurones SOM ont une morphologie fusiforme avec de multiples
dendrites ramifiés, ou polygonale avec des dendrites peu nombreux et courts (cellules de
Martinotti). Ces interneurones ciblent les dendrites distales des cellules pyramidales logées
dans la stratum oriens et la stratum lacunosum moleculare de I’hippocampe (Somogyi and
Klausberger, 2005, Klausberger and Somogyi, 2008) (Figure 37). lls n’ont pas les mémes
propriétés de décharge que les interneurones PV, probablement di au fait que ces deux types
d’interneurones ne regoivent pas les mémes entrées excitatrices. En effet, les interneurones
PV recoivent de plus grands potentiels post synaptiques excitateurs (EPSPs) en comparaison
aux interneurones SOM. L’amplitude des potentiels post synaptiques inhibiteurs (IPSPs),
quant a elle, ne différe pas (/Huh et al., 2016). Seule une portion des interneurones SOM-

positifs adopte une conductance membranaire avec des propriétés de résonnance a la
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fréquence théta (Maccaferri and McBain, 1996, Pike et al., 2000). Leurs potentiels d’action

sont alors en phase avec les oscillations théta in vivo (Varga et al., 2012).

Sur la base de leurs propriétés morphologiques et ¢lectrophysiologiques, les
interneurones PV et SOM sembleraient donc idéalement positionnés pour étre essentiels a la
genése des oscillations théta et gamma hippocampiques. De maniére intéressante, certaines
¢tudes mettent en évidence une altération des interneurones PV (Brady and Mufson, 1997) et

SOM (Epelbaum et al., 1994, Tallent, 2007) chez les patients affectés par la MA.

Figure 37: Interneurones parvalbumine et somatostatine et leurs projections
sur un neurone pyramidal excitateur

(D apres Siidhof, 2008)
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8.5. Activité oscillatoire et maladie d’ Alzheimer

Etant donné le role crucial de I’activité oscillatoire dans les processus cognitifs tels
que la mémoire, de nombreuses études se sont intéressées de plus prés a son role chez les
patients et dans les modeles animaux de la MA. L’altération des réseaux cérébraux, qui
découle sur des problémes de D’activité oscillatoire, est mise en évidence dans la MA

(Goutagny and Krantic, 2013).
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8.5.1. Activité oscillatoire et maladie d’ Alzheimer: chez ’Homme

Comparativement a des individus sains du méme age, les patients MCI et ceux affectés
par la MA présentent une augmentation de la puissance des oscillations lentes (delta et théta)
associée a une diminution de la puissance des oscillations rapides (alpha, béta et gamma) (van
der Hiele et al., 2007a, 2007b; Czigler et al., 2008, Moretti et al., 2010). L’amplitude relative
du rythme théta est proposée comme marqueur de la pathologie, car elle permet la
classification correcte de 85% des sujets MCI, en faisant la distinction entre ceux qui vont
progresser vers une MA et ceux qui vont rester stables (Jelic et al., 2000; Jelic and Nordberg,
2000). De plus, I’augmentation de la puissance de I’oscillation théta est déja présente chez les

sujets sept ans avant le déclin vers le stade MCI (Prichep et al., 2006).

L’activité oscillatoire peut étre utilisée pour I’analyse des synchronisations neuronales
locales, de la connectivité cortico-corticale et de la cohérence des oscillations (Rossini et al.,
2007). Dans une revue récente, notre équipe de recherche a proposé I’idée que I’altération
précoce de I’activité oscillatoire cérébrale permettrait un diagnostic précoce de la MA (Hamm
etal, 2015). L’enregistrement ¢électroencéphalographique de ces oscillations constituerait une
méthode d’analyse facile d’application, peu onéreuse et moins invasive pour les patients, en
comparaison aux dosages dans le LCR par exemple. Ces enregistrements, couplés a des taches
servant a évaluer la mémoire de navigation spatiale, permettraient ainsi 1’étude simultanée de

I’activité oscillatoire et des performances cognitives des sujets (Lithfous et al., 2013, 2015).

8.5.2. Activité oscillatoire et maladie d’Alzheimer: chez le rongeur

Les études chez les modéles animaux de la MA fournissent une contribution
essentielle dans la compréhension des mécanismes sous-jacents aux motifs anormaux de

I’activité oscillatoire dans la pathologie amyloide.
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L’activité oscillatoire peut étre mesurée chez le rongeur anesthésié (Xu et al.,, 2015).
Les oscillations théta peuvent étre enregistrées sous anesthésie a l'uréthane de fagon
spontanée, ou aprés une stimulation sensorielle (pincement de la queue ou de la patte) ou
électrique du tronc cérébral et du noyau pontis oralis (Bland and Whishaw, 1976). Avec une
telle approche expérimentale, il a ét¢é montré qu’un modele murin de la MA, la souris
APP/PS1, présente une diminution &age-dépendante de 1’activité oscillatoire théta
hippocampique corrélant avec le nombre de plaques amyloides (Scott et al, 2012).
Cependant, sous anesthésie a ['uréthane, les oscillations théta hippocampiques sont
exclusivement de type II (sensibles a 1’atropine) et non de type I (résistantes a 1’atropine)

(Kramis et al., 1975).

Pour étudier a la fois les oscillations théta de types I et II chez les modeéles animaux de
la MA, des enregistrements sur I’animal éveillé et libre de ses mouvements doivent étre
envisagés, notamment durant la réalisation de tdches comportementales. Ainsi, il a été montré
chez le rongeur, comme chez ’Homme, que les représentations spatiales sont en lien étroit
avec la modulation des oscillations théta et du couplage théta-gamma (Bort et al., 2015). De
manicre intéressante, dans un autre modele murin transgénique de la MA, la souris Tg5xFAD,
une diminution des fréquences théta et gamma précede I’altération des performances

d’apprentissage dans une tache de navigation spatiale (Sc/neider et al., 2014).

127



Introduction Générale — 9. Modeles animaux

9. Modeles animaux

Pour des raisons éthiques évidentes les études cliniques chez ’Homme sont limitées et
poussent a I’utilisation de modéles animaux. Un modele animal correspond a une
représentation expérimentale simplifiée, mais pertinente et utile, de processus normaux ou
pathologiques du vivant qui s’expriment de manicre similaire chez I’Homme, dans des
conditions contrdlées en laboratoire. Le modele animal idéal se doit de refléter I’ensemble des
phénotypes d’une maladie et permet d’appréhender différentes hypothéses portant sur divers
aspects encore méconnus d’une pathologie. Si le modele animal est valide et présente des
similitudes génétiques, biochimiques, physiologiques, anatomiques et morphologiques, ainsi
que des symptomes comparables a ceux observés chez I’Homme, les données peuvent en
partie étre transposables. La validité¢ d’un mod¢le animal, pour une extrapolation des résultats

a ’Homme, dépend du choix raisonné et de la bonne connaissance du mod¢le sélectionné.

Les critéres de validité d’un modéle animal sont les suivants: 1’isomorphisme
(symptdmes identiques a 1’Homme), 1’homologie (étiologie identique a I’Homme) et la
prédictivité (réponse aux traitements similaire a celle de la pathologie humaine) (Van Dam
and De Deyn, 2006 ; Varga et al., 2010). Un bon mode¢le animal doit a la fois remplir les
criteres de validité interne (randomisation, évaluation a I’aveugle, fond génétique, age, genre,
hygieéne, taille des échantillons, statistiques) et externe (les modeles prédisent ce qu’ils
modélisent, recours a plusieurs modeles animaux, transférabilité et généralisation des

observations) (Jucker, 2010).

Cependant, les modéles animaux ont tout de méme des limites dans la mesure ou la
connaissance des causes de I’affection humaine est souvent méconnue. La comparaison a

I’Homme est alors rendue délicate et 1’analogie des symptomes et des réponses aux
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traitements difficile a établir, notamment dans la MA. Il est donc intéressant d’avoir recours a

différents modeles et de comparer les résultats obtenus.

9.1. Mode¢les animaux de la maladie d’ Alzheimer

Aucun modeéle animal ne reproduit a [I’identique 1’ensemble du panel
symptomatologique de la MA (Ashe and Zahs, 2010). Le modele animal idéal de la MA
devrait refléter I’ensemble des phénotypes de cette pathologie c’est-a-dire des atteintes:
moléculaires (amyloidopathie et tauopathie), cellulaires (pertes neuronales et réactions
gliales), physiologiques (dysfonctionnements synaptiques) et comportementales (troubles
cognitifs). Un tel modele permettrait ainsi de mieux comprendre la MA dans I’espoir que
celle-ci soit diagnostiquée en amont et que des traitements plus appropriés et efficaces
puissent se développer. Les modéles animaux de la MA peuvent étre spontanés ou

génétiquement modifiés (/'an Dam and De Deyn, 2006).

9.1.1. Modeles spontanés de la maladie d’ Alzheimer: I’animal agé

Les modéles spontanés de la MA développent leur condition pathologique sans
manipulation expérimentale. Chez 1’animal 4gé, il est possible de retrouver certaines
caractéristiques pathologiques de la MA générées de manicre spontanée comme des dépdts
amyloides, des protéines Tau anormalement hyperphosphorylées, des DNFs, des atteintes
neuronales cortico-limbiques, des troubles des systémes de neurotransmission (acétylcholine
et monoamines) et des déficits cognitifs. Certaines caractéristiques pathologiques de la MA
peuvent étre observées de maniere spontanée chez les rongeurs comme le dégue du Chili
(Tarragon et al., 2013), les chats (Head et al., 2005), les chiens (Cummings et al., 1996), les

cheévres, les moutons (Braak and Braak, 1994), les ours (Uchida et al., 1995) et quelques
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especes de primates (Gearing et al., 1994, 1997, Sani et al., 2003). Cependant, la longue

attente avant la survenue des déficits dans ces modéles, leur disponibilité et leur bien étre en

laboratoire peut poser probléme et représente un colit considérable.

Tableau 2: Quelques exemples de modéles animaux dgés
qui développent spontanément certaines caractéristiques de la maladie d’Alzheimer

Ressemblances avec la MA

Modé¢le Apport a la Désavantages
animal recherche
Physiopathologie | Comportement
Altérations Altérations Pas de marqueurs
morphologiques comportementales histologiques de
MA (plaques
Diminution de la Déclin cognitif séniles et DNFs)
Rongeur fonction (attention,
agé cholinergique et apprentissage et
d’autres mémoire)
neurotransmetteurs
Modzéle Altération Altérations Discrimination Pathologie
murin progressive de comportementales entre normal et amyloide limitée
de I’expression des pathologique
sénescence genes et des Déclin cognitif Pas de DNFs
accélérée proteines (appre,ntls.sage et o
mémoire) M¢écanismes
(SAM) Amyloidopathie neuronaux a
I’origine des
déficits cognitifs
Plaques amyloides
Protéines Tau
anormalement
Primate phosphorylées
non- Altérations
humain DNFs comportementales
(Microcebus Hébergement en
murinus) Présence d’un Déclin cognitif laboratoire et

homologue de
’allele €4 de I’ ApoE

Diminution de la
neurotransmission
cholinergique et
monoaminergique

(apprentissage et
mémoire)

cout
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Peu de rongeurs agés développent de maniére spontanée des phénotypes pathologiques
de la MA. Cependant, leur utilisation est motivée par le fait de découvrir la limite entre les
processus de vieillissement normal et pathologique. Dans cette optique, des modeéles murins
de sénescence accélérée (SAM) ont été créés dans les années 1980s. L’un de ces modeles, le
modele SAMS, présente des déficits d’apprentissage et de mémoire liés a 1’age (Butterfield

and Poon, 2005).

9.1.2. Modeles transgéniques de la maladie d’Alzheimer

Pour une meilleure compréhension des formes FAD, des modéles murins
transgéniques ont été construits. Ces derniers sont générés par des techniques de transgénese
qui consistent a introduire un géne étranger, le transgene, dans un organisme vivant. Ce
transgene code pour une protéine qui peut conférer une nouvelle propriété a I’organisme et se

transmettre a la descendance.

La modélisation de la MA dans des modeéles murins transgéniques a commencé a se
développer dans les années 1990s. Basés sur I’hypothése amyloide, les premiers modeles
transgéniques des FAD ont été construits sur la base de mutations du géne de I’APP humaine
(hAPP), di au fait que ce gene est le précurseur du peptide AP et qu’il est aussi la cible de

nombreuses mutations responsables des formes FAD a début précoce.

La souris PDAPP (Games et al., 1995), développée en 1995, représente le premier
modele murin transgénique de la MA. Cette souris posseéde une mutation du gene h4APP
(mutation Indiana: V717F) sous le contréle du promoteur du facteur de croissance § dérivé
des plaquettes humaines (PDGEFp). Elle présente des altérations de la mémoire spatiale dans
un labyrinthe radial a 1’dge de trois mois et des atteintes de la mémoire de reconnaissance

dans une tache de reconnaissance d’objet a 1’age de six mois (Dodart et al., 1999). La plupart
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des perturbations cognitives de ce modele apparaissent avant I’émergence des plaques
amyloides a I’age d’environ six mois. Ce modele développe également des neurites
dystrophiques, des réactions inflammatoires (astrogliose et microgliose), ainsi qu’une perte de

la densité dendritique et synaptique dans 1’hippocampe (Games et al., 1995).

Les mutations Indiana, London et Florida du géne 24PP influencent les propriétés de
clivage du complexe y-secrétase. A titre d’exemple, le modéle murin transgénique APP
London posséde une mutation du géne 24PP (mutation London: V7171) sous le contrdle du
promoteur Thyl. Des I’age de six mois, des déficits de mémoire spatiale en piscine de Morris
sont mis en évidence chez ce modele. A 1’age de 10 mois, cette souris développe des plaques
amyloides dans le subiculum qui se propagent ensuite au cortex frontal. Des dépdts amyloides
sont fréquemment trouvés dans I’hippocampe. Ce modéle développe également des neurites
dystrophiques renfermant la protéine Tau anormalement hyperphosphorylée, mais pas de
DNFs (Moechars et al., 1999a, 1999h), une inflammation et une diminution du ratio Ap;.

42/AB1_40 a l’ége de 15 mois.

L’activit¢ de la P-secrétase est influencée chez plusieurs modeles murins
transgéniques de la MA, notamment par la mutation Swedish du géne 2Z4PP. Chez la souris
APP Swedish Tg2576, I’activité de la B-secrétase est influencée par une mutation Swedish
(KM670/671NL) sous le controle du promoteur de la protéine prion de hamster (hPrP) (Hsiao
et al., 1996, Hsiao, 1998). Ce modele développe des déficits de mémoire entre six et sept
mois (Yassine et al., 2013), avant I’apparition des plaques amyloides entre 11 et 13 mois
(Hsiao et al., 1996, Hsiao, 1998). Cette souris ne développe pas de DNFs, ni de pertes
neuronales (/rizarry et al., 1997). Une perte d’épines dendritiques est mise en évidence a 1’age
de quatre mois et demi dans le champ ammonique CA1 de I’hippocampe (Lanz et al., 2003).
Des modifications de la plasticité synaptique sont également détectées des 1’age de cinq mois

dont une diminution de la LTP dans le gyrus denté (Jacobsen et al., 2006). L’un des premiers
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signes de déficience chez ce modele serait I’hyperexcitabilité neuronale a cinq semaines (Kam
et al., 2016). Un autre modele murin transgénique de la MA, la souris APP Swedish 23
(Sturchler-Pierrat et al., 1997), développe des déficits de mémoire spatiale des I’age de trois
mois qui s’accentuent avec 1’age (Kelly et al., 2003, Van Dam et al., 2003) et des dépdts
amyloides a I’age de six mois sous le controle du promoteur Thy-1. Des plaques amyloides
augmentent ensuite en taille et en nombre avec 1’age, occupant 25% du néocortex et de
I’hippocampe a 24 mois. Ces plaques sont entourées par des glioses astrocytaire et microgliale
et par des neurites dystrophiques renfermant la protéine Tau, mais les DNFs ne sont pas mises
en évidence. De plus, une perte neuronale se produit dans le champ ammonique CAl de

I’hippocampe proprement dit.

La découverte de formes FAD dans les geénes des PS a ouvert la voie vers la
construction de modeles murins transgéniques pour PSENI et PSEN2 et pour des mode¢les
combinés hAPP/PSEN. En outre, des souris qui développent a la fois une amyloidopathie
(augmentation des peptides AP et des plaques amyloides) et une tauopathie (augmentation de
I’hyperphosphorylation pathologique de la protéine Tau et des DNFs), accompagnées d’un
déclin cognitif, ont également été générées, ainsi que des modeles murins triple-transgéniques
qui présentent ces lésions dans les régions cérébrales particuliérement atteintes dans la MA

comme I"hippocampe (souris SXFAD ou hAPP/PS1/Tau) (Oddo et al., 2003a, 2003b).

Méme si les formes FAD englobent seulement un faible pourcentage des patients, les
modeles murins transgéniques de la MA, qui expriment des mutations sur les génes affectés
chez I’Homme, comme le géne 24 PP, sont cruciaux pour la compréhension de la pathologie

et la découverte de nouvelles thérapies.
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9.2. Modé¢le murin transgénique TgCRNDS: mon mod¢le d’étude

9.2.1. Description du modele TgCRNDS

Le modéle murin TgCRNDS, également appel¢ APP
Swedish/Indiana CRNDS, correspond a des souris transgéniques
créées au Centre de la Recherche pour les maladies
NeuroDégenératives de 1’ Université de Toronto en 2001 (Chishti

et al., 2001). Ce modele surexprime le transgéne de la h4APP

contenant 695 acides aminés (h4PPsys), la forme de I’APP la plus
répandue dans un cerveau humain. La 74 PPgs9s exogeéne a un niveau d’expression environ cing
fois supérieur a celui de I’APP murine endogeéne. L’ADN complémentaire (ADNc) de la
hAPPgys subit deux types de mutations, la Swedish (APP KM670/671NL) et I’'Indiana (APP
V717F), pour atteindre a la fois les sites de clivage des secrétases B et y respectivement, et
ainsi favoriser la voie de clivage amyloidogénique de 1I’APP sous le contréle du promoteur
hPrP du hamster de Syrie. Ce dernier permet une expression ubiquitaire du transgeéne, en
grande majorité dans le SNC (cerveau et moelle épiniére) et en moindre mesure dans les tissus

périphériques, mais il n’est pas spécifique des neurones (Dickson, 2004).

9.2.2. Construction génétique du modele TgCRNDS

Dans le but de construire le modéle murin TgCRNDS, le fragment d’ADNc de la
hAPPgys a tout d’abord été inséré dans un plasmide pUC19 via le site de restriction Smal dans
la cassette de clonage B-galactosidase (LacZ). Une fois inséré dans le plasmide pUC19, le site
Smal a subi une mutagénése pour devenir un site Sall. L’ADNc a ensuite été excisé du
plasmide pUC19 via Sall et introduit dans un vecteur pBR322 dans le site de restriction Sall.

Cette étape a permis d’¢liminer le polylinker présent dans le plasmide pUC19 et contenant des
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sites de restriction potentiellement génants pour les étapes suivantes de la construction
génétique. Puis, ’ADNc a été excis¢ du vecteur pBR322 pour étre inséré dans le site de
restriction Sall d’un cosmide Cos.Tet. Le fragment a ensuite été¢ excisé entre deux sites Notl

avant d’étre injecté dans les ovocytes d’une femelle pseudo-gestante (Figure 36).

Le fond génétique utilisé est hybride et provient du croisement entre souris C57BL/6J
et C3H/He. Les souris C3H/He conférent une bonne résistance face aux deux mutations du
transgene hAPP, permettant ainsi de diminuer le taux de mortalité des souris TGCRNDS. Les
souris C57BL/6J, quant a elles, sont classiquement utilisées pour accomplir des taches

comportementales servant a évaluer la mémoire.

Figure 38: Construction génétique du modeéle murin transgénique TgCRNDS

5" (APP KM670/671NL) (APP V717F) 3’
smal * i Spel

Promoteur  aApnc hAPP69S
Prp

Geéne de résistance
a I'ampicilline

@?Q : ‘X\ smal //W
Promoteur PrP Ax sall
ADNc hAPPsss \
~ puC19 [
- puC19
Z 2,686 bp Y 2.686 bp
= o
Originede >
réplication

1. Insertion du fragment d’intérét
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Mutation Mutation
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Mutation Mutation
Swedish ndiana
s’ (APP KM670/671NL) (APP V717F) 3
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réplication
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C3H/He x C57BL/6J pseudo-gestante

Descendance
Tg CRND8

Taux de survie de 50%

a 365 jours postnataux

10. Obtention de la souche Tg CRND8

Les courbes de survie des souris TgCRNDS dépendent de leur fond génétique. Le taux
de survie avec le fond génétique hybride C57BL/6J X C3H/He est plus élevé car 50% des
souris survivent jusqu’a I’age postnatal de 365 jours. En revanche, les souris issues des fonds
génétiques (C3H/C57/129SvEv/Tac) X (129SvEV/Tac) et (FVB) X (C3H/C57) ont un taux de
mortalité élevé, avec seulement 25% et 17% de survie respectivement a 1’age de 365 jours

postnataux (Chishti et al., 2001).

137



Introduction Générale — 9. Modeles animaux

9.2.3. Caractérisation physiopathologique du modele TgCRNDS

Amyloidopathie

Aux ages précoces d’un et de deux mois, le modéle murin transgénique TgCRNDS
exprime de trés faibles niveaux d’Afj.40 et d’AP;.42 dans I’hippocampe, niveaux qui sont a la
limite de détection par les techniques de dosage ELISA pourtant plus sensibles que le Western
blot (Goutagny et al., 2013). Ces niveaux d’ A commencent a augmenter apres 1’age de deux
mois, le niveau d’AB;.4, étant toujours plus élevé que celui d’ABi4o quel que soit 1’age
(Goutagny et al., 2013). Dés I’age de trois mois, ces souris développent déja des dépots
amyloides, puis des plaques amyloides a cceur dense a 1’age de cinq mois (Chishti et al.,
2001). Des neurites dystrophiques sont également observées (Woodhouse et al., 2009). Les
dépots amyloides progressent avec 1’dge et finissent par s’étendre a tout le cerveau. Ces
derniers apparaissent en premier lieu dans le subiculum, I’amygdale et le cortex frontal, puis
s’étendent au gyrus denté, aux bulbes olfactifs, au thalamus et au striatum. En dernier lieu, le

cervelet, puis la moelle épiniere sont atteints aux ages les plus avancés (Chishti et al., 2001).

Tauopathie

Chez le modele murin transgénique TgCRNDS, la protéine Tau est anormalement
hyperphosphorylée et s’agrege entre les dges de sept et 12 mois, plus particulierement au
niveau du néocortex, du gyrus denté et des champs ammoniques CAl et CA3 (Bellucci et al.,

2007). Cependant, les souris TgCRNDS ne développent pas de DNFs (Chishti et al., 2001).
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Pertes neuronales

Le modéle murin transgénique TgCRNDS présente une perte neuronale de 31,8%, plus
spécifiquement des interneurones GABAergiques, dans les champs ammoniques CA1 et CA3,
a I’age de six mois (Brautigam et al., 2012; Krantic et al., 2012), ainsi qu’une diminution de
39% du nombre de neurones cholinergiques dans le noyau basal magnocellulaire (Be/lucci et
al., 2006). L’équilibre dans la balance excitation / inhibition du réseau hippocampique est
principalement régulé par les interneurones GABAergiques. L’augmentation d’excitabilité des
neurones hippocampiques se manifeste par une augmentation de la susceptibilité des crises
épileptiques chez les souris TgCRNDS (Del Vecchio et al., 2004) qui résulterait d’une
altération des interneurones GABAergiques hippocampiques. Les interneurones
GABAergiques exprimant la PV seraient significativement altérés dans la stratum oriens de
CA3, alors que les interneurones GABAergiques exprimant la SOM seraient diminués dans la
stratum oriens des champs ammoniques CAl et CA2 et dans la stratum radiatum de CA3

chez la souris TgCRNDS (A/buquerque et al., 2015).

Pertes synaptiques et changements dans les phénomenes de LTP et de LTD

Chez le modele murin transgénique TgCRNDS, il est observé une immunoréactivité
réduite a la synaptophysine au voisinage des plaques amyloides a 1’age de six mois (4Adalbert
et al, 2009). Sur des coupes d’hippocampe de souris TgCRNDS agées de six a 12 mois, la
transmission synaptique excitatrice basale et la LTP dans le champ ammonique CA1 sont
réduites en comparaison aux souris témoins (Kimura et al., 2012). A I’inverse, a I’age de 20
mois, il est enregistré une augmentation de 1’excitabilit¢ synaptique et de la LTP dans la
méme structure cérébrale (Jolas et al., 2002).
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Réactions inflammatoires

A un stade pré-symptomatique, le modele murin transgénique TgCRNDS agé d’un
mois présente déja des changements morphologiques de sa microglie, mis en évidence a 1’aide
du marqueur microglial CD11b. Dans son état activé, la microglie libére du TNFo, un
marqueur de I’excitabilité neuronale, dans des proportions qui corrélent avec les niveaux de -
CTF, le fragment précurseur du peptide AP, chez les souris TgCRNDS agées d’un mois
(Cavanagh et al., 2013). Chez ce mode¢le, 1’activation de la microglie apparait également de
manicre concomitante avec les dépdts amyloides. En effet, alors que la microglie réactive est
peu abondante a I’age de 9-10 semaines, des amas de microglie réactive se mettent en place
autour des dépots amyloides dans le cortex et I’hippocampe aux ages de 13-14 semaines et
sont présents en grand nombre a I’age de 20 semaines. Une astrogliose se met également en
place autour des plaques amyloides a I’age de 13-14 semaines et consiste en des amas

d’astrocytes positifs a la protéine d’acide fibrillaire gliale (GFAP) (Dudal et al., 2004).

Altération de l’activité oscillatoire

In vitro, sur des préparations hippocampiques provenant de souris TgCRNDS agées
d’un mois, le B-CTF est responsable de I’altération précoce de 1’activité oscillatoire et du
couplage théta-gamma dans le subiculum, la principale voie de sortie de 1’hippocampe et cela

en absence d’ A détectable (Goutagny et al., 2013).
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9.2.4. Critéres comportementaux du modele TgCRNDS8

D’un point de vue comportemental, avant I’apparition des plaques amyloides, les souris
TgCRNDS8 agées de deux mois présentent déja des altérations de leur mémoire de
reconnaissance ¢valuée a 1’aide d’une tache de reconnaissance d’objet avec des délais de cing
minutes, une ou trois heures entre la phase d’acquisition et le test de rétention (Francis et al.,
2012). Au méme age, ces souris ne sont pas déficitaires dans une tdche de navigation spatiale
en piscine de Morris (Francis et al., 2012). La mémoire de navigation spatiale de ce modele
est altérée plus tardivement et coincide avec 1’émergence des premiéres plaques amyloides.
En effet, les souris TgCRNDS ayant développé leurs premicres plaques (19-22 semaines) et
celles plus agées ayant développé un nombre conséquent de plaques (39-40 semaines)
présentent des déficits d’acquisition et d’apprentissage en piscine de Morris (Hyde et al.,
2005). Elles présentent également des déficits d’acquisition et d’apprentissage dans un
protocole d’inversion de situation (« reversal » en anglais) dans le test de mémoire de
référence en piscine de Morris a 1’age de trois mois (Chishti et al., 2001). Dans le labyrinthe
de Barnes, une autre tache servant également a évaluer la mémoire de navigation spatiale, les
capacités d’apprentissage et de mémoire des souris TeCRNDS8 femelles agées de quatre mois
sont affectées (Goriz et al., 2008). En outre, la charge amyloide est également associée a des
déficits de mémoire de peur conditionnée a 1’age de 12 mois chez ce modele (Hanna et al.,
2012). Enfin, indépendamment de I’age, le modéle murin transgénique TgCRNDS8 maintient

ses performances dans la tiche d’alternance du labyrinthe en « Y ».

Les différentes performances comportementales entre les souris TgCRNDS8 et leurs
témoins ne peuvent étre expliquées par une atteinte de la motricité et des capacités
exploratoires, évaluées grace aux tests du rotarod, de la barre et de la grille (Bellucci et al.,

2006).
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Comme évoqué en début d’introduction de ce manuscrit de these, le déclin cognitif serait
sexuellement dimorphique dans la MA. Une étude récente de Granger et collaborateurs
(Granger et al., 2016) démontre que méme si les souris TgCRNDS8 males et femelles ont une
pathologie amyloide équivalente aux ages de deux, quatre, six et huit mois, les femelles
présentent des déficits d’apprentissage et de mémoire plus précoces que les males en piscine
de Morris. De plus, a 1’dge de cinq mois et demi, les souris TgCRNDS8 males ont une
flexibilit¢ comportementale efficace dans la mesure ou ils adoptent des stratégies de
navigation spatiale, a I’inverse des souris TgCRNDS8 femelles qui elles ne développent pas de
stratégie (Granger et al., 2016). En outre, il est a noter que femelles et males n’adoptent pas
tout a fait les mémes stratégies dans des taches de mémoire de navigation spatiale et que la

présence du transgene h4 PP pourrait exacerber ces différences.
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1. Ethique

Toutes les procédures expérimentales ont été entreprises en accord avec les directives
européennes concernant I’expérimentation animale de I’European Committee Council (2010-
63). Le projet de recherche a été approuvé par le Comité Régional d’Ethique en Matiere
d’Expérimentation Animale de 1’Université de Strasbourg et le Ministere Frangais de la

Recherche (numéro d’autorisation : AL/02/08/04/12 et APAFIS#618-2015050510019910).

Durant ma thése, j’ai suivi les formations « Chirurgie des Rongeurs » et
« Expérimentation Animale de Niveau 1 » avec une évaluation de fin de stage m’attribuant les
diplomes approuvés par la décision du Ministére de |'Agriculture et de la Péche. Ces
diplomes me permettent d’étre totalement autonome sur les expériences réalisées au

laboratoire sur les rongeurs.

Soucieuse du bien-étre animal, je porte un intérét tout particulier au respect de la

Reégle des « 3R »: « raffiner, réduire et remplacer ». De plus, j’ai voulu aller au-dela de cette
A eme y L eqs . . Co

régle, avec un 4™ « R », en proposant la « réutilisation » des animaux non mis a mort, pour

des procédures de niveau léger exercées par d’autres personnes dipldmées du laboratoire ou a

des fins pédagogiques pour des stages réalisés au sein du laboratoire.
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2. Modele murin transgénique TgCRNDS

Le mod¢le animal utilisé lors de ma these est la souris transgénique TgCRNDS8 créée
au Centre de la Recherche pour les Maladies Neurodégénératives de Toronto en 2001
(Chishti et al., 2001). Comme décrit précédemment, les souris TgCRNDS8 expriment les
doubles mutations Swedish (KM670/671NL) et Indiana (V717F) dans leur transgeéne, un
ADNCc codant pour la 74 PPgys, et inséré sous le contrdle du promoteur hPrP.

Les souris nécessaires a la réalisation de mes expériences sont nées dans notre propre
¢levage au laboratoire. Au sein de nos animaleries, ces souris sont maintenues sur un fonds
génétique hybride a partir de souris non transgéniques C57BL/6J et C3H/HeOul. Les
croisements réalisés se font entre des souris femelles (C3H/HeOuJ X C57BL/6J) — F1 non
transgéniques et des souris males TgCRNDS transgéniques. La génération ainsi produite
contient les souris TgCRNDS et leurs témoins non-transgéniques (WT) utilisés pour mes
expériences.

Les souris séjournent dans une animalerie éclairée selon un cycle lumineux 12 h/ 12 h
avec une période d’éclairement de 7 h a 19 h. Les tests sont réalisés durant la phase diurne.
Une température de 22 +/- 1°C, une humidité de 50 +/- 5% et un fond sonore de 45 +/- 5dB y
sont maintenus constants. Au fond de chaque cage de stabulation, de la sciure est placée ainsi
que du papier absorbant pour la constitution des nids. La nourriture et 1’eau sont disponibles
ad libitum. Quelques morceaux de nourriture sont placés dans la cage pour faciliter la prise
alimentaire et des compléments alimentaires (Mouse Nature Verse-Laga) sont donnés tous les
deux jours aux petits deés la période de gestation de la mére.

Pour le sevrage, a I’age de quatre semaines, les souriceaux sont séparés de leur mére et
hébergés par groupes de deux ou trois dans une cage en Makrolon de 352cm” (H: 14cm, I:

l6cm, L: 22cm). Fréres et sceurs d’une méme portée sont séparés pour éviter leur
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reproduction. Les souris sont identifiées individuellement au moyen de marques dessinées sur
leur queue a 1’aide d’un marqueur (une, deux ou trois barres parall¢les). Cette technique
permet de minimiser le stress du pucage et du pergage d’oreille chez de petites souris et de
débuter ainsi une certaine familiarisation avec I’expérimentateur. Cependant, les marques
doivent étre refaites chaque semaine car le marqueur s’efface. Une semaine avant le début des
expériences, les souris sont hébergées de maniere individuelle dans une cage d’isolement en
Makrolon de 339cm? (H: 13cm, 1: 11,5¢cm, L: 29,5cm).

Comme ma thése s’articule autour des fragments amyloides dérivés de 1’APP, bien
avant |’apparition des premicres plaques séniles, les souris sont utilisées a deux ages
précoces, un et deux mois, car la forte augmentation du peptide AP a lieu des ’age de 10
semaines chez ce modele (Chishti et al., 2001). Seules les souris males ont été utilisées pour
mes expériences afin de s’affranchir de I’impact des hormones femelles sur les résultats. De
plus, les souris atteintes d’une cécité, car homozygotes pour la mutation de la dégénérescence
rétinienne Pde6b™' (rd) (portée par les souris C3H) sont écartées des tests comportementaux

grace a un génotypage spécifique préalable.
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3. Génotypages CRNDS et détection de la mutation de la dégénérescence
rétinienne rd

Le génotype CRNDS des souris, ainsi que I’absence ou la présence d’un ou de deux
exemplaires de la mutation rd induisant la dégénérescence rétinienne, sont décelés par la

technique de la réaction en chaine par la polymérase (PCR).

3.1. Principe de la réaction en chaine par la polymérase

La PCR est une technique d’amplification d’un segment d’acide désoxyribonucléique
(ADN) compris entre deux régions de séquences connues identifiées par des amorces. Un
cycle de PCR est composé de trois étapes: la dénaturation des deux brins d’ADN,
I’hybridation des amorces sur chacun des brins d’ADN « matrice » et 1’élongation du brin
complémentaire a I’ADN « matrice » par I’enzyme ADN polymérase. La répétition de ces

trois phases aboutit a une amplification exponentielle de la séquence d’ADN d’intérét.

3.2. Protocole de la réaction en chaine par la polymérase

La préparation de ’ADN est réalisée par incubation pendant 12 heures a 55°C d’un
bout d’oreille de souris dans une solution de Direct PCR (101-T, Euromedex) contenant de la
protéinase K (09-0911, Euromedex) diluée a une concentration finale de 0,2pg/ul. dans un
tube Eppendorf. Les tubes sont ensuite incubés a 85°C pendant 45 minutes pour inactiver la
protéinase K, vortexés, puis centrifugés. Le surnageant contenant I’ADN est utilis¢ pour la
réaction de PCR. Dans un microtube de PCR sont introduits: 10uL de Taq polymérase
(EconoTaq, Euromedex), 8uL d’eau distillée, 1uL. d’ADN et 1ul. du mélange des couples

d’amorces sens et anti-sens. La réaction de polymérisation se fait dans un thermocycleur
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Biorad et est répétée plusieurs fois. Les fragments d’ADN amplifiés sont séparés par
¢lectrophorése en gel d’agarose a 1% dans du tampon de migration (tris acétate EDTA (TAE)
1X, Euromedex) contenant du bromure d’éthydium (BET, Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA), un intercalant de I’ADN, pendant 20 minutes a 100V. Aprés migration,
I’ ADN est visualisé & I’aide d’un rayonnement ultraviolet (Biorad-GelDoc'V'EZ system).

Toutes ces étapes sont strictement les mémes pour le génotypage CRNDS et la
détection de la mutation rd. Les amorces utilisées ainsi que les cycles de PCR sont cependant
spécifiques.

Pour le génotypage CRNDS, la paire d’amorces hAPP utilisée permet de détecter le
transgéne hAPP (bande a 572 paires de bases (pb)). Les étapes du cycle de PCR sont les
suivantes: dénaturation a 94°C durant 30 secondes, hybridation a 55°C durant 45 secondes et
¢longation a 72°C durant d’une minute. Ces étapes sont reproduites durant 29 cycles.

Pour la détection de la mutation rd, deux paires d’amorces sont utilisées: RD3/RD4
pour amplifier la forme mutée de 1’allele Pdeb codant pour la sous-unit¢ B de la
phosphodiestérase (Pdeb™), et RD3/RD6 pour amplifier la forme sauvage de ’alléle Pdeb
(Pdeb). L’objectif est de distinguer les alleles mutants (bande a 550pb) et sauvage (bande a
400pb). La transmission de 1’allele muté se faisant de maniere autosomale récessive, la souris
est atteinte d’une dégénérescence rétinienne si elle présente deux alléles mutés. Les étapes du
cycle de PCR sont les suivantes: dénaturation a 94°C durant 30 secondes, hybridation a 62°C
durant une minute et ¢longation a 72°C durant deux minutes. Ces étapes sont reproduites

durant 45 cycles.
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4. Tests comportementaux

Trois jours avant le début des tests comportementaux, les souris sont quotidiennement
manipulées pendant cinq minutes pour les familiariser a I’expérimentateur. Les souris ne
devant pas excéder 10 semaines d’age, avant la forte augmentation du peptide AP soluble,
I’ensemble du protocole expérimental, allant des tests comportementaux a la mise a mort des
animaux, doit s’effectuer dans un temps restreint. Pour ce faire, une cohorte de souris réalise
les tests de reconnaissance d’objet, de déplacement d’objet et remplacement d’objet, tandis

qu’une autre cohorte effectue le test du labyrinthe de Barnes.

4.1. Tests d’exploration d’objets

4.1.1. Principe

Les tests d’exploration d’objets reposent sur le caractére naturel et spontané des rongeurs
a explorer préférentiellement un objet nouveau (reconnaissance d’objet), un objet déplacé
(déplacement d’objet), ou un objet familier présent a un emplacement qu’il n’occupait pas
auparavant (remplacement d’objet) dans un environnement familier (Ennaceur and Delacour,
1988). Le test de reconnaissance d’objet permet d’évaluer une forme de mémoire de
reconnaissance d’objet a partir des réactions comportementales des rongeurs suite a
I’introduction d’un nouvel objet dans un environnement familier. Le test de déplacement
d’objet permet d’évaluer une forme de mémoire spatiale basée sur la configuration spatiale
des objets dans le méme environnement (objet(s) déplacé(s) vers une position jamais occupée
avant), tandis que le test de remplacement d’objet permet d’évaluer ’association d’une place

(toujours occupée) et d’un objet.
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Ces différentes formes de mémoire mettent en jeu plusieurs structures cérébrales,
notamment celles du lobe temporal médian (cortex périrhinal, postrhinal, et entorhinal, ainsi
que I’hippocampe). Les processus de reconnaissance d’objet dépendraient principalement de
I’intégrité du cortex périrhinal avec des délais inférieurs a 24 heures, tandis que les tests de
déplacement d’objet et de remplacement d’objet, avec leur composante spatiale,

impliqueraient fortement I’hippocampe et le cortex entorhinal.

4.1.2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental consiste en un champ ouvert carré (55 x 55 x 40cm) en
plexiglas opaque noir. Le plancher est quadrillé en 25 carreaux identiques (11 x 11cm) servant
au positionnement précis des objets au sein de I’enceinte. Une carte plastifiée de format A4
(21 x 29,7cm), et comprenant une succession de bandes noires et blanches, est fixée sur I’une
des parois internes et sert de point de repere proximal. L’éclairage est assuré par une lampe
halogéne située a proximité du champ ouvert. L’intensit¢ lumineuse au centre du champ
ouvert est volontairement faible (50lux) afin de minimiser la dimension aversive de la
situation. Une radio émet un fond sonore de méme intensité que dans la pi¢ce de stabulation,
c’est-a-dire 45 +/- 5dB (Figure 39).

Les objets utilisés différent par leur couleur, leur taille et leur texture, et sont constitués de
différents matériaux (aluminium, métal et verre). Des expériences préliminaires au laboratoire
ont permis de vérifier que les couples ou trios d’objets présentés simultanément induisent en
moyenne un comportement exploratoire comparable pour chaque objet (pas de préférence
spontanée pour un objet).

A travers I’ensemble du protocole expérimental, les souris sont systématiquement

déposées de la méme maniere au milieu d’une paroi du champ ouvert, téte en direction de la
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paroi. L’expérimentateur se tient a I’écart du champ ouvert et examine le comportement de la

souris a partir du reflet de cette derniére sur I’une des parois.

Figure 39: Illustration du champ ouvert

4.1.3. Protocole expérimental

Les tests d’exploration d’objets se déroulent sur quatre jours. Chaque jour, I’animal est
placé dans le méme champ ouvert pendant deux séances de 10 minutes chacune espacées d’un
intervalle de trois heures durant lequel 1’animal retourne dans sa cage. L’expérimentateur
chronometre le temps d’exploration de chaque objet dans le temps imparti de 10 minutes. On
considére que la souris explore un objet si elle le renifle a une distance maximale d’un
centimétre, le museau dirigé vers 1’objet. Les comportements d’escalade, de mordillement, de
léchage ou le fait de froler les objets ne sont pas pris en compte. Les souris qui présentent un
temps d’exploration moyen de moins de deux secondes sont retirées de 1’¢tude. Afin de
brouiller les indices olfactifs, le champ ouvert et les objets sont nettoyés avec de ’alcool a
70% apres chaque passage d’une souris. De plus, les objets sont toujours présents en deux

copies strictement identiques entre deux essais.
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Habituation (Jourl)

Durant la phase d’habituation, les souris se familiarisent au champ ouvert ainsi qu’a la
présence dans celui-ci de différents objets. Lors de la premiére séance d’habituation, les souris
sont mises en présence d’un premier objet (un moulin en plastique ou un vase en verre), puis
lors de la deuxiéme séance d’habituation, elles sont exposées a un autre objet (le vase ou le

moulin), chaque objet étant placé au centre du champ ouvert (Figures 40 et 41).

Figure 40: Illustration de I’habituation

Habituation séance 1 Habituation séance 2

.Q 10 min

Figure 41: Photographie des objets utilisés pour I’habituation
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Reconnaissance d’objet (Jour 2)

Par I’intermédiaire du test de reconnaissance d’objet, on cherche a déterminer si la souris
est capable de déceler parmi deux objets celui qu’elle n’a encore jamais rencontré qualifié
d’objet « nouveau ».

Pour ce test, les différents groupes de souris utilisés sont les suivants:

- souris males agées d’un mois: WT n=13 et TgCRND8 n=10, 4ge moyen lors du test:

WT: 30,2 jours + 0,61 et TgCRNDS: 30,2 jours = 0,38;
- souris males agées de deux mois: WT n=10 et TgCRNDS n=10, age moyen lors du
test: WT: 59,2 jours £ 0,61 et TgCRNDS: 58,1 jours + 0,38.

Pendant la séance dite « d’acquisition », la souris explore librement deux objets identiques
(deux verres en verre ou deux tamis en aluminium) au sein du champ ouvert pendant 10
minutes. Lors du test de rétention, effectué apres un délai de trois heures, I'un des deux objets
est remplacé par un objet nouveau. La préférence de place spontanée au sein du champ ouvert
est écartée en placant ce nouvel objet du coté le moins exploré lors de la séance d’acquisition.
Le temps d’exploration de chaque objet est chronométré et un indice de mémoire est calculé:
(temps d’exploration du nouvel objet — temps d’exploration de 1’objet ancien) / temps
d’exploration total pour les deux objets durant les 10 minutes du test de rétention (Figures 42

et 43).
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Figure 42: [llustration du test de reconnaissance d’objet

Test de rétention

Acquisition

10 min

Test de rétention

10 min

Figure 43: Photographie des objets utilisés pour le test de reconnaissance d’objet
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Déplacement d’objet (Jour 3)

Par I’intermédiaire du test de déplacement d’objet, on cherche a déterminer si la souris est
capable de déceler parmi trois objets celui ayant été déplacé a une nouvelle position.

Pour ce test, les différents groupes de souris utilisés sont les suivants:

- souris males agées d’un mois: WT n=13 et TgCRNDS8 n=11, 4ge moyen lors du test:

WT: 30,2 jours + 0,58 et TgCRNDS: 29,5 jours + 1,5;
- souris males agées de deux mois: WT n=11 et TgCRNDS n=10, age moyen lors du
test: WT: 60 jours + 0,59 et TgCRNDS: 59,1 jours + 0,38.

Pendant la séance d’acquisition, la souris explore librement une configuration de trois
objets (une canette en aluminium, une bouteille en verre et un distributeur a savon en métal)
au sein du champ ouvert pendant 10 minutes. Elle va ainsi se forger une représentation précise
de ’emplacement de ces trois objets dans I’environnement. Lors du test de rétention, effectué
aprés un délai de trois heures, la souris est exposée a nouveau aux trois mémes objets dont
I’'un a été déplacé (le distributeur a savon). Le temps d’exploration de chaque objet est
chronométré et un indice de mémoire est calculé: (temps d’exploration de I’objet déplacé —
moyenne du temps d’exploration pour les objets non déplacés) / temps d’exploration total

pour les trois objets durant les 10 minutes du test de rétention (Figures 44 et 45).
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Figure 44: Illustration du test de déplacement d’objet

Acquisition Test de rétention

Figure 45: Photographie des objets utilisés pour le test de déplacement d’objet
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Remplacement d’objet (Jour 4)

Par I’intermédiaire du test de remplacement d’objet, on cherche a déterminer si la souris
est capable de déceler un objet familier, mais localisé a un nouvel emplacement.

Pour ce test, les différents groupes de souris utilisés sont les suivants:

- souris males agées d’un mois: WT n=17 et TgCRNDS8 n=11, 4ge moyen lors du test:

WT: 31,47 jours = 0,35 et TgCRNDS: 30,91 jours + 0,41;
- souris males agées de deux mois: WT n=14 et TgCRNDS8 n=10, age moyen lors du
test: WT: 60,71 jours + 0,29 et TgCRNDS: 60,3 jours &+ 0,21.

Pendant la séance d’acquisition, la souris explore librement deux objets différents (une
tasse a cappuccino en porcelaine et un grand verre en verre) au sein du champ ouvert pendant
10 minutes. Lors du test de rétention, effectué¢ apreés un délai de trois heures, deux objets
identiques sont présentés (deux tasses a cappuccino ou deux grands verres), I'un familier,
exploré précédemment lors de la phase d’acquisition, et ’autre qualifié de « remplagant ».
L’effet d’une éventuelle préférence de place spontanée au sein du champ ouvert est écarté en
placant I’objet remplagant du c6té le moins exploré lors de la séance d’acquisition. Le temps
d’exploration de chaque objet est chronométré et un indice de mémoire est calculé: (temps
d’exploration de 1’objet familier (remplacant) a son nouvel emplacement — temps
d’exploration de 1’objet familier & son ancien emplacement) / temps d’exploration total pour

les deux objets durant les 10 minutes du test de rétention (Figures 46 et 47).
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Figure 46: Illustration du test de remplacement d’objet

Test de rétention

o

Acquisition
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Test de rétention
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Figure 47: Photographie des objets utilisés pour le test de remplacement d’objet
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4.2. Labyrinthe de Barnes

4.2.1. Principe

Le test du labyrinthe de Barnes, développé par Carol Barnes (Barnes, 1979), permet
d’évaluer les performances d’apprentissage et de mémoire de navigation spatiale chez le
rongeur. Ce test est basé sur la tendance naturelle des rongeurs a fuir les environnements
aversifs qui sont a découvert, surélevés et fortement éclairés (la plate-forme du test), pour se
réfugier en lieu sir (la cage d’¢élevage). Pour s’extraire de cette situation aversive, I’animal est
amen¢ a trouver et mémoriser I’emplacement précis d’un unique trou (le trou cible) parmi 12
trous strictement identiques menant a sa cage d’¢élevage. Au fil d’essais successifs, I’animal va
progressivement apprendre a localiser de plus en plus efficacement et rapidement
I’emplacement précis de ce trou cible grace a différents indices distaux présents dans la picce
expérimentale.

La mémoire de référence spatiale s’évalue a I’issue d’une phase d’acquisition de
plusieurs jours d’apprentissage contenant plusieurs essais par jour, par une phase de test
durant laquelle le trou cible est bouché et ne permet plus de fuir le dispositif. Un rongeur
ayant mémorisé la localisation précise du trou cible qui menait a sa cage durant la phase
d’acquisition va focaliser sa recherche sur celui-ci et sur les trous avoisinants. Cette stratégie
de recherche est de type allocentrique de par I’utilisation d’indices distaux. La stratégie de
recherche égocentrique est rendue plus difficile dans I’accomplissement de ce type de tache
du fait du grand diamétre de la plate-forme de test par rapport a la taille de la souris, de la
similitude des trous, de leur localisation a la circonférence et de leur équidistance sur le
dispositif.

Contrairement aux rats sauvages ayant un attrait tout particulier pour les milieux
marécageux, les souris sont plus adaptées aux milieux semi-arides. Ainsi, comparativement a

la piscine de Morris qui est un test se déroulant en milieu aquatique, le labyrinthe de Barnes
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serait plus adapté a la physiologie de la Souris. Il s’avére que les souris ont généralement des
performances inférieures a celles des rats en piscine de Morris dues au stress engendré par
I’eau et leur nage plus difficile (peu de mobilité de la téte), leur empéchant ainsi d’avoir
recours aussi efficacement aux indices distaux. Cependant, les souris présentent des
performances équivalentes a celles des rats dans les paradigmes d’évaluation en milieu sec

(Whishaw and Tomie, 1996).

4.2.2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental du labyrinthe de Barnes consiste en une plate-forme
circulaire ouverte et blanche d’un métre de diametre percée de 12 trous de quatre centimetres
de diamétre, équidistants de 15 centimetres et situés a la circonférence du dispositif a neuf
centimetres du bord. La plate-forme est surélevée a 65 centimetres du sol et posée sur un
tabouret a siége rotatif, permettant de la tourner. Un tube en plastique flexible relie 1’'un des
12 trous de la plate-forme a la cage d’¢élevage de la souris placée centralement sous le
dispositif. La piéce comporte divers indices distaux (affiches sur les murs, meubles, radio
émettant a 45 +/- 5 dB, odeur des congéneres) facilitant I’orientation de la souris et la
localisation précise du trou cible. L’aversion induite par le dispositif expérimental (plate-
forme a découvert, surélevée et éclairée a hauteur de 800 lux au centre du dispositif) sert de
motivation a la souris pour se sortir de cette situation (Figure 48). Durant chaque essai, les
mouvements des souris sont finement analysés et enregistrés automatiquement avec un

logiciel informatique de suivi vidéo EthoVision XT (Noldus, Wageningen, Pays-Bas).
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Figure 48: Illustration du test du labyrinthe de Barnes
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4.2.3. Protocole d’acquisition de la mémoire de navigation spatiale
de référence
Pour ce test, les différents groupes de souris utilisés sont les suivants:
- souris males agées d’un mois: WT n=17 et TgCRNDS8 n=11, 4ge moyen lors du test:
WT: 31,5 jours + 0,33 et TgCRNDS: 31,33 jours + 0,33;
- souris males agées de deux mois: WT n=14 et TgCRNDS n=10, age moyen lors du

test: WT: 64,29 jours + 1,76 et TgCRNDS: 64,22 jours + 1,88.

Les ages renseignés sont ceux des souris lors du test de rétention.

Trois jours avant le début de la tiche, a raison de trois essais quotidiens, les souris sont
familiarisées au passage dans le tube flexible. De cette maniére, elles apprennent que ce tube

les guide directement a leur cage pour s’y réfugier.

Suite aux trois jours de familiarisation, les souris suivent une phase d’apprentissage de
cing jours, au rythme de trois essais quotidiens. Elles réalisent la tache par groupes de trois, a

tour de role. Pour une souris donnée, 1’intervalle entre deux essais est d’environ 15 minutes
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(le temps de tester les deux autres congénéres). Durant I’apprentissage, la cage est connectée
via le tube, au trou cible dont la position dans la piéce reste rigoureusement la méme d’un
essai a I’autre et au fil des jours d’apprentissage. Si la localisation précise du trou cible dans la
picce expérimentale reste strictement la méme, ce n’est jamais le méme trou qui fait office de
trou cible. Ceci est rendu possible grace a un plan de rotation pseudo-aléatoire de la plate-
forme entre chaque essai. De plus, suite au passage d’une souris, les indices olfactifs qu’elle a
laissés sur le dispositif sont brouillés par un chiffon imbibé d’alcool & 70%. Au début de
chaque essai, un cylindre opaque est posé au centre de la plate-forme et la souris y est déposée
dans une direction aléatoire, puis libérée au bout de 10 secondes. La souris dispose de 180
secondes pour trouver le trou cible et se réfugier dans sa cage. Si cette derniere ne parvient
pas a le trouver dans le temps imparti, elle y est délicatement guidée par I’expérimentateur.
Pour chaque essai, plusieurs parameétres sont évalués comme: la latence de premiére visite au
trou cible (museau dans le trou), la latence d’entrée dans le trou cible (quatre pattes dans le
trou), I’ordre et le nombre de visites aux différents trous, ainsi que les erreurs (visites aux

trous autres que le trou cible ou revisites & un méme trou).

4.2.4. Protocole du test de rétention de la mémoire de navigation
spatiale de référence

Vingt-quatre heures aprés le dernier jour d’apprentissage, un test de rétention est
réalisé. La souris explore librement la plate-forme pendant un unique essai de 120 secondes
sans qu’aucun trou ne soit reli¢ a sa cage. Si I’animal a établi lors de 1’apprentissage une
stratégie allocentrique le guidant a sa cage, il visitera préférentiellement le trou cible obturé et
les trous voisins. Un ratio est calculé correspondant au nombre de visites a un trou particulier /

nombre total de visites dans tous les trous confondus.
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4.3. Analyse des données comportementales

Les analyses statistiques sont effectué¢es a 1’aide du logiciel informatique GraphPad6
(Prism, Californie, USA). Des analyses de la variance (ANOVA) sont utilisées en tenant
compte de deux facteurs catégoriels sans mesures répétées, « génotype » et « age », et d’un
facteur a mesures répétées « jour » pour la phase d’apprentissage du test du labyrinthe de
Barnes. En cas d’ANOVA significative, des comparaisons multiples sont réalisées a 1’aide
d’un test post-hoc de Bonferroni. Pour les tests d’exploration d’objets, les indices de mémoire
sont comparés au hasard qui est au niveau zéro (pas de détection de 1’objet nouveau, de 1’objet
déplacé ou de I’objet familier (remplagant) présent a un nouvel emplacement) a I’aide d’un
test # de Student. Pour le test du labyrinthe de Barnes, 1’indice de visite a un trou est comparé
au hasard qui est au niveau 0,083 (pas de préférence pour un trou en particulier). Le seuil de
significativit¢é considéré est de 0,05 pour I’ensemble des analyses statistiques.
L’expérimentateur réalise les expériences le plus possible a I’aveugle malgré le poids de cinq

a 10 grammes inférieur des souris TgCRNDS8 en comparaison aux souris WT.

165



Matériel & Méthodes — 5. Pharmacologie

5. Pharmacologie

5.1. Traitements per os

De maniére a cibler I’APP et ses différents métabolites, ainsi que le rdle de
I’inflammation sur les performances comportementales, les souris males agées de deux mois
sont traitées avec différents composés. Pour chaque composé testé, quatre groupes de souris
sont constitués: les souris WT véhicule, TgCRNDS8 véhicule, WT drogue et TgCRNDS

drogue.

Le véhicule utilis¢é pour la solubilisation de chacune des drogues ainsi que pour le
traitement des souris dites «véhicules » est I’hydroxypropyl-cellulose 0,3% (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, Missouri, USA). Ce véhicule est couramment utilisé au laboratoire et n’a jamais
engendré de problémes déléteres chez les souris témoins. Les drogues utilisées sont les
suivantes: un inhibiteur de -secrétase, le LY-2811376 (MedChem Express, Princeton, USA;
15mg/kg tous les deux jours entre un et deux mois), un inhibiteur du complexe y-secrétase, le
Semagacestat (Abmole, Houston, Texas, USA; 10mg/kg/jour pendant six jours), et un AINS
inhibiteur de la cyclo-oxygénase de type 2 (COX-2), le Celecoxib (Sigma-Aldrich, Saint-

Louis, Missouri, USA; 10mg/kg/jour pendant six jours).

Les composés sont administrés par voie orale a I’aide d’une aiguille de gavage droite de
2,5cm de longueur et 0,9cm de diameétre (Dominique Dutscher, Issy-les-Moulineaux, France)
insérée sur une seringue d’ImL (Soft-Ject®, Henke-Sass Wolf, Tuttlingen, Allemagne)
(Figure 49). Lors du gavage, la souris est fermement maintenue par la peau du coup afin
d’empécher les mouvements de téte. Téte et corps sont positionnés sur une méme ligne,

museau vers le haut, pour faciliter le passage de la sonde dans 1’cesophage (Figure 50).
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Figure 49: Illustration d 'une sonde de gavage

Figure 50: Illustration de la prise en main de la souris lors du gavage per os

(Figure tirée du site internet http://www.jove.com/)

5.2. Impact du traitement per os sur les performances comportementales

L’avant dernier jour de traitement, les souris sont testées dans la tiche de déplacement
d’objet pour laquelle le protocole a été¢ exposé précédemment. ((LY-2811376: WT véhicule
n=10; TgCRNDS8 véhicule n=10; WT LY-2811376 n=7 et TgCRNDS8 LY-2811376 n=10; age
moyen lors du test: WT véhicule: 61 jours + 0,30; TgCRNDS véhicule: 60,4 jours £ 0,72; WT

LY-2811376: 60,71 jours + 0,42 et TgCRND8 LY-2811376: 60,3 jours # 0,58),
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(Semagacestat: WT véhicule n=12; TgCRNDS8 véhicule n=9; WT Semagacestat n=14 et
TgCRNDS8 Semagacestat n=11; age moyen lors du test: WT véhicule: 58,42 jours £+ 0,36;
TgCRNDS véhicule: 58,44 jours + 0,53; WT Semagacestat: 58,36 jours = 0,37 et TgCRNDS
Semagacestat: 58 jours = 0,36), (Celecoxib: WT véhicule n=10; TgCRNDS véhicule n=9; WT
Celecoxib n=10 et TgCRNDS8 Celecoxib n=8; dge moyen lors du test: WT véhicule: 60,1
jours = 0,71; TgCRNDS8 véhicule: 60,89 jours = 0,90; WT Celecoxib: 60 jours + 0,82 et

TgCRNDS Celecoxib: 60,625 jours + 0,96)).

Lors du dernier jour de traitement, les souris sont testées dans la tiche de remplacement
d’objet pour laquelle le protocole a été exposé précédemment. ((LY-2811376: WT véhicule
n=11; TgCRNDS véhicule n=11; WT LY-2811376 n=8 et TgCRNDS8 LY-2811376 n=10; age
moyen lors du test: WT véhicule: 62,09 jours + 0,28; TgCRNDS véhicule: 61,27 jours + 0,66;
WT LY-2811376: 61,5 jours + 0,42 et TgCRND8 LY-2811376: 61,3 jours + 0,58),
(Semagacestat: WT véhicule n=12; TgCRNDS8 véhicule n=9; WT Semagacestat n=13 et
TgCRNDS8 Semagacestat n=10; age moyen lors du test: WT véhicule: 58,42 jours + 0,36;
TgCRNDS véhicule: 58,44 jours + 0,53; WT Semagacestat: 58,36 jours + 0,40 et TgCRNDS
Semagacestat: 58 jours + 0,50), (Celecoxib: WT véhicule n=9; TgCRNDS véhicule n=9; WT
Celecoxib n=10 et TgCRNDS8 Celecoxib n=6; dge moyen lors du test: WT véhicule: 61,44
jours £ 0,87; TgCRNDS véhicule: 61,67 jours + 0,93; WT Celecoxib: 60,7 jours = 0,79 et

TgCRNDS Celecoxib: 61,17 jours & 1,22)).

5.3. Récupération des hippocampes

Trois heures aprés la dernicre injection, les souris sont mises a mort a I’aide d’une
injection intrapéritonéale (i.p.) de pentobarbital sodique (Ceva Santé Animale, Libourne,

France) en surdose (200mg/kg). Une fois anesthésiées et dépourvues de mouvements des
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vibrisses et des réflexes palpébral et de retrait de la patte, les souris sont ensuite décapitées a
I’aide de ciseaux, puis la boite cranienne est incisée afin d’en extraire le cerveau. Les deux
hippocampes sont rapidement prélevés a froid, congelés dans de I’azote liquide a —190°C,
puis conservés dans un congélateur a —80°C (Sanyo, Japon). Les hippocampes récoltés sont
utilisés pour le dosage de I’APP et de ses dérivés par des techniques de Western blot et

d’ELISA (pour « Enzyme-Linked-Immunosorbant-Assay » en anglais).

5.4. Analyse des données pharmacologiques

Pour I’analyse des tests comportementaux réalisés sous traitement pharmacologique, une
ANOVA a trois facteurs est effectuée avec le logiciel informatique Matlab (MathWorks,
Natick, Massachussetts, USA). En cas d’ANOVA significative, des comparaisons multiples
sont réalisées a I’aide d’un test post-hoc de Bonferroni. Les indices de mémoire sont
comparés au hasard qui est au niveau zéro (pas de détection de 1’objet déplacé ou de 1’objet
familier (remplagant) présent a un nouvel emplacement) a 1’aide d’un test ¢ de Student. Le
seuil de significativité considéré est de 0,05 pour I’ensemble des analyses statistiques.
L’expérimentateur réalise les expériences le plus possible a I’aveugle malgré le poids de cinq

a 10 grammes inférieur des souris TgCRNDS8 en comparaison aux souris WT.
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6. Electrophysiologie in vivo

6.1. Procédure chirurgicale

Suite aux études comportementales, les activités oscillatoires des souris TgCRNDS et WT
sont enregistrées par une technique d’électrophysiologie in vivo. Ces enregistrements sont
réalisés chez I’animal anesthési¢ via une injection i.p. d’uréthane (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, Missouri, USA; 1,6 a 2g/kg), un agent anesthésique terminal sous lequel un rythme
théta peut étre induit suite a une stimulation sensorielle (B/and, 1986). Une fois anesthésiée et
dépourvue de reflexes, les poils de la souris sont épilés sur le haut du crane avec un ciseau. La
souris est ensuite positionnée dans un cadre stéréotaxique (Kopf, USA) et ses yeux sont
protégés contre le desséchement avec une goutte de gel ophtalmique (Lacrigel 0,2%,
Europhta, Monaco, France). L’hypothermie induite par I’anesthésie est ¢galement controlée
durant I’ensemble du protocole d’enregistrement par un systéme de poche thermique en gel
9x15cm (Actipoche, Cooper, Melun, France) chauffée pendant 20 secondes au four a micro-
ondes. Le systéme de plaque thermorégulatrice reliée a une sonde rectale classiquement utilisé
en chirurgie ne peut étre utilisé¢ dans notre étude car tout matériel électrique engendre des
interférences que 1’on souhaite limiter pour la propreté des enregistrements
électrophysiologiques. La procédure chirurgicale étant minutieuse, cette derniére se fait sous
loupe binoculaire (Olympus LED 60T, 12V, 400mA). Une incision longitudinale médiane du
scalp est pratiquée pour mettre a nu les os du crane. Ces derniers sont asséchés avec un coton-
tige pour y faire ressortir les sutures craniennes ainsi que les points de repere osseux bregma
(point situé a I’intersection des sutures frontale et sagittale) et lambda (point extrapolé situé a
I’intersection des sutures occipitale et sagittale). Le crane est mis a plat (méme hauteur des
points bregma et lambda) de manicre a assurer la précision de 1’implantation de 1’électrode

d’enregistrement. A 1’avant du bregma, au niveau frontal, la boite cranienne est percée a
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I’aide d’une fraise dentaire. Une vis en acier inoxydable y est insérée servant alors d’électrode
de référence.

Des fenétres sont incisées sur le crane aux coordonnées d’intérét permettant d’atteindre:
I’hippocampe dorsal au niveau du champ ammonique CA1l et le cortex entorhinal. Les
coordonnées stéréotaxiques sont calculées au préalable a partir d’un atlas stéréotaxique de la
Souris (Paxinos & Franklin, 2004) (Tableau 3). La variabilité anatomique entre souches de
souris m’a amenée a réaliser des expériences préliminaires servant a 1’ajustement de ces
coordonnées stéréotaxiques. Le point de repére antéro-postérieur est le bregma. Les fenétres
d'acceés aux structures d’intérét débordent sur 1’hémisphére controlatéral afin de pouvoir
prendre le repere médio-latéral sur le sinus veineux interhémisphérique. En effet, a cause
d’une grande variabilité, la suture osseuse interhémisphérique ne peut fournir un point de
repere suffisamment précis. Enfin, le repére de profondeur est pris sur la surface de la dure-
mere avant que cette-derniere ne soit enlevée avec une aiguille pour faciliter I’implantation de

I’¢électrode d’enregistrement.

Tableau 3: Coordonnées utilisées pour les enregistrements électrophysiologiques in vivo par rapport au bregma

CAld +/- 2 mm +/- 1,5 mm +/- 2 mm
+/- 4 mm +/- 4 mm +/- 4 mm

(CAld, cornus ammonis 1 dorsale et EC, cortex entorhinal)
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6.2. Protocole d’enregistrement

Tous les enregistrements ont lieu a I’intérieur d’une cage de Faraday construite au
laboratoire (Figure 51 A). Une électrode de terre est fixée a cette cage afin de minimiser le
bruit ¢électrique lors des enregistrements. Avant sa descente dans le cerveau, 1’électrode
d’enregistrement est recouverte, sur son coté ne présentant pas les pastilles, d’un traceur
lipophile fluorescent, le 1,1°-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetraméthyindocarbocyanine perchlorate a
2% (Dil, Invitrogen Molecular Probes, Waltham, USA) émettant a une longueur d’onde de
565nm. Ce traceur permet de vérifier les coordonnées du site d’implantation de 1’¢électrode
d’enregistrement a 1’issue des enregistrements électrophysiologiques et de vérifier ainsi la
reproductibilité d’une souris a I’autre. Les enregistrements sont randomisés et effectués sur les
hémispheres cérébraux gauche et droit. Des enregistrements extracellulaires en LFPs sont
réalisés avec une ¢électrode linéaire en silicone de 15um de diamétre contenant 16 canaux
espacés de 50um (Neuronexus, Alx16-2mm-50-177, Ann Arbor, USA). Une telle électrode
permet ainsi I’enregistrement simultané de 16 sites différents dans notre région d’intérét.
Cette électrode est connectée au systéme d’enregistrement AlphaLab (Alpha-Omega SnR™,
Nazareth, Israél). Les signaux enregistrés sont amplifiés (200X), filtrés (0 a 9kHz) et
numérisés (0 a 22kHz). Les tracés obtenus en LFPs représentent 1’évolution au fil du temps de
la différence de potentiel entre I’¢lectrode de référence et 1’¢électrode d’enregistrement placée
dans la structure d’intérét. Les LFPs correspondent a la sommation des courants entrant et
sortant de dizaines de milliers de neurones présents au voisinage de [’électrode
d’enregistrement. La profondeur d’implantation de 1’¢lectrode d’enregistrement dans le
champ ammonique CAl est confirmée au cours de sa descente par le suivi de ’activité
¢électrophysiologique permettant de repérer I’emplacement des différentes couches cellulaires
de I’hippocampe (stratum pyramidale) et couche granulaire du gyrus denté grice aux

décharges multi-unitaires.
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Une fois I’¢électrode d’enregistrement placée a la bonne profondeur, la souris est laissée en
stabilisation pendant 15 minutes. A [D’issue de cette période de stabilisation, des
enregistrements d’une durée de 15 minutes chacun sont effectués. Au cours des
enregistrements, trois stimulations sensorielles sont induites par un pincement de la queue au
bout de 100, 400 et 700 secondes. Ce type de stimulation est connu pour induire des

oscillations théta sous anesthésie a 1’uréthane (Bland, 1956).

6.3. Analyse des données électrophysiologiques

Suite a la séance d’enregistrements, 1’anesthésie étant terminale, les souris sont mises
a mort par décapitation avec des ciseaux. La boite cranienne est ensuite incisée afin d’en
extraire le cerveau. Les cerveaux sont fixés pendant 24 heures dans une solution de
paraformaldéhyde a 4% (PAF 4%; tampon phosphate (PB) 0,1M; pH 7.4; 4°C), puis
cryoprotégés pendant 48 heures dans une solution de D-saccharose (Roth, Karlsruhe,
Allemagne) a 20% (PB 0,1M; pH 7,4; 4°C). Afin de congeler les cerveaux, ces derniers sont
plongés dans une solution d’isopentane (Roth, Karlsruhe, Allemagne) refroidie avec de la
carboglace a -40°C pendant une minute. Ceux-ci sont ensuite conservés dans un congélateur a
-80°C jusqu’a la coupe.

Des coupes frontales de 20um d’épaisseur, de I’hippocampe dorsal (bregma -1.46mm)
a la fin du cortex entorhinal (bregma -4,5mm), sont effectuées avec un microtome placé dans
un cryostat a -20°C (MicromTM HM560, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Les
coupes sont recueillies sur des lames gélatinées (SuperFrost®, Dominique Dutscher, Issy-les-
Moulineaux, France). La localisation précise du site d’implantation de 1’¢lectrode
d’enregistrement peut étre vérifiée au microscope a fluorescence (Olympus Vanox AH,
Tokio, Japon) grace au marqueur fluorescent Dil excitable a une longueur d’onde de 549nm et
compatible avec un filtre rhodamine. Ce marquage, ainsi que les caractéristiques

173



Matériel & Méthodes — 6. Electrophysiologie in vivo

¢lectrophysiologiques des enregistrements (position des couches cellulaires), permettent de
déterminer 1’emplacement de chacune des 16 électrodes (Figure 51 B). Ceci permet de
procéder a des analyses spécifiques pour chacune des couches de I’hippocampe, de CAl
jusqu’au gyrus denté: stratum pyramidale, stratum radiatum, stratum lacunosum moleculare,

couche moléculaire du gyrus denté et couche granulaire supérieure du gyrus denté.

Figure 51: Dispositif expérimental des enregistrements électrophysiologiques in vivo et site d implantation
de I’électrode d’enregistrement dans la région CAI de ’hippocampe
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Les tracés bruts sont importés sur le logiciel informatique Matlab. Ces tracés sont ensuite
« down-samplés » a 2 200Hz (un point sur 10) et filtrés ente 0,1 et S00Hz (pour I’analyse des
LFPs). Les artéfacts (fluctuations rapides de la trace) sont automatiquement détectés et
« coupés » de la trace (tous les points présentant une amplitude supérieure au triple de 1’écart-
type par rapport a la moyenne, ainsi que les 500 millisecondes précédant et suivant chaque
é¢vénement). Les données ¢€lectrophysiologiques sont ensuite analysées a I’aide des fonctions
de la bibliothéque de scripts Chronux. L’analyse spectrale s’effectue sur des segments de 60
secondes présentant un rythme théta prépondérant (ratio théta / delta > 5). Dans notre étude,

nous nous sommes particulierement intéressés aux activités oscillatoires théta (3 a 9Hz sous
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anesthésie a I'uréthane), gamma lente (SG: 25 a 45Hz) et gamma rapide (FG: 60 a 100Hz). La
bibliothéque de scripts Chronux permet 1’obtention d’un spectre de puissance. Cette analyse
est effectuée sur une fenétre glissante de quatre secondes par pas d’une seconde. A partir de
ce spectre est obtenue la puissance (somme des puissances comprises entre 3 et 9Hz) et la
fréquence (fréquence au pic de puissance dans la bande de fréquence théta). La puissance des

oscillations SG et FG est également calculée.
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7. Etudes histologiques

7.1. Mise a mort et traitement des tissus

Des souris spécifiquement dédiées aux études histologiques sont mises a mort a 1’aide
d’une injection i.p. de pentobarbital sodique en surdose (200mg/kg). Une fois anesthésiées et
dépourvues de tout réflexe de mouvement des vibrisses, pupillaire et de pincement de la
queue et des pattes, ces derniéres subissent une perfusion intracardiaque lente. La perfusion
est tout d’abord réalisée a I’aide de tampon phosphate salin (PBS 0,1M; pH 7.,4; 4°C)
hépariné (Héparine Choay®, 25 000U.L./5mL, Laboratoire SANOFI-Aventis, Paris, France) a
0,1% pendant cinq minutes. Les 10 minutes suivantes, la perfusion se poursuit avec du PAF
4% afin de fixer le cerveau. L’indicateur d’une bonne perfusion repose en la rigidification du
corps de I’animal, en particulier des membres et de la queue, avec les extrémités blanches.
Les souris sont ensuite décapitées a 1’aide de ciseaux, puis la boite cranienne est incisée afin
d’en extraire le cerveau. Les cerveaux sont ensuite post-fixés pendant 24 heures dans la méme
solution de PAF 4%, puis cryoprotégés pendant 48 heures dans une solution de D-saccharose
a 20%. Afin de congeler les cerveaux, ces derniers sont plongés dans une solution
d’isopentane refroidie a -40°C avec de la carboglace pendant une minute. Ceux-ci sont ensuite
conservés dans un congélateur a -80°C jusqu’a la coupe.

Afin de procéder aux divers marquages immunohistochimiques, des coupes flottantes
frontales de cerveaux d’une épaisseur de 20pum, de 1I’hippocampe dorsal (bregma -1.46mm) a
la fin du cortex entorhinal (bregma -2,06mm), sont effectuées avec un microtome placé dans
un cryostat a -20°C. Ces coupes sont recueillies dans les puits d’une boite de culture de 12
puits (Dominique Dutscher, Brumath, France) et baignent dans un milieu cryoprotectant (30%
de glycérol, 30% d’éthyléne glycol et 40% de PB). Enfin, les coupes sont stockées a -20°C

jusqu’aux marquages.
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7.2. Marquages immunohistochimiques

Les coupes flottantes de cerveaux sont tout d’abord rincées trois fois pendant 10
minutes dans du PBS afin d’¢éliminer le milieu cryoprotectant qui pourrait altérer la fixation
des anticorps sur le tissus ainsi que les poussiéres et autres saletés. Elles sont ensuite incubées
pendant 15 minutes a température ambiante dans une solution de péroxyde d’hydrogéne
(H202 1%, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA) de facon a enlever la péroxydase
endogene présente dans les globules rouges et ainsi minimiser 1’auto-fluorescence du tissu.
Les coupes sont ensuite incubées pendant 30 minutes a 80°C dans une solution de citrate de
sodium (1,29¢g dilué dans 500mL d’eau ultra-pure; pH 8,6) de maniere a détruire les liaisons
covalentes des protéines créées par le PAF qui pourraient masquer les antigénes d’intérét.
Ensuite, elles sont une nouvelle fois rincées trois fois pendant 10 minutes dans du PBS avant
d’étre incubées pendant deux heures a température ambiante dans une solution de sérum d’ane
(Biowest, Nuaill¢, France) pour bloquer les sites non-spécifiques. Le sérum d’ane est dilué a
5% dans du PBS-Triton 0,1% (PBST; PBS et Triton® X-100, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Allemagne), un détergent favorisant la perméabilité des membranes et donc la pénétration des
anticorps dans le tissu. Enfin, les coupes sont incubées dans 1’anticorps primaire (7ableau 4)

dilué dans du PBST contenant 2% de sérum d’ane pendant 24 heures a 4°C.

Le lendemain, aprés incubation avec I’anticorps primaire, les coupes sont rincées trois
fois pendant 10 minutes dans du PBS de maniére a éliminer I’excédent d’anticorps primaire.
Elles sont ensuite incubées pendant deux heures a température ambiante dans une solution
contenant 1’anticorps secondaire (7ableau 4) dirigé contre 1’espéce de I’anticorps primaire.
Aprés incubation, les coupes sont rincées trois fois pendant 10 minutes dans du PBS de
maniére a ¢liminer I’excédent d’anticorps secondaire, puis quelques secondes dans de 1’eau
ultra-pure. Finalement, elles sont montées sur des lames gélatinées, puis séchées a 1’étuve

avant montage entre lame et lamelle.
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Le montage se fait avec du Dapi-Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, AL,
USA) en guise de milieu d’inclusion. Le Dapi est une molécule fluorescente capable de se lier
a I’ADN et de marquer le noyau des cellules, facilitant ainsi I’identification des différentes

couches cellulaires de I’hippocampe lors de la prise d’images.

7.3. Prise d’images et quantification des cellules immunomarquées

Les images destinées a la quantification des cellules immunomarquées sont prises avec
un microscope doté d’une platine motorisée en X, Y, du systtme ApoTome 2 et d’une caméra
Orca flash 4,0 LT (Microscope ZEISS Axio Imager M2, Carl Zeiss SAS, Le Pecq, France), le
tout au grossissement x20. Ces images sont prises dans une piece obscure afin de minimiser la
perte du marquage fluorescent. Elles sont effectuées sur les hippocampes entiers de chacun
des deux hémispheres et les cellules des deux hippocampes gauche et droit sont quantifiées
afin de randomiser 1’effet de latéralisation. Les cellules sont identifiées d’apres leur forme
(arrondie ou ovoide) et leur taille (entre 10 et 20um de diametre), et celles avec un
immunomarquage de forte intensité sont quantifiées. La quantification des cellules est réalisée
a I’aide du logiciel d’acquisition et de traitement d’images Navigateur Efficace ZEISS (Zen).
Le nombre de cellules est évalué en fonction de I’aire de chacune des zones d’intérét de

I’hippocampe: CA3, CA2, CALl et le gyrus denté.
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Tableau 4: Principaux anticorps utilisés pour les marquages immunohistochimiques

Antigeénes Espéce hote Dilution Fournisseur
Dako, Glostrup,
Protéine Acide Lapin 1/2000 Danemark;
Fibrillaire Gliale (polyclonal) Ref: Z0334
(GFAP) Lot: 00070182
Ionized calcium- Abcam, Cambridge,
binding adaptor Chevre 1/500 Royaume-Uni;
molecule 1 (polyclonal) Ref: ab5076
(Ibal) Lot: GR230719-1
Sigma-Aldrich,
Parvalbumine Souris 1/4000 Saint-Louis,
(PV) (monoclonal) Missouri, USA;
Ref: P3088
Lot: 676k4864
Santa-Cruz, Dallas,
Somatostatine Lapin 1/500 USA;
(SOM) (polyclonal) Ref: sc-13099
Lot: K2309
Life Technologies
Molecular Probe,
Immunoglobulines Saint Aubin, France;
de Poulet 1/500 Alexa-Fluor A488
Lapin (vert)
Ref: A21441
Lot: 1697089
Life Technologies
Immunoglobulines Molecular Probe,
de Ane 1/500 Saint Aubin, France;
Chevre Alexa-Fluor A555

(rouge)
Ref: A21432
Lot: 1249013
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Life Technologies
Molecular Probe,

Immunoglobulines Saint Aubin, France;
de Ane 1/250 Alexa-Fluor A568
Souris (rouge)
Ref: A10037
Lot: 1696197
Life Technologies
Molecular Probe,
Immunoglobulines Saint Aubin, France;
de Poulet 1/500 Alexa-Fluor A488
Lapin (vert)
Ref: A21441

Lot: 1697089
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8. Quantification de I’APP et de ses produits de clivage

8.1. Mise a mort et préparation des homogénats hippocampiques

Des souris spécifiquement dédiées aux dosages de I’APP, du B-CTF et de I’AP sont mises
a mort a ’aide d’une injection i.p. de pentobarbital sodique en surdose (200mg/kg). Une fois
anesthésiées et dépourvues de tout réflexe de mouvement des vibrisses, pupillaire et de
pincement de la queue et des pattes, ces dernicres sont décapitées a I’aide de ciseaux. La boite
cranienne est ensuite incisée afin d’en extraire le cerveau. Sur glace, le cerveau est tranché au
scalpel au niveau de la fissure interhémisphérique, puis les hippocampes des deux hémi-
cerveaux gauche et droit sont rapidement récoltés. Ces derniers sont enfin plongés dans de
I’azote liquide a -196°C, puis conservés dans un congélateur a -80°C jusqu’aux dosages
protéiques.

Pour la préparation des homogénats hippocampiques, les hippocampes congelés sont tout
d’abord pesés, puis homogénéisés pendant une minute dans 10 volumes de tampon Radio
Immuno Protein Assay (RIPA) (50mM de Tris pH 7,4; 150mM de NaCl; IGEPAL 1%;
sodium-déoxycholate 0,5%; sodium dodécyl sulfate (SDS) 0,1%), additionné d’un cocktail
d’inhibiteurs de protéases (PIC; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA), d’un cocktail
d’inhibiteurs de phosphatases (PhosStop; Roche Life Science, Meylan, France) et de phényl
méthyl sulfonyle ImM (PMSF; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA). L’homogénat
est ensuite incubé pendant une heure a 4°C sous agitation, puis centrifugé a 20 000g pendant
20 minutes a 4°C de fagon a culoter les débris cellulaires. La concentration en protéines du
surnageant est mesurée par spectrophotométrie (Jenway 6305, Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, Royaume-Uni) avec le kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules,
Californie, USA) basé sur la méthode de Bradford. L’absorbance des échantillons est

comparée a celle de la gamme standard réalisée avec de ’albumine de sérum bovin (BSA,
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Euromedex, Souffelweyersheim, France) pour permettre une mesure relative de Ila
concentration en protéines. Finalement, des aliquots de surnageant sont conservés dans un
congélateur a -20°C jusqu’au dosage de I’APP et de ses dérivés par les techniques de Western

blot et d’ELISA.

8.2. Western blot

Des gels pré-coulés en polyacrylamide avec un gradient de concentration allant de 4% a
20% (Mini-protean™ et Criterion", Bio-Rad, Hercules, Californie, USA) permettent de
séparer les protéines (20pug / puits) et de déceler ainsi sur un méme gel I’APP (100 a 110kDa),
les CTFs (12 a 17kDa) et I’AP (4kDa). La séparation des protéines par électrophorése se fait
en conditions dénaturantes en présence de SDS afin de séparer les protéines uniquement en
fonction de leur poids moléculaire. Suite a leur séparation, les protéines du gel sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,2pm (Bio-Rad, Hercules, Californie, USA).
Le transfert se fait dans un systéme de transfert Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad, Hercules,
Californie, USA) pendant sept minutes a 25V et 2,5A. Afin de vérifier la qualité du transfert,
les membranes sont révélées au rouge Ponceau S (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri,
USA). Celles-ci sont ensuite décolorées dans du tampon Tris salin (TBS) avec du Tween 20
(TBS-Tween) a 0,05% (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA). Ces dernic¢res sont
ensuite incubées pendant une heure dans du lait écrémé a 5% a température ambiante afin de
bloquer les sites non spécifiques. Les membranes sont enfin incubées en présence de la
solution d’anticorps primaires toute la nuit a 4°C sous agitation lente. Ces anticorps primaires
sont dilués dans une solution de BSA a 2% dans du TBS-Tween a 0,05%. L’anticorps
primaire 6E10 reconnait les acides aminés 1 a 16 N-terminaux de I’Af humain et permet donc
la détection de I’APP, des CTFs et de I’AB exogenes provenant du transgene hAPP.

L’anticorps primaire APP-C-terminal reconnait les 20 derniers acides aminés de la partie C-
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terminale du transgéne Z4PP de longueur 695 acides aminés et détecte ainsi, par homologie
de séquence, ’APP et les CTFs murins (endogénes) et humains (exogenes car provenant du
transgene hAPP). L’anticorps primaire dirigé contre 1’actine a 43kDa sert de contrdle de
charge afin de s’assurer que la méme quantité de protéines est déposée dans chaque puits.

Le jour suivant, les membranes sont rincées trois fois pendant cinq minutes dans du TBS-
Tween a 0,05%. Les membranes sont ensuite incubées en présence de la solution d’anticorps
secondaires pendant une heure a température ambiante sous agitation lente. Les anticorps
secondaires sont couplés a la péroxidase de raifort (HRP; Jackson Immuno Research, West
Grove, Pennsylvanie, USA) et dilués dans une solution de BSA a 2%. Au final, les protéines
de la membrane sont révélées par chimiluminescence grace a une solution d’Enhanced Chemo
Luminescence (ECL; ThermoFischer Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois,
USA), puis scannées (ChemiDoc Touch; Bio-Rad, Hercules, Californie, USA). La
quantification de I’intensité des différentes protéines se fait par densitométrie grace au logiciel

informatique ImagelJ avec une normalisation par rapport a I’actine.

Tableau 5: Principaux anticorps utilisés pour le Western blot

Antigeénes Espéce hote Dilution Fournisseur
B-amyloide 1-16 Souris Covance, Allschwil,
(6E10) (monoclonal) 1/10 000 Suisse;

Ref: SIG-39320

Amino acids 676-695 Lapin Sigma-Aldrich, Saint-
(partie C-terminale) (polyclonal) 1/4000 Louis, Missouri, USA;
de I’APP Ref: A8717
Epitope intracellulaire Lapin Alomone Labs,

du canal sodique (polyclonal) 1/500 Jérusalem, Israél;
Na,l1.1 Ref: ASC-001
de rat
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Epitope intracellulaire Lapin Alomone Labs,
du canal sodique (polyclonal) 1/1000 Jérusalem, Israél;
Nay1.6 Ref: ASC-009
de rat
Souris Sigma-Aldrich, Saint-
Actine (monoclonal) 1/10 000 Louis, Missouri, USA;
Ref: A3853

Jackson Immuno

IgG (H+L) de Souris Chévre 1/10 000 Research, West Grove,

Pennsylvanie, USA;
Ref: 115-001-003

Jackson Immuno

IgG (H+L) de Lapin Chevre 1/10 000 Research, West Grove,

Pennsylvanie, USA;
Ref: 111-001-003

8.3. ELISA

La quantification de ’AP étant rendue difficile par Western blot en raison des faibles
quantités de ce peptide chez les souris TgCRNDS8 aux ages précoces auxquels elles sont
testées, j’ai opté pour une autre technique de dosage permettant la quantification d’infimes
quantités de protéines, ’ELISA sandwich.

Pour les ELISA, deux kits sont utilisés: un anti-B-CTF humain de lapin et un anti-Ap (1-
42) humain de souris (Immuno-Biological Laboratories (IBL), Gunma, Japon).

Pour les deux kits ELISA, le protocole est le suivant.

Tout d’abord, il faut déterminer un plan de plaque pour savoir ou déposer le blanc, la
gamme des standards (peptides synthétiques correspondant a I’APP-B-CTF ou a I’AB (1-42)
humains) et les échantillons. Les plaques de micro titration utilisées contiennent soit
I’anticorps primaire monoclonal de lapin anti-APP-C humain, soit 1’anticorps primaire

monoclonal de souris anti-Af (38-42) humain. La gamme des standards, le blanc et les
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¢chantillons sont préparés avec un tampon contenant de la BSA 1% et du PBS-Tween 0,05%,
puis déposés dans les puits de la plaque ELISA et incubés toute la nuit a 4°C.

Le jour suivant, les plaques de micro titration sont lavées 10 fois a ’aide d’un laveur de
plaque et de détergent (PBS-Tween a 0,05%) de fagon a retirer les anticorps non liés. Apres
ringage, seuls les complexes immuns demeurent attachés a la surface des puits. Le surplus de
tampon de lavage est évacué en tapotant 1égérement les plaques sur un papier absorbant.

Dans chaque puits sont ajoutés 100pL d’anticorps secondaire de souris anti-Ap (N) (8251)
humain qui permet la liaison a ’anticorps primaire. L’anticorps secondaire est couplé a
I’HRP, une enzyme modificatrice de substrat qui permet de suivre 1’évolution de la réaction.
Cette incubation se fait pendant une heure a 4°C. Les puits sont ensuite rincés de la méme
manicre que précédemment, afin d’éliminer les anticorps secondaires non liés.

Une quantité de 100uL d’un substrat chromogéne de Tetra Methyl Benzidine (TMB) est
introduite dans chaque puits. Les plaques de micro titration sont ensuite incubées pendant 30
minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumicre. Par addition du substrat chromogene,
la réaction chromogénique se traduit par un changement de couleur de la solution présente
dans les puits qui vire alors au bleu. De maniére a stopper cette réaction, 100uL d’une
solution stop de TMB (IN H,SOj4) sont introduits dans chacun des puits. Le liquide va cette
fois-ci virer au jaune en présence de la solution stop.

Avant la lecture des plaques de micro titration, chaque impureté présente au-dessous des
plaques doit étre nettoyée. Les plaques sont lues dans un lecteur de plaque et la mesure est
effectuée a une longueur d’ondes de 450nm. La lecture doit étre faite dans la demi-heure qui
suit I’addition de la solution stop de TMB.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines, B-CTF ou APB;.42
humaines, a doser dans les puits. La gamme des standards permet de tracer une courbe

représentant 1’absorbance des échantillons en fonction de la concentration en peptides. Ainsi,
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la quantité de B-CTF et d’AB;.4, dans les échantillons est déterminée grace a leur absorbance
« rapportée » sur la courbe de standards. Pour chaque échantillon, le signal est normalisé¢ par
rapport a la concentration de protéines. Tous les dosages sont effectués en duplicats, et les

¢chantillons avec une variation supérieure a 10% sont écartés de 1’étude.
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1. Contexte scientifique et objectifs

La MA est une pathologie neurodégénérative caractérisée par une détérioration
progressive et irréversible des fonctions cognitives, plus spécifiquement de la mémoire. Les
amnésies se développent dés les premiers stades de la MA. Ces affections mnésiques, qui au
départ sont minimes, font partie des premiers signes inquiétants de la pathologie qui
conduisent le patient a consulter. Le degré d’atteinte mnésique progresse au fil des années,
jusqu’a ce que I’ensemble des systémes de mémoire décline. Dans la MA, certaines formes de
mémoire sont perturbées deés les premiers stades de la pathologie, comme la mémoire de

reconnaissance et la mémoire de navigation spatiale.

Le premier objectif de ma thése a été de caractériser le phénotype comportemental
d’un mod¢le murin transgénique de la MA, la souris TgCRNDS. De par sa pathologie
amyloide a progression rapide, cette souche murine modélise un cumul de deux formes FAD a
début précoce. J’ai ainsi cherché a déterminer 1’age d’apparition des premieres amnésies chez
de jeunes souris TgCRNDS. Pour ce faire, j’ai eu recours a des souris TgCRNDS8 et WT males
issues de mémes portées, aux deux ages précoces d’un et de deux mois, avant I’émergence des
premiers dépots amyloides chez ce modele. Les performances de reconnaissance des souris
TgCRNDS et WT males agées d’un et de deux mois ont été évaluées a I’aide des tests de
reconnaissance d’objet, de déplacement d’objet et de remplacement d’objet, tandis que leurs

performances de navigation spatiale ont été évaluées avec le test du labyrinthe de Barnes.
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2. Résultats

2.1. Tests d’exploration d’objets

2.1.1. Reconnaissance d’objet

Dans la tache de reconnaissance d’objet a court terme (Etude I; Figure 1), tous les
groupes de souris, indépendamment de 1’dge et du génotype, présentent de bonnes
performances. En effet, suite aux 10 minutes du test de rétention, tous les groupes de souris
présentent un indice de mémoire significativement plus élevé que le niveau du hasard qui est a
zéro. Ceci atteste de I’exploration préférentielle de I’objet nouveau en comparaison a celle de
I’objet familier par les différents groupes de souris (indices de mémoire significativement
différents par rapport au hasard qui est a zéro: WT 1 mois: tuz = 4,805, p = 0,0004;
TgCRNDS8 1 mois: to) = 3,643, p = 0,0054, WT 2 mois: t) = 2,820, p = 0,0200; TgCRNDS 2

mois: to) = 3,603, p = 0,0057).

Il n’y a pas d’interaction (absence d’interaction: ANOVA a 2 facteurs: F(39) =
0,02796, p = 0,8681), ni d’effet age (absence d’effet age: ANOVA a 2 facteurs: F(j39) =
0,04863, p = 0,82606), ni d’effet génotype (absence d’effet génotype: ANOVA a 2 facteurs:

F(1.39) = 0,03582, p = 0,8509).
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Figure 1: Phénotype comportemental des souris TgCRNDS et WT mdles agées d’un et de deux mois dans la
tdche de reconnaissance d’objet

0.6 ko ko * *%
0.5
O O OO
8o ©9
g ‘ 0. d
0.2 O
3 O
g 0.1
©
£ 00 anOnn
00O
-0.1
O
-0.2 n=13 n=10 n=10 n=10
B WT 1 mois B WT 2 mois

[7] TgCRNDS 1 mois [l TgCRNDS 2 mois

L’histogramme représente les moyennes et erreurs types des indices de mémoire ((temps
d’exploration du nouvel objet — temps d’exploration de I’objet ancien) / temps d’exploration
total pour les deux objets durant les 10 minutes du test de rétention) des souris WT et
TgCRNDS8 males agées d’un et de deux mois. Le niveau du hasard a zéro indique la non
préférence pour I’objet nouveau. (* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001,
significativement différent du hasard ; n: effectif des souris ; chaque rond représente une

souris)
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2.1.2. Déplacement d’objet

Dans la tache de déplacement d’objet (Etude 1; Figure 2), alors que les souris
TgCRNDS8 males agées d’un mois présentent de bonnes performances, avec une préférence
significativement plus importante pour I’objet déplacé (indice de mémoire significativement
différent par rapport au hasard qui est a zéro: TgCRNDS 1 mois: t109) = 4,893, p = 0,00006), les
souris TgCRNDS8 males agées de deux mois sont déficientes dans cette méme tache (indice de
mémoire par rapport au hasard qui est a zéro: TgCRNDS 2 mois: t) = 0,8744, p = 0,4046), et
cela de manicre significative par rapport aux souris TgCRNDS8 males agées d’un mois
(interaction significative: ANOVA a 2 facteurs: F(;41) = 8,295, p = 0,0063). Les souris WT,
quant a elles, présentent de bonnes performances dans la tiche de déplacement d’objet aux
deux ages d’un et de deux mois (indices de mémoire significativement différents par rapport
au hasard qui est a zéro: WT 1 mois: ti2) = 4,700, p = 0,0005 ; WT 2 mois: tio) = 4,526, p =

0,0011).

Il n’y a pas d’effet age (absence d’effet 4ge: ANOVA a 2 facteurs: F(141) = 3,299, p =
0,0766), ni d’effet génotype (absence d’effet génotype: ANOVA a 2 facteurs: F(j41) =

0,03894, p = 0,8445).
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Figure 2: Phénotype comportemental des souris TgQCRNDS et WT mdles agées d’un et de deux mois dans la
tache de déplacement d’objet
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L’histogramme représente les moyennes et erreurs types des indices de mémoire ((temps
d’exploration de I’objet déplacé — moyenne du temps d’exploration pour les objets non
déplacés) / temps d’exploration total pour les trois objets durant les 10 minutes du test de
rétention) des souris WT et TgCRNDS males agées d’un et de deux mois. Le niveau du hasard
a zéro indique la non préférence pour 1’objet déplacé. (** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001,
significativement différent du hasard ; n: effectif des souris ; chaque rond représente une
souris ; $ : p <0,05, indice de mémoire significativement différent entre les souris TgCRNDS8

agées d’un mois et celles agées de deux mois)

195



Contributions Expérimentales — Etune n°1

2.1.3. Remplacement d’objet

Dans la tache de remplacement d’objet (Etude 1; Figure 3), les souris WT et
TgCRNDS males agées d’un mois ne sont pas performantes car elles ne présentent pas de
préférence pour I’objet familier (remplacant) présent a une nouvel emplacement (indices de
mémoire par rapport au hasard qui est a zéro: WT 1 mois: tqe = 1,350, p = 0,1959 ;
TgCRNDS8 1 mois: t(0) = 0,5642, p = 0,5851). A I’age de deux mois, alors que les souris WT
présentent cette fois-ci de bonnes performances (indice de mémoire significativement
différent par rapport au hasard qui est a zéro: WT 2 mois: tg3) = 2,311, p = 0,0379), les souris
TgCRNDS conservent leurs mauvaises performances (indice de mémoire par rapport au

hasard qui est & zéro: TgCRNDS 2 mois: to) = 0,8115, p = 0,4380).

Il n’y a pas d’interaction (absence d’interaction: ANOVA a 2 facteurs: F(j 45) = 0,3629,
p = 0,5497), ni d’effet age (absence d’effet age: ANOVA a 2 facteurs: F(;45) = 0,04734, p =
0,8287). En revanche, les statistiques sortent un effet génotype significatif (effet génotype
significatif: ANOVA a 2 facteurs: F(; 43) = 5,592, p = 0,0221). Cependant, cet effet génotype
significatif n’en serait pas vraiment un car il semblerait résulter du fait que les performances
des souris WT sont légérement au-dessus de zéro, alors que celles des souris Tg sont
légérement eu-dessous de zéro. Exception faite des performances faibles, mais significatives,
des souris WT agées de deux mois, les autres groupes de souris ne font pas de reconnaissance

de I’objet remplacé. Par conséquent, I’effet génotype est difficile a interpréter.
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Figure 3: Phénotype comportemental des souris TgCRNDS et WT mdles agées d’un et de deux mois dans la
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L’histogramme représente les moyennes et erreurs types des indices de mémoire ((temps

d’exploration de 1’objet familier (remplacant) a son nouvel emplacement — temps

d’exploration de 1’objet familier & son ancien emplacement) / temps d’exploration total pour

les deux objets durant les 10 minutes du test de rétention) des souris WT et TgCRNDS males

agées d’un et de deux mois. Le niveau du hasard a zéro indique la non préférence pour 1’objet

familier (remplagant) présent a son nouvel emplacement. (* : p < 0,05, significativement

différent du hasard ; n : effectif des souris ; chaque rond représente une souris)
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2.2. Test de navigation spatiale dans le labyrinthe de Barnes

Dans la tache de navigation spatiale en labyrinthe de Barnes, les souris,
indépendamment de I’age et du génotype, présentent de bonnes performances (Efude I,

Figures 4 A et B).

Durant 1’apprentissage (Etude 1; Figure 4 A), il est observé une diminution
progressive de la latence de premiére visite au trou cible (en secondes) au fil des cinq jours
d’apprentissage pour tous les groupes de souris. Une ANOVA a trois facteurs a permis de
mettre en évidence un effet génotype (effet génotype significatif: F(i 39y = 9,426, p = 0,004)
car les souris Tg sont moins performantes que les souris WT, un effet age (effet age
significatif: F 39) = 4,117, p = 0,049) pour les souris dgées de deux mois car a cet age, la
latence de premiére visite au trou cible est plus faible chez les souris TgCRNDS uniquement
lors du premier jour d’apprentissage, comparativement aux souris agées d’un mois, un effet
jour (effet jour significatif: F4156) = 39,857, p < 0,001) et une interaction entre le jour et I’age
(interaction significative jour et age: F,156 = 4,557, p = 0,002). Par contre, il n’y a pas
d’interaction entre le génotype et 1’dge (absence d’interaction génotype et age: F(i 309y = 1,847,
p = 0,182), ni entre le jour et le génotype (absence d’interaction jour et génotype: F 156 =
0,406, p = 0,804), ni entre le jour, le génotype et I’age (absence d’interaction jour, génotype
et age: F4.156) = 0,225, p = 0,924). Ces résultats attestent donc de I’apprentissage progressif de

la localisation du trou cible par les différents groupes de souris.

Lors du test de rétention (Etude 1; Figure 4 B), tous les groupes de souris explorent
significativement plus le trou cible par rapport au niveau du hasard qui est a 0,083,
contrairement aux autres trous (trou opposé au trou cible et trous situés a -90° et + 90° par
rapport au trou cible). Une ANOVA a trois facteurs a permis de mettre en evidence

I’exploration préférentielle du trou cible par tous les groupes de souris (effet cible significatif:
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Fa117) = 54,981, p < 0,001). Il n’y a pas d’effet génotype (absence d’effet génotype: Fi 39) =
0,177, p = 0,676), ni d’effet age (absence d’effet age: F39) = 2,089, p = 0,156), ni
d’interaction génotype et adge (absence d’interaction génotype et age: F(i39) = 4,022, p =
0,052), ni d’interaction cible et génotype (absence d’interaction cible et génotype: F3117) =
0,644, p = 0,588), ni d’interaction cible et age (absence d’interaction cible et age: F3117) =
0,820, p = 0,486), ni d’interaction cible, génotype et age (absence d’interaction cible,
génotype et age: F3117) = 0,305, p = 0,822). Un test t a permis de mettre en évidence les ratios
de visites par rapport au niveau du hasard a 0,083 pour: le trou opposé au trou cible (ratios de
visites pour le trou opposé au trou cible: WT 1 mois: tg) = -3,950, p = 0,003 ; TgCRNDS 1
mois: to) = -3,255, p=0,01 ; WT 2 mois: tu3) = -8,483, p < 0,001 et TgCRNDS 2 mois: t) =
-4,109, p = 0,003), le trou situ¢ a -90° par rapport au trou cible (ratios de visites pour le trou
situé a -90° par rapport au trou cible: WT 1 mois: to) =-2,693, p = 0,025 ; TgCRNDS8 1 mois:
to) = -0,275, p = 0,789 ; WT 2 mois: tq3) = -2,085, p = 0,057 et TgCRNDS 2 mois: to) = -
1,560, p = 0,157), le trou cible (ratios de visites pour le trou cible: WT 1 mois: tg) = 4,611, p
= 0,001 ; TeCRNDS 1 mois: tg) = 3,798, p = 0,004 ; WT 2 mois: tuz = 7,477, p < 0,001 et
TgCRNDS8 2 mois: to) = 3,608, p = 0,007) et le trou situé a +90° par rapport au trou cible
(ratios de visites pour le trou situé a +90° par rapport au trou cible: WT 1 mois: tg) =-1,972, p
= 0,080 ; TeCRNDS 1 mois: tg) = -2,392, p = 0,040 ; WT 2 mois: t(3) = -1,836, p = 0,089 et
TgCRND8 2 mois: to = -1,959, p = 0,086). Ces analyses soulignent d’autant plus
I’exploration significativement préférentielle du trou cible par tous les groupes de souris

durant le test de rétention du labyrinthe de Barnes.
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Figure 4: Phénotype comportemental des souris TgCRNDS et WT mdles dgées d’un et de deux mois dans la

Latence de premiére visite >

au trou cible (sec)

tdche de navigation spatiale dans le labyrinthe de Barnes

B.
100 - 5 ; B
5 0.25
X 0.20 } *
(1]
§ 0.15
= |
S 0'3.0(123 ]
)
s o il |
9
o +t+—ir— B 0.00 - , | _
1 2 3 4 5 o

Opposé -90 Cible +90
Jours d’apprentissage

1 WT 1 mois (n=10)
] TgCRND8 1 mois (n=10)
Il WT 2 mois (n=14)
B TgCRNDS 2 mois (n=10)

Apprentissage - Le graphique représente les moyennes et erreurs types de trois essais
journaliers concernant 1’évolution de la latence de premiére visite au trou cible au fil
des cinq jours d’apprentissage pour les souris WT et TgCRNDS8 males agées d’un et
de deux mois.

Test de rétention - L histogramme représente les moyennes et erreurs types de trois
essais journaliers obtenues par les souris WT et TgCRNDS8 males agées d’un et de
deux mois. Le ratio de visites correspond au nombre de visites a un trou d’intérét (trou
cible, trou opposé au trou cible ou trous situés a -90°C et +90°C par rapport au trou
cible) divisé par le nombre total de visites dans tous les trous confondus. Le niveau du
hasard a 0,083 indique la non préférence pour un trou en particulier. (* : p < 0,05,
significativement différent du hasard)
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3. Discussion

Cette premiére étude a mis en évidence le fait qu’a I’age précoce d’un mois, les souris
WT, tout comme les souris TgCRNDS, sont performantes dans les taches de reconnaissance et
de déplacement d’objet, ainsi que dans le labyrinthe de Barnes. En revanche, les souris WT et
TgCRNDS ne parviennent pas a déceler le remplacement d’un objet a I’age d’un mois. 1 est
important de souligner que les mauvaises performances des souris WT et TgCRNDS8 agées
d’un mois dans le test de remplacement d’objet ne peuvent s’expliquer par un manque
d’interaction avec les objets (di a de I’anxiété, de la fatigue ou un manque de motivation). En
effet, indépendamment de I’age et du génotype, les différents groupes de souris présentent les
mémes niveaux d’exploration des objets dans toutes les tdches de reconnaissance. Il est donc
possible que les souris agées d’un mois n’aient pas encore les capacités pour accomplir le test
de remplacement d’objet. A 1’age de deux mois, les souris TgCRDNS présentent des déficits
dans les taches de déplacement et de remplacement d’objet, a I’inverse des souris WT qui
elles sont performantes. Toutefois, les souris TgCRNDS, tout comme les souris WT, sont
performantes aux deux ages dans les taches de reconnaissance d’objet et du labyrinthe de

Barnes.

La premiere question qui émane de ces résultats comportementaux est de savoir si
I’ontogénie des circuits cérébraux chez les souris serait assez mature pour la réalisation des
différentes taches comportementales aux ages précoces d’un et de deux mois. Les souris
males sont considérées « puberes » entre 28 et 40 jours post-nataux, la puberté correspondant
a I’étape du développement durant laquelle les organes reproducteurs deviennent fonctionnels.
Les souris males sont considérées « adolescentes » de 25 a 60 jours. De ce fait, il est possible
qu’aux ages d’un mois (30 jours post-nataux) et de deux mois (60 jours post-nataux), les

souris considérées comme « adolescentes » n’aient pas encore atteint une maturité cérébrale
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suffisante pour la réalisation de certaines taches comportementales comme celle du

remplacement d’objet.

Ricceri et collaborateurs (Ricceri et al, 2000) ont étudi¢ 1’ontogénie de la
discrimination de la nouveauté et du remplacement d’objet chez des souris CD-1 males et
femelles agées de 18, 28, 46 et 90 jours post-nataux. Les performances des souris CD-1 ont
été évaluées a I’aide d’un test se déroulant dans un champ ouvert et constitué¢ de sept sessions
successives séparées chacune de deux minutes. Dans la premiére session, I’animal explore le
champ ouvert dépourvu d’objet. Durant les sessions deux a quatre, quatre objets sont
présentés et positionnés aux quatre coins du champ ouvert. Lors des sessions cinq et six, deux
de ces objets ont échangé leurs places (remplacement d’objet) et dans la derniere session, I’un
des quatre objets est remplacé par un nouvel objet (reconnaissance d’objet). Les souris agées
de 18 jours post-nataux sont incapables de détecter la nouveauté et le remplacement d’objet.
A 28 et 46 jours post-nataux, les souris présentent une nette préférence pour la nouveauté de
I’objet, explorant activement I’objet nouveau (reconnaissance d’objet), alors qu’a ces mémes
ages, I’exploration n’est pas significativement dirigée vers les objets ayant échangé leurs
places (remplacement d’objet). Il est donc possible que les souris dgées de 28 a 46 jours post-
nataux n’aient pas atteint un degré de maturité cérébrale suffisant pour permettre la détection
du remplacement d’un objet par un autre. En revanche, une réponse significative a cette

permutation de place a lieu dés 1’age post-natal de 90 jours.

L’étude de Ricceri et collaborateurs (Ricceri et al., 2000) argumente en faveur du fait
que les souris WT et TgCRNDS males, dés 1’dge d’un mois, ont déja acquis une maturité
cérébrale suffisante pour la détection de la nouveauté d’un objet, confirmant ainsi les bonnes
performances de ces souris dans la tache de reconnaissance d’objet a I’age d’un mois. Cette
maturité cérébrale ne serait toutefois pas suffisante pour permettre la détection du

remplacement d’un objet par un autre, que ce soit chez les souris WT ou les souris TgCRNDS
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males agées d’un mois. Les bonnes performances des souris WT et TgCRNDS8 males agées
d’un mois dans le protocole a trois objets de la tache de déplacement d’objet, laissent suggérer
qu’a cet age précoce, les circuits cérébraux nécessaires a la détection d’un changement de

position d’un objet, indépendamment de son identité, sont déja efficaces.

I1 est intéressant de noter que sur la figure 3 illustrant la détection du remplacement
d’objet, les résultats individuels des souris WT et TgCRNDS8 males agées d’un mois (comme
indiqués par les ronds), montrent une trés grande variabilité inter-individuelle de part et
d’autre du niveau du hasard a zéro. Si I’on prend en considération le fait qu’a I’age d’un mois
la puberté pourrait étre inégale entre les individus, les souris ayant des performances au-
dessus du hasard seraient pubeéres, tandis que celles dont les performances sont inférieures a
z€ro seraient encore pré-puberes. Ainsi, les souris pré-puberes n’auraient peut-étre pas encore
atteint une maturité cérébrale suffisante pour la détection du remplacement d’un objet par un

autre.

De manicre intéressante, le décours de 1’ontogénie des circuits cérébraux qui sous-
tendent ces taches de reconnaissance semblerait étre comparable entre la Souris et le Rat. En
effet, d’aprés Ainge et Langston (Ainge and Langston, 2012), la mémoire qui permet
I’association entre I’identit¢ des objets et leur localisation dans 1’espace (remplacement
d’objet) serait bien plus lente a se développer que la mémoire pour l’identité des objets
(reconnaissance d’objet) (Ainge and Langston, 2012). En effet, chez le Rat, les circuits
cérébraux permettant la reconnaissance d’objet sont fonctionnels des 1’dge post-natal de 24
jours. En revanche, il faut attendre 30 jours post-nataux pour que les circuits cérébraux soient
assez matures pour permettre la détection du remplacement d’un objet, ce qui est un peu plus
tot que chez la Souris, pour laquelle le déficit est encore apparent a 46 jours post-nataux

(Ricceri et al., 2000).
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Une étude (Francis et al., 2012) a mis en évidence le fait que des souris TgCRNDS8
agées de deux mois seraient déficitaires dans la tdche de reconnaissance d’objet. Ces résultats
sont contradictoires avec ceux obtenus dans mon étude montrant les bonnes performances des
souris TgCRNDS8 males dans ce méme test aux deux ages d’un et de deux mois. Cette
divergence des résultats pourrait notamment s’expliquer par le fait que ces auteurs aient
combiné les performances de souris males et femelles alors que j’ai focalisé mes recherches
exclusivement sur les males. Transposés a ’Homme, ces résultats suggerent qu’il existerait
une inégalité femme-homme dans la MA, car les femmes ont plus de risques d’étre affectées
par la pathologie que les hommes (Lautenschlager et al., 1996, Rountree et al., 2012). En
effet, les hormones féminines, en particulier les cestrogénes, influenceraient la
physiopathologie amyloide (Chen et al., 2006; Carroll et al., 2007). C’est la raison pour
laquelle les études entreprises dans le cadre de ma these se sont principalement focalisées sur

I’utilisation de souris males.

Les structures cérébrales qui sous-tendent la mémoire de reconnaissance et la mémoire
de navigation spatiale font partie de la formation hippocampique, un systéme logé eu sein du
lobe temporal médian. Comme évoqué dans la partie « Mémoire » de 1’introduction de ce
manuscrit, la contribution de I'une ou l’autre des structures cérébrales appartenant a la

formation hippocampique ne serait pas la méme dépendamment de la tiche comportementale.

Les bonnes performances des souris TgCRNDS males agées d’un et de deux mois
dans la tache de reconnaissance d’objet avec un court délai de rétention laissent suggérer que
le cortex périrhinal, une structure cérébrale particuliérement cruciale pour la discrimination
d’objets entre eux (Kesner et al., 2001; Bachevalier and Nemanic, 2008), ne serait pas
impacté par la pathologie amyloide chez ce modele murin a ces jeunes ages. Les bonnes
performances des souris TgCRNDS8 males agées d’un mois, et leurs mauvaises performances

a l’age de deux mois, dans la tache de déplacement d’objet, laissent suggérer que
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I’hippocampe, une strucure cérébrale essentielle pour la détection du déplacement d’un objet
(Save et al., 1992), serait altéré par la pathologie amyloide chez ce modéle murin a partir de
deux mois. Le fait que les souris WT et TgCRNDS8 males agées d’un mois ne parviennent pas
a résoudre la tache de remplacement d’objet laisserait suggérer que le cortex entorhinal, une
structure cérébrale indispensable a la réalisation de ce test (Wilson et al., 2013a, 2013b),
mettrait plus de temps a devenir fonctionnel, en comparaison au cortex périrhinal et a
I’hippocampe. Enfin, le fait que les souris TgCRNDS8 maéles agées de deux mois conservent ce
déficit par rapport aux souris WT suggererait qu’a cet age, le cortex entorhinal serait atteint

par la pathologie amyloide.
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1. Contexte scientifique et objectifs

Méme si I’étiologie de la MA demeure encore méconnue a ce jour, 1’hypothése
amyloide met en avant le fait que le peptide A induirait un dysfonctionnement des réseaux
neuronaux et serait de ce fait responsable de 1’altération des fonctions cognitives. Sur la base
de I’hypothése amyloide, de nombreux essais thérapeutiques ont eu pour objectif d’abaisser
les niveaux d’Ap, principalement par l’utilisation d’inhibiteurs du complexe y-secrétase et
d’anticorps dirigés contre le peptide AP. Paradoxalement, la plupart de ces essais cliniques
ont échoué, car ils amélioraient peu, voire aggravaient, les fonctions cognitives et étaient
souvent accompagnés de nombreux effets indésirables. Ces échecs thérapeutiques laissent a
penser que (1) I’hypothése amyloide actuelle serait incompléte, I’Af ne pouvant étre
responsable a lui seul de tous les aspects néfastes de la pathologie, et/ou (2) les traitements
actuellement disponibles sur le marché seraient administrés trop tardivement, alors que la MA
est déja trop avancée et que les dommages neuronaux sont trop €tendus pour pouvoir étre

contrecarrés pharmacologiquement.

L’hypothése principale de ma thése, qui a fait ’objet d’un article scientifique
accepté par le journal Science Advances, est que d’autres fragments dérivés du clivage
amyloidogénique de ’APP, tel que le B-CTF, précurseur direct du peptide AP, pourraient
étre responsables de I’émergence de troubles mnésiques précoces chez les patients affectés

par la MA.

Pour tenter de répondre a cette hypothése, ma seconde étude a principalement été
réalisée avec des souris WT et TgCRNDS8 males agées de deux mois et provenant de mémes
portées. Elle m’a ainsi permis d’étudier I’influence du transgéne hAPP sur les niveaux
d’expression de I’APP, du B-CTF et de I’A, I’activité oscillatoire et les performances

comportementales de ces souris males dgées de deux mois.
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De par la présence du transgene 24 PP et des doubles mutations Swedish et Indiana qui
influencent respectivement les propriétés de clivage amyloidogénique de I’APP par les
secrétases [ et y chez les souris TgCRNDS, des techniques de Western blot et d’ELISA m’ont
permis dans un premier temps de doser les niveaux d’APP, de B-CTF et d’AB

hippocampiques chez ces souris et de les comparer a ceux des souris WT.

Dans la MA, certaines formes de mémoire sont affectées dés les premiers stades de la
pathologie, comme la mémoire de reconnaissance. Dans ma premicre étude, j’ai pu mettre en
¢vidence un déficit de mémoire de déplacement et de remplacement d’objet chez les souris
TgCRNDS8 males agées de deux mois. Chacune de ces formes de mémoire repose sur un
dialogue complexe entre diverses structures cérébrales siégeant au sein de la formation
hippocampique. L’échange d’informations entre ces différentes structures est rendu possible
grace a l’activité oscillatoire. De ce fait, I’activité oscillatoire des souris WT et TgCRNDS8
males agées de deux mois et anesthésiées a ['uréthane a ¢été analysée a 1’aide
d’enregistrements électrophysiologiques in vivo multi-sites dans les différentes strates du
champ ammonique CA1 de I’hippocampe. Suite a ces enregistrements, des marquages
immunohistochimiques des interneurones PV et SOM, connus pour étre spécifiquement
impliqués dans la genése des oscillations théta et gamma, ont été entrepris afin de vérifier si la
diminution ou I’augmentation potentielles de ces interneurones pourraient altérer I’activité

oscillatoire hippocampique.

Enfin, une approche pharmacologique, qui consistait en I’administration per os d’un
inhibiteur de la B-secrétase (LY-2811376), d’un inhibiteur du complexe vy-secrétase
(Semagacestat) ou d’un véhicule, m’a permis de cibler respectivement 1’activité des secrétases
B et v, et leurs roles respectifs sur le niveau d’expression des métabolites amyloidogéniques
de I’APP, le B-CTF et I’AB, et I’émergence des premiers troubles mnésiques des souris

TgCRNDS8 males dans les tiches de déplacement et de remplacement d’objet.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative pathology commonly characterized
by a progressive and irreversible deterioration of cognitive functions, especially memory.
Even though the etiology of AD remains unknown, a consensus has emerged on the amyloid
hypothesis, which posits that increased production of soluble amyloid beta peptide (AP)
induces neuronal network dysfunctions and cognitive deficits. However, the relative failures
of AB-centric therapeutics suggest that the amyloid hypothesis is incomplete and/or that
treatments are given too late in the course of AD, when neuronal damages are already too
extensive. As such, it is striking to see that few studies have extensively characterized from
anatomy to behavior, the alterations associated with pre-amyloid stages in mouse models of
AD amyloid pathology. To fulfill this gap, we examined memory capacities, as well as
hippocampal network anatomy and dynamics, in young adults’ pre-plaque male TgCRNDS
mice, when hippocampal A levels are still low. We showed that at this stage, TgCRNDS
mice present alterations in hippocampal inhibitory networks and gamma oscillations. Further,
these mice exhibit deficits, only in a subset of hippocampal-dependent memory tasks, which
are all affected at later stages. Finally, using a pharmacological approach, we showed that
some of these early memory deficits are AP independent. Our results could partly explain the
limited efficacy of AP-directed treatments and favor multi-therapy approaches for an early

symptomatic treatment for AD.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative pathology commonly characterized
by a progressive and irreversible deterioration of cognitive functions, especially memory,
which accentuates with the progression of the disease. Even though the etiology of AD
remains unknown, a consensus has emerged on the amyloid hypothesis (/) which posits that
the AP peptide, major constituent of the amyloid plaques, induces neuronal network
dysfunctions and is therefore responsible for the alteration of cognitive functions (2). Ap
derives from the amyloidogenic cleavage of the transmembrane amyloid precursor protein
(APP), first by the beta-secretase enzyme (B-secretase or BACE-1), which generates soluble
APP (sAPP) and the B-C-terminal fragment (B-CTF, also called C99). B-CTF is then cleaved
by the gamma-secretase enzyme (y-secretase) to generate the AP peptide and the amyloid
intracellular domain (AICD). AB, principally A containing 42 amino acids (APs4,), aggregates
to form AP oligomers and extracellular amyloid plaques. Since more than fifteen years, it is
becoming clear that neural networks and memory impairments are due to increased brain
levels of soluble forms of AP (3,4) rather than amyloid fibrils or amyloid plaques (5). Thus, a
lot of efforts have been deployed with the aim of lowering AP levels as a possible treatment
for AD, mainly by using y-secretase inhibitors. However, these drugs paradoxically induce no
improvement, or even a worsening of cognitive functions, and/or have drastic side effects that
preclude their use as suitable therapeutics for AD (6). The lack of obvious beneficial effects
on cognition suggests that AP alone is unable to account for all aspects of the disease (7,8).
Accordingly, other amyloid factors, such as -CTF (9-15), AICD (16) or the newly described
CTF-n (17) could represent possible culprits in early AD. Therefore, characterizing whether
different APP cleavage products contribute differentially to early cognitive deficits (i.e. before
amyloid plaques apparition) is of utmost importance. To this aim, we performed a

comprehensive characterization of two-month-old male TgCRNDS8 mice and their non-
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transgenic (NTg) control littermates. At this age, TgCRNDS8 mice exhibit no plaques and low
levels of AP, associated with high expression of B-CTF, within the hippocampus. We first
showed that these mice present drastic alterations in CAl inhibitory networks and gamma
oscillations, indicating that hippocampal networks are affected early in the time course of the
amyloid pathology. Even if multiple forms of memory are affected in AD, specific functions
such as recognition memory for objects, detection of spatial changes and spatial navigation
seem precociously altered (18-20). Although these forms of memory rely on complex inter-
structure dialogues encompassing the temporal lobe and the prefrontal cortex, most of them
are known to depend on the integrity of hippocampal networks (for a recent review on
recognition memory, see (21)). Therefore, the early hippocampal alterations reported in young
pre-plaque male TgCRNDS8 mice might be responsible for some subtle memory impairments.
Accordingly, pre-plaque TgCRNDS8 mice exhibit a particular pattern of memory deficits: they
are impaired in both spatial object location and object-place association tasks, but they
perform well, as their NTg control littermates, in the novel object recognition task and in the
Barnes maze spatial navigation task. Finally, since both B-CTF and AP were detected in the
hippocampus of pre-plaque TgCRNDS8 mice, it was critical to assess the respective role, if
any, of each APP fragment, in the reported memory deficits. In order to target different APP
cleavage products, we chronically treated TgCRNDS mice and their NTg littermates with
either a - or a y-secretase inhibitor. We showed that behavioral deficits in the spatial object
location task were most likely AB-dependent since they were rescued by both the - and y-
secretase inhibitors which preclude AP generation, whereas deficits in the object-place
association task were likely AB-independent since they were rescued only by the B-secretase
inhibitor which prevents both AB and B-CTF production. Further, we showed that AB and (-

CTF likely act on specific hippocampal networks. Taken together, our study indicates
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differential contributions of APP amyloid metabolites to early memory deficits highlighting

the complexity to find a proper therapeutic strategy against AD.
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Results

Hippocampal amyloidogenic state in young TgCRNDS8 mice

To characterize the hippocampal amyloid state in young pre-plaque male TgCRNDS8 mice
(before three months of age (22)), we performed Western blot analysis of whole hippocampal
extracts using the APP C-term antibody (which recognizes murine as well as human mutated
APP and related proteolytic products) in one and two-month-old TgCRNDS and NTg control
littermate mice. As already described (9,23), pre-plaque TgCRNDS mice exhibit an age-
dependent increase of CTF levels in the hippocampus (two-way ANOVA: interaction age x
genotype: F22) = 4.342, p = 0.049, Bonferroni post-hoc analysis between one and two-
month-old TgCRNDS: t») = 4.262, p = 0.0019; figure 1A). The anti-human AP antibody
(6E10), applied on the same samples, did not detect AP at these ages but confirmed the
increased level of human B-CTF (supplementary figure S1). To test whether AP} was present
in hippocampal networks, we performed ELISA analyses on a subset of these extracts. This
approach allowed the detection of very small quantities of Af (around 0.2ng/mg of
hippocampal protein homogenates). While A is not detectable in NTg mice, low levels are
present in TgCRNDS8 mice, starting at one month of age, with a tendency to increase between

one and two months () = 1.505, p=0.1707; figure 1B).

Therefore, in addition to B—CTF, hippocampi of young pre-plaque male TgCRNDS8 mice also

contain Ap.

Hippocampal network structure and function in young TeCRNDS8 mice

To determine if the amyloidogenic state described above could be linked to alterations in
hippocampal activity, as already described in vitro (9), we performed in vivo multi-site
electrophysiological recordings in urethane anaesthetized mice. We used 16-channels linear

silicon probes in order to simultaneously record from different layers of the dorsal

214



Contributions Expérimentales — Etude n°2

hippocampus (CAl, from Stratum Oriens to Stratum Lacunosum Moleculare; figure 2A).
Both TgCRNDS8 (n=8) and NTg (n=11) mice exhibit clear theta oscillations after a sensory
stimulation in all CAl layers (figure 2A). We then quantified the integrated power of total,
theta, slow gamma (SG) and fast gamma (FG) oscillations in the CA1 area. No differences are
found between genotypes in both total and theta powers (two-way ANOVA for total power:
genotype effect: F(1.17) = 0.3680, p = 0.5521 and two-way ANOVA for theta power: genotype
effect: F(1.17) = 0.2852, p = 0.6002; figure 2B). However, a slight decrease in theta frequency
is observed (NTg vs TgCRNDS: tq7 = 2.195, p = 0.0423). Interestingly, the gamma
oscillatory activity is largely impaired in young TgCRNDS mice in both the slow (two-way
ANOVA for SG power: interaction depth x genotype: Fs.136) = 3.182, p = 0.0024; figure 2B)
and fast gamma ranges (two-way ANOVA for FG power: interaction depth x genotype: Fs.136)

=2.299, p = 0.0242; figure 2B).

At the cellular level, inhibitory interneurons expressing either parvalbumin (PV) or
somatostatin (SOM) have been critically linked to hippocampal oscillatory activity (24,25)
and have been shown to be precociously altered in mouse models of AD (26,27). We
therefore performed immunolabelling of PV and SOM interneurons in the hippocampus of
pre-plaque TgCRNDS8 mice and their NTg littermates. More specifically, we quantified the
number of PV and SOM interneurons in the different subfields of the dorsal hippocampus.
While no differences are found in the number of SOM interneurons (two-way ANOVA:
genotype effect: F(1.17) = 0.2589, p = 0.6265; figure 3A), we were able to show that TgCRNDS
mice exhibit a significant decrease of PV interneurons, specifically in the CA1 area (two-way
ANOVA: genotype effect: F(17) = 7.461, p = 0.0293; hippocampal subfield effect: F3,1) =

212.5, p<0.0001, Bonferroni’s post-hoc test for CA1: tpg) = 3.680, p = 0.0039; figure 3A).

To confirm that this decrease in the number of immunofluorescent PV interneurons found in

pre-plaque TgCRNDS8 mice resulted from a decrease in the number of cells rather than a
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decrease in PV expression per se, we quantified the level of voltage-gated sodium channel
subunits NaV 1.1 and 1.6 which are predominant in PV cells (26). Accordingly, we found that
TgCRNDS8 mice exhibit a significant decrease in the expression of NaV 1.6 (NTg vs
TgCRNDS: tg) = 3.1, p = 0.0127) and also a clear tendency towards a decrease for the NaV

1.1 subunit (NTg vs TgCRNDS: to) = 2.015, p = 0.0747; figure 3B).

Taken together, these results indicate that young pre-plaque male TgCRNDS mice exhibit
profound early alterations in dorsal hippocampal CA1 PV inhibitory networks likely leading

to altered gamma oscillations.

Behavioral performances of young TeCRNDS& mice

Hippocampal oscillatory activity has been described as a critical player in memory encoding,
consolidation and retrieval. To determine whether the specific alterations found in dorsal
hippocampal CA1 networks could be linked to cognitive deficits, we performed a battery of
behavioral tests in young adult two-month-old male TgCRNDS8 and NTg mice. We first used
three tests relying on spatial information treatment by dorsal CA1 hippocampal networks: the
spatial object location task (28, 29), the object-place association task (28, 30) and the Barnes

maze task (31).

TgCRNDS8 mice are deeply impaired in both the spatial object location task (different from
chance level: NTg: tq3) = 2.311, p = 0.0379 and TgCRNDS: t9) = 0.8115, p = 0.483; group
difference: NTg vs TgCRNDS: t22) = 1.735, p = 0.0968; figure 4A and supplementary figure
S2) and the object-place association task (different from chance level: NTg: ti3) = 2.311, p =
0.0379 and TgCRNDS: t) = 0.8115, p = 0.483; group difference: NTg vs TgCRNDS: t»22) =
2.046, p = 0.05; figure 4B and supplementary figure S3). However, they perform as their NTg

littermates in the Barnes maze, either in the learning phase or during the probe test (two-way
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ANOVA for learning: genotype effect: F(21) = 1.896, p = 0.183 and two-way ANOVA for

probe: genotype effect: F(;21) = 1.595, p = 0.2205; figure 4C and supplementary figure S4).

Mice were also tested in a short-term novel object recognition task, which is mainly
considered as hippocampal-independent (see (2/) for a recent review). TgCRNDS8 mice
perform as well as their respective NTg littermates, with a clear detection of the novel object
(different from chance level: NTg: ti3) = 4.255, p = 0.0009 and TgCRNDS: t(12) = 3.151, p =
0.0084; group difference: NTg vs TgCRNDS: tos) = 0.8203, p = 0.4198; figure 4D and

supplementary figure S5).

Taken together, these results indicate that young pre-plaque male TgCRNDS mice exhibit

early cognitive deficits only in a subset of hippocampal-dependent tasks.

Differential involvement of B-CTF and AP in early cognitive deficits

Since both B-CTF and AP were detected in the hippocampus of young pre-plaque male
TgCRNDS mice, it was critical to assess their respective role, if any, in the cognitive deficits
reported above. To do so, we chronically treated NTg and TgCRNDS8 mice with either a -
secretase inhibitor (LY-2811376, 15mg/kg every two days for one month between one and
two months; this drug decreases both B-CTF and AP levels without affecting the expression of
APP; (32)) or a y-secretase inhibitor (Semagacestat, 10mg/kg/day for six days; this drug
decreases AP levels but increases B-CTF contents; (12)). Mice were tested at the age of two

months in the spatial object location task and then the object-place association task.

None of the treatments have an effet on memory performances in NTg mice (one-way
ANOVA for the spatial object location task: Fna41y = 0.3607, p = 0.6993 and one-way
ANOVA for the object-place association task: F42) = 0.2040, p = 0.8163; figure 5A). Both
treatments are able to rescue retention performances of TgCRNDS8 mice in the spatial object

location task (different from chance level: NTg-Vehicle: t3) = 6.61, p < 0.0001; NTg-LY-
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2811376: t) = 6.951, p = 0.0004; NTg-Semagacestat: t(12) = 4.444, p = 0.0008; TgCRNDS-
Vehicle: toy) = 0.6681, p = 0.5113; TgCRNDS8-LY-2811376: t) = 3.106, p = 0.0126 and
TgCRNDS8-Semagacestat: ti1) = 2.303, p = 0.0418; figure 5A) without affecting the total
exploration time during the acquisition trial (supplementary figures S6 and S7). The two-way
ANOVA only reveals a genotype effect (F(1.82) = 7.156, p = 0.009) and the Bonferroni post-
hoc analysis shows that TgCRNDS mice exhibit a decrease in retention performances
compared to NTg littermates, only in the vehicle-treated group (t2) = 3.3, p = 0.0043).
Surprisingly, only the LY-2811376 treatment is able to rescue memory performances in the
object-place association task, with no effect of the Semagacestat treatment (different from
chance level: NTg-Vehicle: to4) = 3.259, p = 0.0033; NTg-LY-2811376: ts) = 7.405, p =
0.0003; NTg-Semagacestat: t;1) = 2.264, p = 0.0448; TgCRNDS8-Vehicle: t9) = 3.523, p =
0.0023; TgCRNDS8-LY2811376: t) = 2.230, p = 0.05 and TgCRNDS8-Semagacestat: t(9) =
0.9314, p = 0.3736; figure 5B). Neither the LY-2811376 treatment, nor the Semagacestat one,
affect total object exploration during the acquisition trial. The two-way ANOVA reveals a
genotype effect (F(1.80) = 13.98, p = 0.0003) and a treatment effect (F230) = 3.594, p = 0.032)
without interaction (F 30 = 1,299, p = 0.2786). The Bonferroni post-hoc analysis reveals that
TgCRNDS mice exhibit a decrease in retention performances compared to NTg littermates in
both the vehicle-treated group (tio) = 4.176, p = 0.0002) and the Semagacestat treated group
(tg0) = 2.429, p = 0.05) but not in the LY-2811376 one (tio) = 0.7348, p > 0.999). To confirm
the effect of both treatments on hippocampal APP metabolite expression, we quantified the
levels of AP using ELISA and those of B-CTF using Western-blot analysis (figure 5C). As
already shown (72, 32), we found that hippocampal AP concentration is reduced following
both treatments (one-sample t-test against TgCRNDS8-Vehicle: TgCRNDS8-LY-2811376: t4) =
2.536, p = 0.0642 and TgCRNDS8-Semagacestat: ts) = 4.346, p = 0.0026). In addition, we also

confirmed that hippocampal B-CTF contents are decreased following the LY-2811376
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treatment but increased after the Semagacestat one (one-sample t-test against TgCRNDS-
Vehicle: TgCRNDS8-LY-2811376: t4) =2.536, p = 0.0642 and TgCRND8-Semagacestat: tg) =
4.346, p = 0.0026). In addition, we also confirmed that hippocampal B-CTF contents are
decreased following the LY-2811376 treatment, but increased after the Semagacestat one
(one-sample t-test against TgCRNDS8-Vehicle: TgCRNDS8- LY-2811376: tu) = 14.42, p =

0.0001 and TgCRND8-Semagacestat: tg) = 14.30, p < 0.0001).

Given the distinct effects of LY-2811376 and Semagacestat treatments on both APP
metabolites levels and cognitive performances, it is likely that different APP metabolites are
responsible for young pre-plaque male TgCRNDS8 mice deficits in the spatial object location

and the object-place association tasks.

Differential effect of B- and y-secretase on dorsal hippocampal functioning

Since TgCRNDS mice exhibit specific alterations in CAl PV nertworks, we wondered
whether LY-2811376 and/or Semagacestat treatments might act via a rescue of CAl
interneuronal networks. To this aim, we performed immunolabelling of PV interneurons in a
subset of NTg and TgCRNDS8 mice following vehicle or pharmacological treatments
(Vehicle: n =7 NTg and 8 TgCRNDS; LY-2811376: n = 3 TgCRNDS8 and Semagacestat: n =
6 TgCRNDS). None of the treatments are able to rescue PV networks in TgCRNDS8 mice
(one-way ANOVA: Fi3o9 = 6.56, p = 0.0029; figure 6). Indeed, the number of PV
interneurons is still significantly decreased following Semagacestat (Bonferroni post-hoc
analysis: too) = 3.807, p = 0.0066) or LY-2811376 treatments (Bonferroni post-hoc analysis:
too) = 3.467, p = 0.00146; figure 6A). In addition to a decrease in PV interneurons, pre-plaque
TgCRNDS mice exhibit a decrease in NaV expression. Since restoring NaV levels in a mouse
model of AD restores memory deficits (26), we tested whether LY-2811376 and/or

Semagacestat might rescue NaV 1.1 and/or NaV 1.6 levels in the hippocampus. We showed
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that Semagacestat is able to rescue levels of both NaV 1.1 and NaV 1.6 levels, whereas LY-
2811376 only rescues those of NaV 1.6. (one-way ANOVA for NaV 1.1: F33) = 6.52, p =
0.0024 and one-way ANOVA for NaV 1.6: F323) = 5.911, p = 0.0038; figure 6). Therefore,
beneficial effects of B- and y-secretase inhibitor treatments on the spatial object location task
might be mediated, in part, by a rescue of NaV levels, thereby restoring “normal” PV

interneuron functions (26).

We then questioned how LY-2811376 might rescue performances in the object-place
association task. Semagacestat appears more powerful than LY-2811376 in rescuing PV
interneuron functions in CAl, but it has no effect on the objet-place deficit. Thus, another
region could mediate the beneficial effect of LY-2811376 in the object-place association task.
Since some studies indicate that upstream regions of CA1l might be involved (33), we
performed c-Fos immunolabelling of activated cells in the dorsal hippocampus following the
object-place association task in NTg and TgCRNDS8 mice. We found that the dentate gyrus is
the most activated hippocampal area during this task (two-way ANOVA: hippocampal
subregion effet: Fp24) = 51.53, p <0.001; figure 7A). Strikingly, dentate activation during this
task is markedly reduced in TgCRNDS8 mice (interaction genotype x hippocampal subregion:
Foo4=31.22, p <0.0001, Bonferroni post-hoc analysis: t3e = 8.071, p < 0.0001; figure 7A).
We therefore hypothesized that LY-2811376 might rescue normal activation of dentate
networks during the object-place association task. We thus counted c-Fos immunolabelled
cells in the dentate gyrus of TgCRNDS8 mice following LY-2811376 and Semagacestat
treatments. We found that LY-2811376, but not Semagacestat, increases the number of
activated cells in dentate gyrus networks during the task, albeit not to the level of NTg mice

(one-way ANOVA: F3.17)=36.53, p <0.001; figure 7B).

Therefore, LY-2811376 might rescue memory deficits in the object-place association task via

an effect on dentate gyrus’ networks.
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Discussion

We demonstrated that pre-plaque male TgCRNDS8 mice exhibit early behavioral
alterations only in a subset of hippocampal-dependent tasks, associated with drastic deficits in
hippocampal inhibitory networks and altered gamma oscillations. Strikingly, we showed that
different APP metabolites are likely responsible for specific memory deficits in two different
tasks. Taken together, our study supports the current hypothesis that AP is unable to account
for all aspects of cognitive impairments in AD, highlighting the complexity of the amyloid

pathology.

As the field inches towards early detection of AD in order to provide precocious treatments
(34), it is critical to assess the respective role of each APP fragment in the most early stage of
the disease. As such, we focused our work on young adult pre-plaque male TgCRNDS8 mice, a
well-characterized mouse model of AD-like amyloid pathology (22). In this mouse model,
robust expression of AP begins around 10 weeks of age and amyloid deposits appear at three
months (22). We therefore characterized the expression of APP and its proteolytic products in
pre-plaque male TgCRNDS8 mice, before the “transition point” of high AP production (10
weeks of age). By combining Western-blot and ELISA dosage approaches, we showed that
one- and two-month-old male TgCRNDS8 mice express low AP levels, together with high
expression of B-CTF, in the hippocampus. To determine if this amyloidogenic state could be
linked to alterations in hippocampal functioning, as already described in vitro (9), we
performed in vivo multi-site electrophysiological recordings in urethane-anaesthetized mice.
We found that two-month-old male TgCRNDS mice present drastic alterations in gamma
oscillations in the CAl area. At the cellular level, hippocampal GABAergic interneurons are
known to be susceptible to amyloid-f toxicity in vitro and affected in TgCRNDS8 mice (335).
Two interneuron subtypes are considered to be critical in the modulation of hippocampal

oscillatory activity: neurons expressing parvalbumin (PV, (24, 36)) and those expressing
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somatostatin (SOM, (36, 37)). We showed that pre-plaque male TgCRNDS8 mice exhibit a
marked decrease in the number of PV interneurons, specifically within the CA1 area of the
dorsal hippocampus. In addition, the concomitant decrease in the expression of voltage-gated
sodium channel subunits (NaV) 1.1 and 1.6 likely indicates a loss a PV interneurons per se,
rather than a decrease in PV expression. However, SOM interneurons are preserved in all
subfields of the dorsal hippocampus in pre-plaque male TgCRNDS8 mice. These results seem
in contradiction with the ones reported by Albuquerque et al., (38) who showed no decrease in
the number of PV interneurons in six-month-old TgCRNDS8 mice. However, in this study, the
authors counted PV and SOM cells in the whole hippocampus, including its ventral part,
whereas we focused our investigations on different subfields of the dorsal hippocampal
network. It is therefore highly possible that interneuron networks might be differentially
impacted by the amyloid pathology in the dorsal and ventral hippocampus. Nevertheless, our
study clearly indicates that pre-plaque male TgCRNDS mice present drastic and specific

deficits in dorsal CA1 inhibitory networks, associated with altered gamma oscillations.

To determine if these early hippocampal alterations could be linked to cognitive deficits, we
performed a large battery of behavioral tasks, taxing different types of memories for objects
and/or their spatial relationship (novel object recognition, spatial object location and object-
place association tasks), as well as spatial navigation memory (Barnes maze task). Indeed,
these types of memories are known to critically depend on intact hippocampal networks, with
the notable exception of short-term object recognition memory, which appears to rely more on
perirhinal cortex integrity (2/). We were able to show that two-month-old male TgCRNDS
mice present a specific pattern of memory deficits, as they are impaired in the spatial object
location and the object-place association tasks, while their capacity to discriminate novelty in
the novel object recognition task and their spatial navigation abilities in the Barnes maze task

are preserved. The pattern of deficits described in the present study is in partial agreement
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with those already published in earlier studies on TgCRNDS8 mice. While we also found no
impairment in spatial navigation memory, before the increased production of AP (39, 40),
Francis et al. (39) reported alterations in the novel object recognition task in two-month-old
TgCRNDS8 mice. However, this study used both males and females, whereas we only used
male mice in order to avoid gender-related variations in the amyloid physiopathology (41,
43). In addition, and given the accelerated amyloid pathology in this mouse model, we were
extremely cautious in regard to the age of the animals at testing, with less than one-day
variation between all groups (see material and methods). Taken together, our results indicate
that pre-plaque male TgCRND®8 mice exhibit early deficits, only in a limited set of memory
tasks that depend on the dorsal hippocampal region. Further, our results show that specific
CALl sub-circuits might be specifically implicated in different memory processes. As an
example, a selective removal of PV interneurons from the CAl area of the hippocampus

induced selective alterations in spatial working memory but not in spatial reference memory

tasks (44).

We also showed that both LY-2811376 and Semagacestat treatments inhibit A production
and rescue spatial object location memory, but only the LY-2811376 treatment, inhibiting -
secretase activity, is able to rescue object-place association memory. This result suggests a
differential involvement of APP metabolites in memory deficits of two-month-old male
TgCRNDS8 mice. First of all, the effectiveness of B- and y-secretase inhibition in reducing
both hippocampal AP and deficits in the spatial object location task, despite increased
hippocampal B-CTF levels after y-secretase inhibition, suggests that object location memory
deficits of two-month-old male TgCRNDS mice are essentially AB-dependent. Although these
treatments further reduce an already very low level of hippocampal AP, it has been shown that
very low amounts of intracellular A are sufficient to affect basal synaptic transmission in the

CA1 area (45). As previously reported, specific alterations in PV networks (46, 47) impair
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object location memories. Thus, a specific dysfunction of dorsal CAl, reflected by the
reported specific loss of PV interneurons and concomitant alterations in gamma oscillatory
activities, could explain on its own the deficit in the spatial-object location task in two-month-
old male TgCRND8 mice. We therefore expected that B- and y-secretase inhibition might
rescue PV interneuronal deficits of pre-plaque male TgCRNDS8 mice. Accordingly, we
showed that the beneficial effect of both treatments on the spatial object location tast might be
mediated, in part, by a rescue of NaV levels, thereby likely restoring “normal” PV function
(26). On the other hand, the deficit in the object-place association task is more likely related
to high levels of hippocampal B-CTF in two-month-old male TgCRNDS8 mice. Indeed, (-
secretase inhibition markedly reduces B-CTF and rescues this deficit, whereas the ineffective
y-secreatase inhibitor treatment increases hippocampal B-CTF levels. Alternatively, -
secretase inhibition also increases the a-secretase pathway, leading to increased production of
the secreted human sAPPa, a fragment known to improve memory performances at very low
doses on a wide range of tasks and in models of AD (48-50). Further, the B-secretase cleavage
leads to a second important fragment that consists in a large secreted ectodomain (often
named sAPPp). The physiological roles of sSAPPP are poorly known, but there is a general
agreement that it has neuroprotective, neurotrophic and activity regulating effects in common
with sAPPa, although to a lesser extent (see (51) for review). Therefore, it is more likely that
memory deficits, modulated specifically by the [B-secretase cleavage, are related to the
alternative B-CTF fragment, identified as neurotoxic (9-/7). Accordingly, some studies
showed that high B-CTF levels might have deleterious effects on memory processing (12, 15,
52). It is unlikely that B-CTF induced memory deficits in the object-place association task are
related to the reported alterations in CA1 PV inhibitory networks since the Semagacestat
treatment efficiently rescues the latter but not object-place performances. This task is known

to depend on hippocampal networks integrity (53, 54), thus other hippocampal subfileds
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might be implicated. To test this hypothesis, we performed c-Fos immunolabelling of
activated cells during the object-place association task. We found that the dentate gyrus is the
most activated hippocampal area during this task in NTg animals. Further, this dentate
activation is markedly reduced in pre-plaque male TgCRNDS8 mice. Therefore, alterations in
the object-place association task in pre-plaque male TgCRNDS mice might be due, in part, to
alterations in dentate networks. We therefore hypothesized that the B-secretase inhibition
might rescue normal activation of dentate networks during the object-place association task.
Indeed, LY-2811376, but not Semagacestat, increases the number of activated cells in dentate
networks during the task, albeit not up to the level of NTg mice. Therefore, B-CTF might
preferentially impact dentate networks function. Alternatively, the object-place association
task has also been shown to depend on the integrity of the lateral entorhinal cortex (33, 55),
one of the main inputs to the dentate gyrus. Therefore, B-CTF might also precociously impact

the functioning of brain areas upstream to the hippocampus.

In conclusion, our study clearly indicates that some early memory deficits in a pre-plaque
mouse model of AD are AB-independent. Most pharmaceutical companies seeking disease-
modifying treatments for AD have investigated AB-centric therapeutics. However, several of
these drugs have met endpoints in Phases 2 and 3 trials, as they paradoxically worsened or
failed to improve substantially cognitive functions (6, 56). The lack of beneficial effects on
cognition suggests that AP alone is unable to account for all aspects of the disease (7, §).
Therefore, our study complements the current amyloid hypothesis, which posits that AP
triggers synaptic and memory dysfunctions in AD (57). Indeed, our pharmacological results
confirm a key role for soluble AP peptides in some of the memory deficits described here.
Taken together, our results indicate that selective B-secretase inhibitors remain an attractive

approach for AD treatment. However, since B-secretase also interacts with many substrates
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(58), our results would rather favor the use of low doses multi-therapies targeting both - and

y-secretases for early symptomatic treatment of AD.
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Material and methods

Animals

One- and two-month-old male TgCRNDS mice and their non-transgenic (NTg) age
matched control littermates were used in this study (one-month-old: n = 5 NTg and 10
TgCRNDS8 mice, mean age: 29.75 £ 0.2 and 30.63 + 0.23 days respectively; two-month-old: n
= 92 NTg and 85 TgCRNDS8 mice, mean age: 60.44 + 0.21 and 60.01 + 0.18 days
respectively). TgCRND8 mice express a double mutated (Swedish: KM670/671NL and
Indiana: V717F) form of the human APP (h4PP) gene under control of the Syrian hamster
prion promoter (hPrP) (22). These mice were bred on a hybrid C57BL/6-C3H/HeOuJ
background and maintained in a temperature- and humidity-controlled room under a 12h
light/dark cycle (lights on at 7:00 A.M.) with ad libitum access to food and water. Young
mice were separated from the mother and housed in groups of two or three at four weeks of
age, and then individually housed one week before the start of the experiments, which were
conducted during the light phase of the cycle. Homozygote mice for the retinal degeneration
Pdebrdl (rd) mutation were excluded from the study. In accordance with the European Union
laws for animal studies, all procedures were approved by the Institutional Ethical Comity

(authorization number: AL/02/08/04/12 and APAFIS#618-2015050510019910).

ELISA & Western blot

Mice were killed by cervical dislocation and their brains were carefully dissected on
ice. Hippocampi were quickly removed and frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. For
quantification of APP, B-CTF and AP, hippocampi were homogenized in 10 volumes of ice-
cold RIPA buffer containing Protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), Phosphatase
inhibitor cocktail (PhosStop, Roche Life Science), 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl

fluoride, Sigma-Aldrich). After centrifugation at 20 000 g for 20 min at 4°C, supernatants
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were aliquoted for immunoblot analysis and ELISA. Protein concentration was measured

using the Bio-Rad protein Assay (Bio-Rad).

For immunoblot analysis, samples (20 pg of protein/lane) were separated by 4-20% precast
gel (Mini-protean™ and Criterion™ TGX™ precast gels, BioRad) electrophoresis and
transferred to nitrocellulose membranes using the Trans-Blot® Turbo™ System (Bio-Rad).
After blocking in 5% skimmed milk one hour at room temperature, membranes were
incubated overnight at 4°C with primary antibodies diluted in 2% bovine serum albumin
(Sigma) in Tris-bufferd saline 0.05% Tween20 (Sigma Aldrich), followed by anti-mouse or
anti-rabbit immunoglulins conjugated to horseradish peroxidase (Jackson Immunoresearch)
for development with enhanced ECL chemiluminescence detection kit (ThermoFisher
scientific) and exposed to CL-Xposure™ film (ThermoFisher Scientific). After detection, all
membranes were re-probed with anti-actin antibody for normalization of total protein. The
quantification of the band intensity was performed by densitometry analysis using the ImageJ

program.

The different antibodies used were: a mouse monoclonal anti-beta amyloid (6E10, 1:10 000,
Covance), a rabbit polyclonal anti-Amyloid Precursor Protein, C-terminal (1:4 000, Sigma-
Aldrich), a mouse monoclonal anti-actin (1:10 000, Sigma-Aldrich), a rabbit polyclonal anti-
NaV 1.1 and a rabbit polyconal anti-NaV 1.6 (1:500 and 1:1 000, respectively, Alomone
labs), a peroxidase-conjugated AffiniPure goat anti-mouse and a goat anti-rabbit (1:10 000,
Jackson Immunoresearch). For sandwich ELISA, we used the human Amyloid-beta (1-42)
High Sensitive ELISA kits (IBL International). All ELISA assays were performed according
to the manufacturer’s protocol. The signal was normalized to the protein concentration for
each sample. All dosages were done using duplicates, and samples with variation > 10%

between duplicates were discard from analysis.
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In vivo electrophysiology under urethane anesthesia

Mice under urethane (1.8 g/kg; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) terminal anesthesia
were placed in a stereotaxic apparatus after the complete loss of tail and paw-pinch retraction
reflexes. Recordings coordinates in the dorsal hippocampus were calculated from Bregma
(dorsal hippocampus: AP -2 mm; ML £ 0.15 mm). Recordings were done with a linear 16-
channel silicon probe (Neuronexus, Alx16-2mm-50-177) connected to an Alphalab
recording system (Alpha-Omega, Israel). Raw signal was amplified (200 x), filtered between
zero and nine KHz and digitalized at 22 KHz. Silicon probes were painted with a 2% Dil
solution (Sigma-Aldrich) for localization. Analyses were carried out using custom-made
scripts in Matlab (MathWorks, Natick, Massachusetts, USA). When present, slow drift and
electrical noise were removed using the Chronux signal processing toolbox (59). LFP data
where down sampled to 2 200 Hz and filtered between 0.1 and 500 Hz. Spectral analysis were
carried with the Chronux toolbox with a time-frequency product of three and five tapers.
Time-frequency analyses were done on four-s window moved across the data in one-s
increments. Urethane anesthesia is characterized by alternating theta and non-theta states (60).
Only periods associated with theta (theta/delta power ratio > 5) were analyzed. Spectral power
was calculated as the integrated power for theta (3-9 Hz under urethane anesthesia), slow

gamma (SG, 25-45 Hz) and fast gamma (FG, 60-100 Hz).

Behavior

Novel object recognition, spatial object location and object-place association tasks

Recognition memory tasks used in this study are based on the spontaneous tendency of
mice to preferentially explore a new object (novel object recognition task), an object that
moved to a new location (spatial object location task), or a known object at a new location

(object-place association task). These tasks were performed in a square Plexiglas open-field
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(52 x 52 cm) with black walls (40 cm high) and a white floor divided into 25 equal squares by
black lines. A striped card was fixed against a wall. The device was illuminated by an indirect
halogen light (open field center: 40 lux) and a radio played a background noise 2 meters from
the device (open field center: 45 +/- 5) dB). Nine different objects were used (2 for the
habituation phases, 2 for the novel object recognition task, 3 for the spatial object location
task and 2 for the object-place association task), which differed in size (10-20 cm), material
(metal, glass or plastic), shape and color. Each object was available in duplicate or triplicate
(one set for each trial). Between each trial, the walls, floor, and objects were wiped with 70%
ethanol. Object exploration time was recorded and defined as the nose pointing toward the

object within one cm.

Prior to testing, all mice received a habituation trial of 10 min with an object placed in the
center of the open-field, returned in their home cage for three hours, and then received another

10-min habituation trial with a new object.

For the novel object recognition task, mice explored the configuration of two identical objects
during a 10-min acquisition trial, returned in their home cage for three hours, and then
received a 10-min retention trial during which one of the familiar objects was replaced by an
unfamiliar new one. A memory index was calculated defined as: (time spent exploring the
new object — time spent exploring the old object) / total exploration time for the two objects

during the 10-min retention trial.

For the spatial object location task, mice first explored the configuration of three objects
placed in three corners of the open-field (each approximately 10 cm from walls) during a 10-
min acquisition trial, returned in their home cage for three hours, and then received a 10-min
retention trial with a new spatial configuration resulting from the shift of an object from one

corner to the opposite free corner of the open-field. A memory index was calculated defined
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as: (time spent exploring the displaced object — average exploration time of non-displaced

objects) / total exploration time for the three objects during the 10-min retention trial

For the object-place association task, mice explored the configuration of two different objects
during a 10-min acquisition trial, returned in their home cage for three hours, and then
received a 10-min retention trial during which the two initial objects were replaced by two
copies of one of these objects. Thus, apparently one known object remained unchanged,
whereas its copy took the place of the different object. A memory index was calculated
defined as: (time spent exploring the replacing object — time spent exploring the unchanged

object) / total exploration time for the two objects during the 10-min retention trial.

Barnes maze

The Barnes maze task (37) is particularly relevant for assessing spatial navigation
memory in mice because of their natural ability to find an escape through small holes and
their physiological adaptation to dry-land mazes compared to their poor adaptation to tasks
based on water escape responses such as in the Morris water maze (6/). After a three-day
habituation to the tube leading to the home cage of the mouse, mice were trained during five
days (3 daily trials; 180-s cutoff; inter-trial interval of 15 min) to find the target hole among
12 identical holes (diameter = 4 cm) equally distributed (space between holes = 15 cm) at nine
cm from the edge of a one m diameter circular board. During this acquisition phase, the target
hole was connected to the tube leading to the home cage. The target hole was at a fixed
location in the testing room, which provided various extra-maze, auditory, olfactory and
visual cues, such as the rack holding the cages of the other mice, a background noise from a
radio which played two m from the center of the platform (maze center: 45 +/- 5) dB),
furniture, pictures, and an overhead lighting (800 lux at the maze center). An opaque

polyvinyl chloride starting cylinder, placed in the center of the maze, was used to confine the
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mice at the center of the platform before being lifted at the start of each trial. Between trials,
the maze and holes were wiped with 70% ethanol and pseudo-randomly rotated to minimize
odor-based strategies. For each trial, we evaluated the latency to first visit to the target hole
(nose poke in the target hole). After the five days of acquisition, mice were subjected to a
probe test (120 s) with all holes closed. Preferential exploration of the target hole (calculated
as the ratio between the number of visits to the target hole and the total number of holes

visits) was considered to reflect good spatial navigation memory.

Pharmacology

In order to target APP metabolites and their behavioral impacts, mice were treated by
oral gavage with either a vehicule alone (hydroxypropyl cellulose; Sigma Aldrich), a (-
secretase inhibitor (LY-2811376; MedChem Express; 15 mg/kg every 2 days between 1 and 2
months of age), or a y-secretase inhibitor (Semagacestat; Abmole; 10 mg/kg/day during 6
days). The doses were selected according to (32) and (12), respectively. The last two days of
treatment, mice were first tested in the spatial object location task and then in the object-place
association task. Three hours after the last oral gavage, treated mice were killed with an
overdose of sodium pentobarbital (200 mg/kg intraperitoneally) and decapitated. Bilateral
hippocampi were rapidly microdissected, frozen on liquid nitrogen, and stored at -80°C before

ELISA and Western blot quantifications.

Histological study

Perfusion and tissue preparation

Mice were killed with an overdose of sodium pentobarbital (200 mg/kg
intraperitoneally) and transcardially perfused in 0.1% heparin phosphate-buffered saline
(PBS) and 4% paraformaldehyde (PFA) (in PB; pH 7.4; 4°C). Brains were tidily removed,

postfixed in a 4% PFA solution during 24 hours and cryoprotected in a saccharose solution
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(20% in PB, 0.1M; pH 7.4; 4°C) for 48 hours before being frozen with isopentane (-40°C) and
subsequently stored at -80°C. Thin (20 pm) frontal brain sections from the dorsal
hippocampus (bregma -1.34 mm to 2.06 mm) were cut with a cryostat and mounted on gelatin

slides.

Immunohistochemistry

Sections were pretreated in 1% H,0O, (15 min) and in sodium citrate (10 mM; pH §; 30
min at 80°C). Sections were then rinsed in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS; 3 x 10 min)
before being blocked in 5% donkey serum (1 h), followed by incubation with primary
antibodies in 2% donkey serum and 0.1% Triton-X (24 h at 4°C). We used mouse monoclonal
parvalbumin (PV; Sigma; 1:4 000), rabbit polyclonal somatostatin (SOM; Santa Cruz; 1:500)
and rabbit polyclonal c-Fos (Santa Cruz; 1:500) primary antibodies. The next day, sections
were rinsed 3 times in 0.1 M PBS (3 x 10 min) before 2 h incubation in the dark with
secondary antibodies (anti-rabbit Alexa 488, 1:1 000; antimouse Alexa 568, 1:1 000;
Invitrogen Molecular Probes). Finally, sections were rinsed 3 times in 0.1 M PBS (3 x 10
min) and rapidly in ultra-pure water before being mounted with DAPI-Fluoromount (Southern
Biotech). Cell quantification was done as already describe (62). Briefly, one section every 120
um was analyzed which means that six sections were evaluated per animal. This encompassed
the dorsal portion of the hippocampus. Photomicrographs were captured using a fluorescent
microscope coupled to an apotome module (Zeiss) and all labelled cells were counted
bilaterally in each hippocampal subfield. The cells were identified based on shape and size
(roughly 10 to 20 pum in diameter) and cells with a large range of staining intensity were
included. The counts were performed for each hippocampal subfield individually using the

Image] software.
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Statistical analyses

Analyses were done with GraphPad 6 (Prism). Data are expressed as mean + SEM.
Memory index were compared to the zero chance level (no detection of the new object, the
displaced object or the familiar object present at a new location) with a one sample Student t
test. Unpaired t test were used to compare genotypes. All the other analyses were done using a
two-way analysis of variance (two-way ANOVA, with or without repeated measures), except
for the exploration time analysis with pharmacological treatments where a three-way ANOVA
was used (Matlab). Since NTg- and TgCRNDS8-vehicle mice do not differ from non-treated
animals, they were sometimes pooled together to decrese the number of mice used in this
study. In case of significant ANOVA, multiple comparisons among groups were performed
using Bonferroni's multiple comparisons test. The threshold for statistical significance was set
at P < 0.05. The experimenter was blind to treatment groups until the end of behavioral

testing.
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Figures

Figure 1: Semi-quantitative analyses of the expression of CTFs and APP in one- and two-month-old TgCRNDS
and NTg littermate mice
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(A) Western-blot using the APP C-term antibody and quantification of APP and CTFs levels.

Note the specific increase in CTFs levels in two-month-old TgCRNDS8 mice compared to one-
month-old animals.

(B) Hippocampal AP42 dosage in one- and two-month-old TgCRNDS8 mice. AB42 is below

the detection level in NTg animals. Despite a tendency to an age-dependent increase, AP

levels remain low in both groups.

*. difference between genotypes; $: difference between ages.
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Figure 2: Alterations in hippocampal oscillatory activity in pre-plaque TgCRNDS mice
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(A) Both TgCRNDS and NTg mice exhibit clear theta oscillations after a sensory stimulation

in all CA1 subfields.

(B) No differences are found between genotypes in both total and theta powers. Gamma
oscillatory activity is largely impaired in pre-plaque TgCRNDS8 mice in both the slow and fast

gamma ranges.
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Figure 3: Alterations in hippocampal parvalbumin inhibitory networks in pre-plaque TgCRNDS8 mice
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(A) Photomicrographs of the dorsal hippocampus from a NTg mouse and a pre-plaque
TgCRNDS8 mouse (scale bar 200 um; parvalbumin in red, somatostatin in green and DAPI in
blue). No change is seen in the number of SOM interneurons whatever the hippocampal
subfield. However, pre-plaque TgCRND8 mice exhibit a significant decrease in PV

interneurons, only in the CA1 area of the dorsal hippocampus.

(B) Western-blot analyses of hippocampal expression of NaV 1.1 and 1.6 subunits.
TgCRNDS8 mice exhibit a significant decrease in the expression of the NaV 1.6 subunit and a

clear tendency towards a decrease for the NaV 1.1 subunit.

*: difference between genotypes.
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Figure 4: Behavioral characterization of two-month-old pre-plague TgCRNDS mice

A- B-
Sampling 0.6- p=0.09 Sampling 0.6+ =
(o}
2 0 04. 04-
3 o) o O O 3 8 o
O 202 8. & © S0z B L 2
oy o fy
Test g 00 Test § 00 (o)
& Ol = = 12 =
D\{'} 02+ @ O 0O 024 o § 0
0 o
041 NTg  TgCRNDS -04- 0
NTg TgCRNDS
C- D-
80+.... -
NTg (n=14) Sampling 0.6+
g | TocRNDB(n=9) 8 %
2 & 04 © 4, Q
o) @) Ol z B—1— @ #
s 2 o021 8"‘
k1 40 4
§ Test g 00 14
2 E o
= =
v 204
E O A '0.2- O
(o}
0 T T T T -044

NTg  TgCRNDS

-
N
w
>
W -

Day of learning

Pre-plaque TgCRNDS mice present drastic alterations in the spatial object location task (A)

and in the object-place association task (B).

However, they perform as NTg in the Barnes maze task during the training phase and the

probe test (C) and in the novel object recognition task (D).

*: difference between genotypes; #: different from chance.
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Figure 5: Differential effect of p- (LY-2811376) and y-secretase (Semagacestat) inhibition on memory
performances in pre-plaque TeCRNDS mice
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(A) Both B- and y-secretase inhibitors rescue retention performances in the spatial object

location task.

(B) However, in the object-place association task, only the B-secretase inhibitor is effective.

(C) LY-2811376 and Semagacestat differentially impact APP metabolites’ production.
Whereas both treatments decrease AP levels, LY-2811376 and Semagacestat have opposite

effects on B-CTF levels.

*: difference between genotypes; #: different from chance; &: different from TgCRNDS8 +

Vehicle.
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Figure 6: Differential effect of B- (LY-2811376) and y-secretase (Semagacestat) inhibition on PV networks in
pre-plaque TgCRNDS mice
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B- and y-secretase inhibitors do not rescue PV number in the CAl area of the dorsal
hippocampus. However, they both rescue NaV levels, albeit using different mechanisms.
While Semagacestat rescues both NaV 1.1 and NaV 1.6 levels, LY-2811376 only rescues

NaV 1.6 levels.

*: difference between groups.
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Figure 7: Differential effect of p- (LY-2811376) and y-secretase (Semagacestat) inhibition on dorsal
hippocampal activation during the object-place association task in pre-plaque TgCRNDS mice
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(A) Photomicrographs of the dorsal hippocampus from a NTg mouse and a pre-plaque
TgCRNDS8 mouse (scale bar 200 um; c-Fos in green and DAPI in blue). Note the high number
of c-Fos labeled neurons in the dentate gyrus of NTg mice following the object-place

association task. This dentate activation is absent in pre-plaque TgCRNDS mice.

(B) LY-2811376, but not Semagacestat, increases the number of activated cells in dentate networks

during the object-place association task, albeit not to the level of NTg mice.

*: difference between groups.
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Supplementary figure 1: Western-blot using the 6E10 antibody and quantification of the levels of two forms
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The two-way ANOVA shows an effect of the age (F(1.10)= 5.539, p = 0.0404) and an effect of

APP form (F(i.10) = 7.256, p = 0.0226). In addition, there is an interaction age x APP form

(Fa.10)= 7.256, p = 0.0226). The Bonferroni’s multiple comparison analysis indeed indicates

that two-month-old TgCRNDS8 mice show a specific increase in B-CTF levels compared to

one-month-old animals (t0) = 3.528, p = 0.0042).

*: difference between ages.
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Supplementary figure 2: Total exploration time during the spatial object location task
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Mean total exploration time during acquisition and retention trials of the spatial object
location task. The two-way ANOVA shows no genotype effect (F(1.2,) = 2.778, p = 0.1097).
However, there is a trial effect (F(1.22) = 6.946, p = 0.0151) and an interaction genotype x trial
(F122) = 4.482, p = 0.0458). The Bonferroni’s multiple comparison analysis indeed indicates
that TgCRNDS8 mice explore the objects significantly less than control littermates specifically
during the acquisition trial (tus) = 2.375, p = 0.0439). However, given the large amount of
exploration of TgCRNDS8 mice during the acquisition trial (more than 50 seconds), it is
unlikely that this difference explains their deficit during the retention trial. Moreover, during
the pharmacological experiment (see supplementary figure S6), there is no genotype effect on
total exploration time during the acquisition trial and the deficit is still present in TgCRNDS

mice.
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Supplementary figure 3: Total exploration time during the object-place association task
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Mean total exploration time during acquisition and retention trials of the object-place
association task. The two-way ANOVA shows no genotype effect (F(1.22) = 0.03805, p =
0.8471) and no genotype x trial interaction (F(12,) = 0.1525, p = 0.6999). However, mice

globally reduce total exploration of objects during the retention trial (F(2) = 5.498, p =

0.0285).
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Supplementary figure 4: Relative visits to the target during the probe test of the Barnes maze task
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the probe test of the Barnes maze task. The two-way ANOVA shows no effect of genotype
(Fa2n = 1.595, p = 0.225). There is a significant effect of the “hole” (F363) = 39.01, p = <
0.0001), but no interaction genotype x hole (F363) = 0.3608, p = 0.7815). The Bonferroni’s
multiple comparison analysis indeed indicates that both TgCRNDS and control littermates
visit significantly more the target hole than the four other holes (p < 0.0001 for all

comparisons).

Both TgCRNDS8 and control littermates visit the target hole more than chance level (ts) =
3.608, p = 0.0069 for TeCRNDS8 mice and t(;3) = 7.477, p < 0.0001 for control littermates). In
addition, they visit less than chance level the opposite hole (tg) = 4.109, p = 0.0034 for

TgCRNDS mice and t(;3) = 8.483, p <0.0001 for control littermates).
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Supplementary figure 5: Total exploration time during the novel object recognition task
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Mean total exploration time during acquisition and retention trials of the novel object
recognition task. The two-way ANOVA shows no genotype effect (F(25) = 0.07149, p =

0.7914) nor a trial effect (F(1.25) = 0.001821, p = 0.9663).
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Supplementary figure 6: Total exploration time during the spatial object location task
with pharmacological treatments
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Mean total exploration time during acquisition and retention trials of the spatial object
location task in control and TgCRNDS8 mice with different pharmacological treatments. The
three-way ANOVA shows a global trial effect (F(1.175) = 8.33, p = 0.0044), but no genotype
effect (F.175) = 0, p = 0.09762) and no treatment effect (F.175) = 0.13, p = 0.58741). There
are no significant interactions: genotype x treatment (F(2.175) = 2.98, p = 0.0537), genotype x
trial (F(1.175) = 0.34, p = 0.5624) or treatment x trial (F 175y = 0.47, p = 0.6247). Finally, there
is no interaction between the three factors (F2175y = 0.95, p = 0.388). The Bonferroni's
multiple comparison analysis shows no differences between groups during either the

acquisition trial or the retention trial (p > 0.9999 for all comparisons).
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Supplementary figure 7: Total exploration time during the object-place association task with pharmacological
treatments
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Mean total exploration time during acquisition and retention trials of the object-place
association task in control and TgCRNDS8 mice with different pharmacological treatments.
The three-way ANOVA shows no trial effect (F(.160) = 0.49, p = 0.4831) nor a genotype
(Fa.169) = 1.52, p=0.2191) or a treatment effect (F(2.169) = 1.98, p = 0.1416). In addition, there
is no interaction between any of these factors. The Bonferroni's multiple comparison analysis
shows no difference between groups during either the acquisition or the retention trial (p >
0.9999 for all comparisons during the acquisition trial and p > 0.25 at least for the retention

trial).
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2. Discussion

L’objectif des travaux menés dans le cadre de cette seconde étude était de tester
I’hypotheése selon laquelle divers fragments dérivés du clivage amyloidogénique de 1’APP,
pourraient étre a I’origine des différents troubles mnésiques qui émergent des les premiers
stades de la MA. Pour mener a bien cette ¢étude, j’ai examiné le profil pathologique d’un
modele murin transgénique de la MA, la souris TgCRNDS, de sexe male, avant 1’apparition
des premiers dépots amyloides, a 1’aide d’une batterie de tests biochimiques,
¢lectrophysiologiques, histologiques, comportementaux et pharmacologiques.

Cette ¢étude s’est principalement focalisée sur ’impact de I’APP, du B-CTF et du
peptide AP sur les performances mnésiques de jeunes souris TgCRNDS. Les dosages réalisés
a I’aide d’une technique de Western blot avec ’anticorps APP C-term ont révélé que les
souris TgCRNDS8 males adgées d’un et de deux mois expriment significativement plus d’APP
que les souris WT du méme age. Cette différence vient du fait que les souris WT géneérent
uniquement 1I’APP endogéne murin, alors que les souris TgCRNDS produisent a la fois I’APP
endogene murin et I’APP exogeéne humain provenant de I’insertion du transgene Z4PP. Les
souris TgCRNDS8 expriment cependant les mémes niveaux d’APP a un et deux mois,
soulignant le fait que I’expression du transgene hZ4PP se fait de la méme manicre aux deux
ages.

Les dosages ont également révélé une faible expression des CTFs qui demeure
inchangée entre les ages d’un et de deux mois chez les souris WT et qui correspondrait
majoritairement aux o-CTFs, produits de clivage de ’APP par ’a-secrétase, selon la voie
non-amyloidogénique de digestion protéolytique de I’APP. En revanche, chez les souris
TgCRNDS, de par la présence de la mutation Swedish qui influence I’activité¢ de la B-
secrétase, I’expression des CTFs augmente de maniére significative entre les ages d’un et de

deux mois et correspondrait plutdt aux B-CTF, produits de clivage de I’hAPP par la (-
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secrétase, selon la voie amyloidogénique de digestion protéolytique de I’A4APP.
L’augmentation significative spécifique des niveaux de B-CTF entre les dges d’un et de deux
mois chez les souris TgCRNDS a pu étre mis en évidence a 1’aide de 1’anticorps 6E10 qui
reconnait uniquement la forme humaine exogene de I’ APP.

Les niveaux du peptide AP étant trop faibles chez les souris TgCRNDS8 agées d’un et
de deux mois pour pouvoir étre dosés par une technique de Western blot, j’ai alors opté pour
une autre technique de dosage plus précise, ’ELISA. Les dosages effectués par ELISA ont
révélé que, malgré une légere tendance a I’augmentation entre un et deux mois, les taux
d’ABi.42 hippocampiques demeurent faibles aux deux ages. Les roles physiologiques du
peptide AP dépendent fortement de sa concentration. Méme si ce dernier est présent en de
faibles quantités chez les souris TgCRNDS dgées d’un et de deux mois, il pourrait toutefois

jouer un role délétere.

Les processus cognitifs requierent une coordination fine de ’activité de différentes
assemblées neuronales (Womelsdorf et al., 2007). L’activité oscillatoire, dépendante de
I’intégrité des réseaux de la formation hippocampique, est fortement impliquée dans les
processus d’apprentissage et de mémorisation (Buzsdaki, 2002). Dans cette étude, des
enregistrements électrophysiologiques in vivo effectués dans le champ ammonique CA1 de
I’hippocampe ont permis de caractériser 1’activité oscillatoire des souris TgCRNDS et WT
males agées de deux mois sous anesthésie a 1’uréthane. Les données obtenues ont révélé que
les souris TgCRNDS, tout comme les souris WT, générent un rythme théta hippocampique
suite a une stimulation sensorielle, et que ni la fréquence, ni la puissance de ce rythme ne sont
altérées. En revanche, les oscillations gamma lente et rapide sont séveérement atteintes chez les

souris TgCRNDS en comparaison aux souris WT.

Il est possible que I’activité oscillatoire hippocampique ne soit pas la méme chez

I’animal sous anesthésie a [’uréthane et chez celui qui est éveillé et libre de ses mouvements.
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Cependant méme sous anesthésie, il est tout de méme possible d’appréhender 1’état
fonctionnel des réseaux cérébraux. Si un réseau est défectueux sous anesthésie, la probabilité
qu’il le soit aussi chez I’animal vigile est grande. L’uréthane agit sur différents systemes de
neurotransmission en potentialisant les récepteurs GABA de type A (GABA,), glycinergiques
et nicotiniques et en inhibant les récepteurs NMDA (Hara and Harris, 2002). En ce qui
concerne ’oscillation théta, celle-ci existe sous deux formes, une forme atropine-résistante
(type I) et une forme atropine-sensible (type II). L’oscillation théta atropine-sensible, plus
lente, est la seule présente sous anesthésie a l’uréthane et dépendrait des innervations
cholinergique et GABAergique en provenance du septum médian (Buzsdki, 2002). En
revanche, les deux types d’oscillations théta sont présents lorsque 1’animal est éveillé et libre
de ses mouvements.

Tout comme [Doscillation théta, le rythme gamma pourrait lui aussi varier
dépendamment de 1’état de vigilance de I’animal. Afin de répondre a cette question, il aurait
été nécessaire d’enregistrer 1’activité oscillatoire des souris durant la réalisation des
différentes taches comportementales. Cependant, I’enregistrement de 1’activité oscillatoire
chez I’animal éveillé et libre de ses mouvements nécessite de remanier certains tests afin de
les rendre compatibles avec la procédure des enregistrements électrophysiologiques. C’est
notamment le cas de la tiche du labyrinthe de Barnes. Suite @ mon travail, ce test a été
modifié au sein de notre équipe de recherche en une version nécessitant la restriction hydrique
de I’animal de telle sorte que ce dernier soit motivé a chercher I’emplacement de la coupelle
contenant de 1’eau et dont la position reste strictement la méme au fil des jours
d’apprentissage (Bott et al., 2015).

Des enregistrements électroencéphalographiques réalisés chez un modéle murin de la
MA, la souris hAPPJ20, ont révélé une activité oscillatoire de type épileptique résultant d’une

hypersynchronie des réseaux corticaux, principalement associée a une diminution de 1’activité
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oscillatoire gamma (Palop et al., 2007, Verret et al., 2012). Ces auteurs ont émis 1’hypothese
que I’altération de cette activité oscillatoire gamma proviendrait d’un déficit d’interneurones
PV. En effet, les oscillations gamma sont générées par 1’activité synaptique des interneurones
PV (Cardin et al., 2009, Sohal et al., 2009). De plus, il est connu dans la littérature que les
modeles murins de la MA, tout comme les patients affectés par la pathologie, expriment
moins d’interneurones PV, mis en évidence par une diminution de I’expression de la sous-
unité Navl.l des canaux sodiques dépendants du voltage. Ces canaux contrdlent I’excitabilité
des réseaux en modulant 1’excitabilité synaptique dans des sous-types particuliers de neurones
(Meisler and Kearney, 2005). Verret et collaborateurs ont montré que la restauration des
niveaux de la sous-unit¢ Navl.l chez la souris hAPPJ20 permet d’augmenter 1’activité
synaptique inhibitrice et ’activité oscillatoire gamma et de réduire 1I’hypersynchronie et les

troubles cognitifs (Verret et al., 2012).

Chez le modele murin TgCRNDS8, 1’augmentation d’excitabilité des neurones
hippocampiques se manifeste par une augmentation de la susceptibilité des crises épileptiques
(Del Vecchio et al., 2004) qui résulterait d’une altération des interneurones GABAergiques
hippocampiques. Chez les souris TgCRDNS agées de deux mois, j’ai mis en évidence une
diminution significative du nombre d’interneurones PV dans le champ ammonique CAl.
Cette diminution a été confirmée par des dosages réalisés par une technique de Western blot
qui ont montré que les souris TgCRNDS agées de deux mois présentent une diminution
significative de I’expression de la sous-unité Nav1.6, et en moindre mesure de la sous-unité
Navl.1l, des canaux sodiques dépendants du voltage. Dans I’hippocampe, 1’accumulation
précoce de fragments amyloides pourrait avoir lieu préférentiellement au sein des
interneurones PV, altérant ainsi 1’intégrité¢ des réseaux PV au sein de I’hippocampe et la

genese de Iactivité oscillatoire gamma propice aux fonctions cognitives.
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En plus des interneurones PV, les interneurones SOM seraient également altérés chez
les patients affectés par la MA (Epelbaum et al., 1994; Tallent, 2007) et responsables de
I’émergence d’une activité oscillatoire hippocampique. Cependant, les comptages que j’ai
entrepris dans les différentes régions de 1’hippocampe n’ont révélé aucun changement dans
I’expression des interneurones SOM chez les souris TgCRNDS8 agées de deux mois en
comparaison aux souris WT. Ce résultat souligne donc le fait que l’atteinte de I’activité
oscillatoire hippocampique des souris TgCNRDS serait spécifiquement liée a la diminution
des interneurones PV.

Certains auteurs mettent en avant que I’émergence des troubles mnésiques et
I’altération des réseaux hippocampiques (Palop and Mucke, 2010) chez les modeéles animaux
de la MA seraient liés a la surproduction du peptide AP soluble. Plus précisément, I’AB
soluble pourrait étre responsable des premiers déficits mnésiques engendrés par ’atteinte de
I’intégrité des réseaux PV hippocampiques (Verret et al.,, 2012). Ces études vont cependant a
I’encontre des résultats obtenus chez de jeunes souris TgCRNDS, qui montrent que
I’altération de I’activité oscillatoire hippocampique précede la surproduction du peptide AB
(Goutagny et al., 2013). Ainsi, d’autres métabolites dérivés du clivage amyloidogénique de
I’APP pourraient étre responsables de 1’altération précoce des réseaux d’interneurones PV
hippocampiques.

Sur le plan comportemental, mes jeunes souris TgCRNDS8 males agées de deux mois
sont capables de discriminer la nouveauté dans la tache de reconnaissance d’objet a de courts
délais, et présentent de bonnes capacités de navigation spatiale de référence dans la tache du
labyrinthe de Barnes, a la fois durant la phase d’apprentissage et lors du test de rétention.
Cependant, elles présentent un déficit dans les taches de déplacement et de remplacement

d’objet.
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Les taches comportementales entreprises dans le cadre de ma thése servent a évaluer
des systtmes de mémoire atteints précocement chez les patients affectés par la MA, la
mémoire de reconnaissance, évaluée par les tests de reconnaissance, de déplacement et de
remplacement d’objet et la mémoire de navigation spatiale, testée dans le labyrinthe de
Barnes. La mémoire de reconnaissance permet aussi bien la détection d’un nouvel objet
(reconnaissance d’objet), que celle d’un déplacement de 1’objet (déplacement d’objet) ou
encore de la substitution d’un objet (remplacement d’objet). Plusieurs structures cérébrales
sont impliquées dans la mémoire de reconnaissance telles que le cortex périrhinal, le cortex
entorhinal et I’hippocampe (Brown and Aggleton, 2001). Alors que le cortex périrhinal serait
spécifiquement impliqué dans les processus d’acquisition et de consolidation nécessaires a la
reconnaissance d’objet (Brown et al., 2010), ’hippocampe, quant a lui, serait essentiel pour la
création d’une relation spatiale entre un objet et sa position dans I’environnement.

Les mauvaises performances des souris T¢CRDNS8 males dgées de deux mois dans la
tache de déplacement d’objet pourraient étre sous-tendues par une altération précoce des
réseaux hippocampiques impliqués dans la mémoire de reconnaissance spatiale (Save et al.,
1992, Wan et al., 1999), comme le suggere 1’atteinte du rythme gamma hippocampique chez
ces souris. Dans mon étude, la mémoire de navigation spatiale a été appréhendée a 1’aide du
labyrinthe de Barnes, un test qui serait lui-aussi hippocampo-dépendant. En effet, les taches
spatiales sont connues comme étant dépendantes des champs ammoniques de I’hippocampe
(Langston et al., 2010). De fagcon surprenante, les performances des souris TgCRNDS males
lors de I’apprentissage et dans le test de rétention du labyrinthe de Barnes ne sont pas
affectées, alors qu’elles le sont dans la tache de déplacement d’objet.

L’absence d’altération de la mémoire de navigation spatiale est en accord avec les
résultats obtenus par Francis et collaborateurs (Francis et al., 2012) qui mettent en avant les

bonnes performances des souris TgCRNDS agées de deux mois dans une autre tiche servant a
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évaluer la mémoire de navigation spatiale, la piscine de Morris. Les résultats
comportementaux obtenus dans les tests spatiaux de cette étude laissent a penser que les
souris TgCRNDS8 males agées de deux mois présenteraient des atteintes fines des réseaux
hippocampiques, résultant ainsi en une dégradation des performances de mémoire de
déplacement d’objet, en I’absence de tout déficit de mémoire de navigation spatiale.
Rappelons ici que seul le rythme gamma hippocampique est altéré chez les souris TgCRNDS
males agées de deux mois, alors que le rythme théta parait intact. De maniére intéressante, le
méme phénotype comportemental que celui arboré par les souris TgCRNDS8 males agées de
deux mois est induit en touchant a I’intégrité des interneurones PV impliqués dans la genese
du rythme gamma chez d’autres souris. En effet, une modification fine des réseaux
d’interneurones PV induit un déficit des mémoires de reconnaissance et de travail, mais
aucunement de navigation spatiale (Fuchs et al., 2007, Korotkova et al., 2010; Murray et al.,
2011).

Il est également intéressant de mentionner le fait que les taches spatiales de
déplacement d’objet et du labyrinthe de Barnes, bien que toutes deux dépendantes de
I’hippocampe, différent sur plusieurs points. Tout d’abord, ces deux tests différent de par la
nature de I’information spatiale a traiter. En effet, dans la tiche de déplacement d’objet, un
changement de position d’un objet familier doit étre décelé sur la base d’informations
présentes eu sein du champ ouvert et qui sont a la portée directe du rongeur. En revanche,
dans le labyrinthe de Barnes, la souris doit s’aider d’indices distaux se trouvant en dehors de
la plate-forme du test pour localiser le trou cible. De plus, la tiche du labyrinthe de Barnes se
veut répétitive dans la mesure ou elle nécessite plusieurs essais journaliers et plusieurs jours
d’apprentissage avant le test de rétention, a I’inverse du test de déplacement d’objet ou les
informations sont acquises en un essai et ou la mémoire est évaluée en un seul essai

¢galement. L’un des désavantages du labyrinthe de Barnes est que les souris peuvent montrer
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d’excellentes performances grace a 1’¢laboration de stratégies non spatiales, comme des
stratégies sérielles (Sharma et al., 2010). Ainsi, pour toutes les raisons citées
précédemment, la tdche du labyrinthe de Barnes pourrait dépendre d’un réseau et/ou de
processus neuronaux distincts de celle du déplacement d’objet, expliquant cette dichotomie
entre les bonnes performances des souris TgCRNDS8 males agées de deux mois dans le

labyrinthe de Barnes et leurs mauvaises performances dans la seconde tache.

La derniere tdche comportementale effectuée dans le cadre de cette thése est celle du
remplacement d’objet. Dans cette derniere, les souris TgCRNDS8 males agées de deux mois
éprouvent des difficultés pour reconnaitre I’objet familier présent a une nouvelle position.
Dans le protocole utilisé, I’environnement est orient¢ de par la présence d’un indice sur ['une
des parois du champ ouvert, ce qui rend ce test dépendant de 1’hippocampe (Langston and
Wood, 2010). Le cortex entorhinal participe également aux associations des objets avec leur
emplacement et avec le contexte environnemental global (Wilson et al., 2013a, 2013b). Ainsi,
chez les souris TgCRNDS agées de deux mois, la pathologie amyloide, dans ses premiers

stades, en plus de I’hippocampe, semblerait également s’installer dans le cortex entorhinal.

Enfin, par ’administration chronique per os d’inhibiteurs de - (LY-2811376) et y-
secrétases (Semagacestat), j’ai cherché a modifier de manicre spécifique les niveaux de
certains métabolites de I’APP, le B-CTF et ’AP, afin d’étudier leur rdle éventuel dans les
déficits mnésiques précoces des souris TgCRNDS8 males agées de deux mois dans les taches
de déplacement et de remplacement d’objet. J’ai ainsi pu mettre en évidence le fait que le LY -
2811376 (inhibiteur de B-secrétase) et le Semagacestat (inhibiteur de y-secrétase) permettent
tous deux de restaurer les performances mnésiques des souris TgCRNDS males agées de deux
mois dans la tdche de déplacement d’objet. Cependant, seul le LY-2811376 est efficace dans
la tiche de remplacement d’objet. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que, les

inhibiteurs de B- et y-secrétases influencent différemment la production des métabolites de
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I’APP. En effet, alors que les deux traitements abaissent les niveaux du peptide AP, ils ont des
effets inverses sur les taux de B-CTF, le LY-2811376 diminuant les niveaux de B-CTF et le
Semagacestat en augmentant les niveaux. Cette étude pharmacologique permet d’argumenter
en faveur du fait que les déficits de déplacement d’objet seraient induits par de faibles
quantités d’AP, alors que les déficits de remplacement d’objet seraient quant a eux liés a
I’augmentation des niveaux de B-CTF. En outre, les altérations comportementales des souris
TgCRNDS8 males agées de deux mois dans les taches de déplacement et de remplacement
d’objet ne peuvent étre mises en relation avec une baisse du comportement exploratoire

envers les objets.

Le B-CTF, précurseur direct du peptide AP, partagerait de nombreux rdles
neurotoxiques en commun avec I’A, et pourrait agir plus précocement que ce dernier. A titre
d’exemple, le B-CTF affecte ’homéostasie calcique en formant des pores et des canaux
ioniques a la membrane cellulaire qui laissent entrer le calcium dans la cellule. Il exacerbe
aussi I’activité inflammatoire qui s’accompagne d’une activation gliale. Il migre également en
direction du noyau cellulaire pour jouer sur la transcription de geénes. De plus, il agit sur la
chaine respiratoire mitochondriale en engendrant un stress oxydatif qui se traduit par la
libération du cytochrome C et I’activation de la caspase 3 responsables de 1’apoptose (Chang
and Suh, 2005a). De maniere intéressante, le B-CTF serait responsable d’atteintes de la
mémoire de reconnaissance pouvant étre contrecarrées par des inhibiteurs de la B-secrétase
chez un modele murin d’angiopathie amyloide cérébrale familiale (7Tamayev et al., 2012). De
plus, une accumulation intracellulaire précoce de B-CTF aurait ét¢ mise en évidence a la
jonction entre le subiculum et le champ ammonique CAl chez un modéele murin triple

transgénique 3xTgAD (Lauritzen et al., 2012).

Le fragment soluble sSAPP devrait subir les mémes variations de concentration que le

B-CTF suite a I’administration des deux inhibiteurs, a savoir une diminution suite au
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traitement avec D’inhibiteur de B-secrétase (LY-2811376) et une augmentation suite au
traitement avec 1’inhibiteur de y-secrétase (Semagacestat). Le sAPPf est généré de maniére
concomitante au B—CTF suite au clivage amyloidogénique de I’APP pour la B-secrétase.
Cependant, de par la forte homologie de séquence et les nombreux roles bénéfiques qu’il
partage avec le fragment soluble non-amyloidogénique sAPPa (Chasseigneaux and
Allinquant, 2012), les effets neuroprotecteurs et neurotrophiques du sAPPP sont nettement
plus marqués que ses effets déléteres. En effet, a titre d’exemples, sAPPP protége les
neurones hippocampiques contre I’excitotoxicité, la toxicité induite par I’ AP et le manque de
glucose (Furukawa et al., 1996; Barger and Harmon, 1997) et promeut la croissance axonale
(Chasseigneaux et al., 2011). 11 induit également une différenciation neuronale des cellules
souches embryonnaires humaines, et cela de maniere plus efficace que le sSAPPa (Freude et
al., 2011). Ainsi, les nombreux roles bénéfiques assurés par le fragment soluble sAPPJ
tendent a écarter son implication dans I’émergence des premiéres altérations mnésiques des
souris TgCRNDS.

Les secrétases B et y ont de multiples substrats et ne sont pas uniquement impliquées
dans le clivage protéolytique de I’APP. De ce fait, il peut étre envisagé que les effets induits
par les inhibiteurs des P- et y-secrétases pourraient aussi bien étre liés au clivage
amyloidogénique de I’APP qu’a l’altération du traitement d’autres substrats vitaux pour
I’organisme. Cependant, le fait que ces deux types d’inhibiteurs n’altérent en rien les
performances mnésiques des souris WT, en comparaison aux souris WT traitées avec le
véhicule dans les taches de déplacement et de remplacement d’objet, suggere que ces
inhibiteurs induisent principalement leurs effets sur le métabolisme de I’APP chez les souris

TgCRNDS.

Il ne serait pas impossible que I’inhibition des secrétases B et y, qui réduit la voie de

clivage amyloidogénique de I’APP, favorise le clivage non-amyloidogénique de I’APP,
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expliquant de ce fait la restauration des fonctions mnésiques des souris TgCRNDS8 males
agées de deux mois suite aux traitements chroniques per os. En effet, le fragment soluble
sAPPa est doté de propriétés neuroprotectrices et neurotrophiques (Furukawa et al., 1996,
Mattson, 1997). De maniere intéressante, le sAPPa améliore 1’apprentissage et la
mémorisation chez des mod¢les animaux (7aylor et al., 2008), notamment dans des tiches de
reconnaissance (Meziane et al., 1998) et bloque des déficits induits par un agent amnésiant
(Meziane et al., 1998). Cette hypothése pourrait étre testée ultérieurement, par exemple par

I’inhibition de ’activité de I’ a-secrétase.

Cette seconde étude m’a permis de compléter I’hypothése amyloide (Hardy and
Higgins, 1992) en proposant I’implication, en plus du peptide AP, de son précurseur direct, le
B-CTF, dans I’émergence des premicres altérations mnésiques chez de jeunes souris
TgCRNDS. De manicre intéressante, il semblerait que certaines formes de mémoire soient
particulicrement vulnérables face a I’un ou 1’autre de ces métabolites amyloides. En effet
alors que I’APB perturberait la mémoire de déplacement d’objet, le B-CTF, quant a lui,
perturberait la mémoire de remplacement d’objet. D’apreés I’hypothése de la progression
transentorhinale de la MA (Raskin et al., 2015), le B-CTF pourrait s’accumuler en premier
lieu dans le cortex entorhinal, engendrant de ce fait des déficits de mémoire impliquée dans la
détection du remplacement d’un objet. Dans un second temps, le B-CTF pourrait étre clivé
pour générer des peptides AP dans ’hippocampe, qui eux induiraient des déficits de mémoire

impliquée dans la détection du déplacement d’un objet.
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1. Contexte scientifique et objectifs

Dans cette troisieme et derniére étude préliminaire, je me suis intéressée a I'un des
mécanismes communs engendré par le B-CTF et a I’AB, I'inflammation (Chang and Suh,
2005b). En effet, ces métabolites dérivés du clivage amyloidogénique de I’APP seraient
initiateurs de processus inflammatoires qui se mettraient en place précocement dans la MA

(Scholl et al., 2015).

L’une des principales questions qui reste en suspens concernant la neuroinflammation
est de savoir si son role serait bénéfique ou délétere. Alors que I’inflammation aigué
constituerait une réaction adaptative dont le but est de restaurer I’intégrité du cerveau en
défiant tout agent pathogeéne (Wyss-Coray and Mucke, 2002; Khandelwal et al., 2011),
I’inflammation chronique, quant a elle, serait un processus néfaste aboutissant a une
neurodégénérescence progressive (Mrak and Griffin, 2005; Hoozemans et al., 2011). De ce
fait, I’inflammation prolongée contribuerait a I’émergence de pathologies neurodégénératives
comme la MA (Craft et al., 2006, Pizza et al., 2011; Varnum and Ikezu, 2012; Liu et al.,

2013; Sudduth et al., 2013).

En plus des marqueurs histopathologiques caractéristiques de la MA, I’augmentation
et I’agréation du peptide AP et I’hyperphosphorylation pathologique de la protéine Tau, les
processus inflammatoires assurent ¢galement un réle prépondérant dans sa pathogenése. Des
¢tudes réalisées en post mortem ont confirmé la présence d’une neuroinflammation dans le
cerveau des patients affectés par la MA (Akiyama et al., 2000a). Chez les patients, tout
comme chez les modeles murins transgéniques de la MA, les plaques amyloides sont
encerclées par de nombreuses cellules gliales (Fillit et al., 1991; Cagnin et al., 2001; Varnum

and Ikezu, 2012, Liu et al., 2013) qui correspondent a la microglie activée et aux astrocytes
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réactifs (Eikelenboom and van Gool, 2004). Ces cellules gliales sécrétent des composés pro-
inflammatoires comme les cytokines, les chimiokines ou encore les molécules du complément
(Mrak et al., 1995; Griffin et al., 1998, Akivama et al., 2000a, 2000b; Town et al., 2005,
Tuppo and Arias, 2005). La libération et 1’augmentation prolongées de ces médiateurs pro-
inflammatoires dans le cerveau contribuent aux dommages et pertes neuronales (Badoer,
2010; Brown, 2010; Brown and Neher, 2010) et altérent 1’équilibre neurophysiologique
propice a I’apprentissage et a la mémorisation (Fillit et al., 1991; Jankowsky and Patterson,

1999a, 1999b; Gemma and Bickford, 2007; Varnum and lkezu, 2012; Liu et al., 2013).

La microglie est considérée comme le principal macrophage du cerveau. Au sein du
SNC, elle englobe approximativement 10% des cellules (Benarroch, 2013). Elle jouerait un
role dans les réponses inflammatoires contre les dommages qui se mettent progressivement en
place dans la MA (Mandrekar-Colucci and Landreth, 2010). Dans des conditions
physiologiques, la microglie est inactive. Cependant, elle peut étre stimulée par de nombreux
facteurs comme les peptides amyloides. Une fois activée, la microglie change de
morphologie, elle passe d’une forme ramifiée (au repos) a une forme amoeboide (active) et
sécrete des marqueurs spécifiques sur sa surface cellulaire (Town et al., 2005, Glass et al.,
2010). La microglie activée est dotée d’une activité de phagocytose et migre afin de nettoyer
les cellules endommagées et les débris cellulaires. Lorsque la microglie est modérément
stimulée par de faibles niveaux d’Ap, elle a la capacité de capturer les peptides amyloides par
phagocytose. Cependant, lorsque I’activation de la microglie est exacerbée par de fortes
concentrations d’AP, elle augmente la production de molécules pro-inflammatoires
responsables des dommages neuronaux et compromet 1’élimination du peptide AP (Liu and

Chan, 2014).

Les astrocytes représentent les cellules les plus abondantes du cerveau (Sofroniew and

Vinters, 2010). 1ls interagissent avec les neurones et sont impliqués dans la régulation de la
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sécrétion et le recyclage des neurotransmetteurs, et dans les remodelages synaptiques
(Halassa and Haydon, 2010; Henneberger and Rusakov, 2010). Dans la MA, les astrocytes
peuvent étre activés en présence de peptides amyloides. En comparaison aux astrocytes
quiescents, les astrocytes réactifs peuvent encercler les plaques séniles et former une barriére
cellulaire entre les plaques et les neurones sains (Sofroniew and Vinters, 2010). Cependant,
méme si les astrocytes activés étaient protecteurs pour le cerveau, leur role ne serait toutefois
pas bénéfique sous certaines conditions. En effet, les astrocytes réactifs pourraient, en plus

des neurones, produire de 1I’Af en faible proportion (Liu and Chan, 2014).

Les COX sont des enzymes qui catalysent la premiére étape d’une cascade de signaux
intracellulaires (COX-1) ou extracellulaires (COX-2), impliqués, entre autres, dans les
processus inflammatoires. Au cours de cette premiére étape, 1’acide arachidonique est
converti en prostaglandine. Les COX-1 font partie d’une famille d’enzymes « constitutives »
de I’organisme, qui se trouvent dans I’immense majorité¢ des cellules, et qui sont impliquées
dans de nombreux mécanismes. Les COX-2, quant a elles, sont des enzymes « inductibles »
par des stimulations inflammatoires. L’activité¢ enzymatique des COX-2 est exprimée dans les
cellules endothéliales vasculaires, rénales et au niveau du SNC. Des taux neuronaux élevés de
la COX-2, mais non de la COX-1, ont ét¢ décelés dans les cerveaux affectés par la MA

(Pasinetti, 1998; Pasinetti and Aisen, 1998).

Les niveaux d’expression des COX changent au cours des différents stades de la MA
(Hoozemans et al., 2008). Dans les stades précoces de la pathologie, lorsque de faibles dépots
d’AP sont présents, la COX-2 est augmentée dans les neurones. Dans les stades plus tardifs de
la pathologie, elle est exprimée en d’importantes concentrations dans les cellules cérébrales
qui dégénérent et autour des plaques amyloides (Fiala et al., 2002). Cette surexpression peut
étre diminuée par 1’intermédiaire d’inhibiteurs sélectifs de la COX-2 (Ferencik et al., 2001).

Chez les patients, ’augmentation d’expression neuronale de la COX-2 se fait en paralléle et
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co-localise avec I’expression de protéines du cycle cellulaire dans le cortex temporal,
suggérant ainsi I’implication précoce de la COX-2 dans la MA (Hoozemans et al., 2002). Une
activité exacerbée de la COX-2 a également été mise en évidence dans les modeles murins de

la MA (Hwang et al., 2002; Xiang et al., 2002).

D’un point de vue thérapeutique, la prise sur le long terme d’AINS pourrait prévenir
ou retarder I’émergence de la MA (McGeer et al., 1996, int’ Veld et al., 2001; Launer, 2003;
Esiri, 2007a, 2007b). Les mécanismes biologiques impliqués dans cette protection ne sont pas
encore ¢lucidés, mais impliqueraient 1’inhibition de la production du peptide AP;.42 et de son
agrégation, I’inhibition de I’activité des secrétases ou encore I’inhibition sélective de I’activité
de la COX-2. Certains AINS diminuent sélectivement la production d’AP;.4; in vitro et dans
les modeles murins transgéniques de la MA (Weggen et al., 2001, 2003b, 2003a, Eriksen et
al., 2003). De plus, ils stimulent la sécrétion d’ectodomaines neurotrophiques et
neuroprotecteurs de 1I’APP dans les neurones par une sur-activation du clivage non-
amyloidogénique de I’APP par l'a-secrétase (Avramovich et al., 2002). Certains AINS
inhibent ’activité de la B-secrétase et la sécrétion d’AP engendrées suite a la stimulation de
lignées cellulaires par des cytokines pro-inflammatoires (Sastre et al., 2006b, 2006a).
Finalement, ils inhibent 1’agrégation des peptides A et la formation de dépots, d’oligoméres
et de fibrilles amyloides in vitro (Thomas et al., 2001) en modulant 1’activité du complexe y-

secrétase (Kukar et al., 2008, Kukar and Golde, 2008).

L’effet prophylactique des AINS dans la MA serait assuré par des inhibiteurs sélectifs
de la COX-2, comme le Celecoxib. De tels inhibiteurs permettraient de contourner les effets
déléteres des AINS classiques résultant principalement de 1’inhibition de la COX-1. En effet,
I’inhibition de la biosynthése des prostaglandines par la COX-1 serait responsable de
nombreux effets indésirables digestifs (Lichtenstein et al., 1995) et rénaux (Brater, 2002a,

2002b). De ce fait, les nouveaux AINS auraient la particularité d’inhiber exclusivement la
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COX-2, de maniére a agir spécifiquement sur ’excés des médiateurs pro-inflammatoires.
Cependant, il existerait tout de méme des effets secondaires liés a ’inhibition sélective de la

COX-2, notamment au niveau de 1’endothélium.

Jusqu’a présent, les essais cliniques sur les AINS ont fourni des résultats souvent
contradictoires et peu concluants (Hoozemans et al., 2003). Les études portant sur les
traitements chroniques avec des AINS dans la MA suggeérent que ces agents pourraient
s’avérer bénéfiques uniquement lorsqu’ils sont administrés précocement dans le décours
temporel de la pathologie, avant I’émergence des dépdts amyloides et des premiers
symptomes (HHoozemans et al., 2011; Lehrer and Rheinstein, 2015). En effet, les traitements
prolongés avec des AINS pourraient retarder I’apparition ou diminuer la progression de la
MA, uniquement chez les patients agés de 65 a 75 ans, 65 ans étant considéré comme 1’age
moyen d’émergence de la pathologie. Ces effets bénéfiques s’atténueraient ensuite avec 1’age
et deviendraient méme délétéres une fois les dépdts amyloides présents (/mbimbo, 2009,
Imbimbo et al., 2010). Ainsi, la neuroinflammation serait un processus précoce et continu
présent des les stades précliniques et perdurant jusqu’aux stades les plus tardifs de la MA

(Arends et al., 2000, Hoozemans et al., 2005).

Dans cette troisieme et derniere étude préliminaire, qui fait office de perspective a mes
travaux de recherche, j’ai étudi¢ les effets d’un AINS, le Celecoxib, sur les performances
mnésiques des souris TGCRNDS. Pour ce faire, des souris TgCRNDS8 et WT males agées de
deux mois ont été traitées chroniquement per os avec un véhicule ou un AINS, le Celecoxib,
un inhibiteur sélectif de la COX-2, a une concentration de 10mg/kg pendant six jours. Suite au
traitement, les performances des souris ont été évaluées dans les taches de déplacement et de

remplacement d’objet.
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2. Résultats

2.1. Déplacement d’objet

Dans la tache de déplacement d’objet (Etude 3, Figure 1), alors que les souris WT
males agées de deux mois et traitées avec un véhicule sont significativement performantes
(indice de mémoire significativement différent par rapport au hasard qui est a zéro: WT
véhicule: tg) = 2,766, p = 0,0219), les souris TgCRNDS8 véhicule du méme age ne parviennent
pas a détecter le changement de position de 1’objet familier (indice de mémoire par rapport au
hasard qui est a zéro: TgCRNDS véhicule: tg) = 0,2175, p = 0,8333). De manicre intéressante,
un traitement chronique per os avec un AINS, le Celecoxib, permet de restaurer de maniere
significative leurs performances mnésiques (indice de mémoire significativement différent par
rapport au hasard qui est a zéro: TgCRNDS8 Celecoxib: ti7y = 3,005, p = 0,0198), sans altérer
celles des souris WT (indice de mémoire significativement différent par rapport au hasard qui

est a zéro: WT Celecoxib: to) = 5,114, p = 0,0000).

L’effet du traitement chronique avec le Celecoxib est significatif sur les performances
mnésiques des souris TgCRNDS maéles agées de deux mois par rapport aux souris TgCRNDS
véhicule du méme age (effet traitement significatif: ANOVA a 2 facteurs: F(i33 = 5,754, p =
0,0223). Il n’y a pas d’effet génotype (absence d’effet génotype: ANOVA a 2 facteurs: F; 33
= 1,556, p = 0,2210), ni d’interaction (absence d’interaction: ANOVA a 2 facteurs: F(33) =
2,610, p=0,1157). Cette absence d’interaction est contre intuitive au vu de la clarté des effets
du Celecoxib chez les souris TgCRNDS. Ceci pourrait étre di a la grande variabilité des

performances des souris TgCRNDS véhicule.
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Figure 1: Effet d’un anti-inflammatoire non stéroidien, le Celecoxib, sur les performances mnésiques
des souris TeCRNDS et WT males dgées de deux mois dans la tdche de déplacement d’objet
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L’histogramme représente les moyennes et erreurs types des indices de mémoire ((temps
d’exploration de I’objet déplacé — moyenne du temps d’exploration pour les objets non
déplacés) / temps d’exploration total pour les trois objets durant les 10 minutes du test de
rétention) des souris WT et TgCRNDS males agées de deux mois traitées avec un véhicule ou
le Celecoxib. Le niveau du hasard a zéro indique la non préférence pour 1’objet déplacé. (* : p
< 0,05 ; *** : p <0,001, significativement différent du hasard ; n : effectif des souris ; chaque
rond représente une souris ; $ : p < 0,05, indice de mémoire significativement différent entre

les souris TgCRNDS véhicule et celles traitées avec le Celecoxib)
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2.2. Remplacement d’objet

Dans la tache de remplacement d’objet (Etude 3; Figure 2), les souris WT et
TgCRNDS8 males agées de deux mois et traitées avec un véhicule ne sont pas performantes
(indice de mémoire par rapport au hasard qui est a zéro: WT véhicule: tig) = 2,127, p = 0,0662
; TgCRNDS véhicule: tg) = 0,9927, p = 0,3499), n’explorant pas de maniere préférentielle
I’objet familier (remplagant) présent a un nouvel emplacement. De manicre intéressante, un
traitement chronique per os avec un AINS, le Celecoxib, permet de restaurer de manicre
significative les performances mnésiques des souris TgCRNDS (indice de mémoire
significativement différent par rapport au hasard qui est a zéro: TgCRNDS8 Celecoxib: ts) =
4,921, p = 0,0044). En revanche, les mauvaises performances des souris WT demeurent
inchangées suite au traitement avec le Celecoxib (indice de mémoire par rapport au hasard qui

est a zéro: WT Celecoxib: t) = 1,518, p = 0,1634).

L’effet du traitement chronique avec le Celecoxib est significatif sur les performances
mnésiques des souris TgCRNDS maéles agées de deux mois par rapport aux souris TgCRNDS
véhicule (effet traitement significatif: ANOVA a 2 facteurs: F(;30) = 6,616, p = 0,0153) avec
une interaction significative (interaction significative: ANOVA a 2 facteurs: F 30) = 9,933, p
= 0,0037). En revanche, il n’y a pas d’effet génotype (absence d’effet génotype: ANOVA a2

facteurs: F(130)=0,01870, p = 0,8921).
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Figure 2: Effet d’un anti-inflammatoire non stéroidien, le Celecoxib, sur les performances mnésiques
des souris TgCRNDS et WT males dgées de deux mois dans la tdche de remplacement d’objet
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L’histogramme représente les moyennes et erreurs types des indices de mémoire ((temps
d’exploration de I’objet ancien a son nouvel emplacement — temps d’exploration de 1’objet
ancien a son ancien emplacement) / temps d’exploration total pour les deux objets durant les
10 minutes du test de rétention) des souris WT et TgCRNDS8 males agées de deux mois
traitées avec un véhicule ou le Celecoxib. Le niveau du hasard a zéro indique la non
préférence pour I’objet déplacé. (** : p < 0,01, significativement différent du hasard ; n:
effectif des souris ; chaque rond représente une souris ; $$: p < 0,01, indice de mémoire
significativement différent entre les souris TgCRNDS8 véhicule et celles traitées avec le

Celecoxib)
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3. Discussion

Cette troisiéme et dernic¢re étude, bien que préliminaire, est prometteuse dans le sens
ou un traitement chronique per os avec un AINS, le Celecoxib, un inhibiteur sélectif de la
COX-2, permet de restaurer de maniere significative les performances mnésiques des souris
TgCRNDS8 males agées de deux mois dans les taches de déplacement et de remplacement
d’objet. L’amélioration des performances mnésiques des souris TgCRNDS suite au traitement
chronique avec le Celecoxib est d’autant plus marquée que I’effectif des souris est faible,
notamment dans la tiche de remplacement d’objet. Cet effectif nécessite d’étre augmenté,
tout particuliérement chez les souris WT, afin de faire possiblement ressortir leurs capacités
de détection du remplacement d’un objet, quel que soit le traitement. En effet, dans les deux
¢tudes précédentes, j’avais mis en évidence les bonnes performances des souris WT agées de

deux mois dans la tiche de remplacement d’objet.

De maniere intéressante, le fait que le traitement chronique avec le Celecoxib ait un
effet significatif sur les performances mnésiques exclusivement chez les souris TgCRNDS8
laisserait suggérer une interaction entre cette molécule et les effets induits par le transgene
hAPP. Certains AINS présentent des propriétés anti-amyloidogeénes et interférent a diverses
¢tapes du métabolisme de ’APP (Mackenzie, 2001, Gasparini et al., 2004). In vitro, certains
d’entre eux diminuent sélectivement les niveaux d’Af;.4> dans des cultures de cellules gliales
(Morihara et al., 2002; Eriksen et al., 2003). Par ailleurs, des études in vivo ont confirmé
cette réduction significative de la charge amyloide chez des souris traitées chroniquement
avec de I’Ibuproféne (Lim et al., 2001). Si le traitement est débuté précocement, c’est-a-dire
avant I’apparition des premieres plaques amyloides, et si la prise se poursuit sur une longue
période de temps, cette diminution de la charge amyloide sera maximale. Certains AINS

joueraient également sur les propriétés d’agrégation des peptides amyloides. Leurs propriétés
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anti-agrégeantes peuvent potentiellement étre expliquées par 1’induction de I’expression de la
transthyrétine, une protéine capable de séquestrer les peptides amyloides (Sc/iwarzman et al.,
1994, Thomas et al., 2001). Enfin, certains AINS pourraient également réduire I’activité des
secrétases B ou vy (Takahashi et al., 2003), mais ce mécanisme d’action n’est pas encore bien

connu a ce jour.

Dans un cerveau affecté par la MA, la microglie activée et les astrocytes réactifs
entourent les dépdts amyloides. Ces cellules gliales stimuleraient 1’élimination des peptides
AP et antagoniseraient ainsi leur accumulation et leur agrégation (Simard et al., 2006;
Bolmont et al., 2008, Meyer-Luehmann et al., 2008, Kuchibhotla et al., 2009). Cependant, les
peptides AP non éliminés joueraient un rétrocontrole positif qui augmenterait les dépots
amyloides par la surexpression de médiateurs pro-inflammatoires (//yss-Coray and Mucke,
2002). Ainsi, la microglie activée et les astrocytes réactifs rendraient les neurones vulnérables
aux composés pro-inflammatoires, ce qui favoriserait la neurodégénérescence (Fuller et al.,

2009).

Les AINS interagiraient avec les cellules gliales en modulant leur activation et leur
migration. A titre d’exemple, un traitement a court terme avec de I’Ibuproféne chez un
modele murin transgénique de la MA résulterait en une réduction significative du nombre
d’astrocytes réactifs dans 1’hippocampe et le cortex (Heneka et al., 2005). Chez des patients
affectés par la MA, une prise régulicre d’AINS diminuerait le nombre d’astrocytes réactifs,

mais pas la microglie activée (Alafuzoff et al., 2000).

Dans le but d’étudier I’activation microgliale et les astrocytes réactifs chez les souris
TgCRNDS, j’ai effectué un double marquage immunohistochimique: Ibal (pour « ionized
calcium-binding molecule 1 » en anglais) et GFAP (pour « protéine d’acide fibrillaire

gliale »). Alors que I’Ibal est spécifique de la microglie, la GFAP permet de marquer les
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astrocytes. L’analyse de ces immunomarquages n’a pas encore pu étre effectuée mais sur la
base des informations fournies par la littérature, il se pourrait que le traitement chronique avec
le Celecoxib puisse diminuer 1’activation et la migration des cellules gliales, microglie et
astrocytes, dans les structures cérébrales appartenant a la formation hippocampique comme le
cortex entorhinal et I’hippocampe. Ceci expliquerait ainsi les effets bénéfiques assurés par le

Celecoxib sur les déficits mnésiques précoces des souris TgCRNDS.

Ces résultats préliminaires fort encourageants vont dans le sens des études démontrant
I’apport bénéfique des traitements chroniques avec des AINS dans les stades précoces de la
MA, avant I’apparition des premiers dépdts amyloides (Hoozemans et al., 2011; Lehrer and
Rheinstein, 2015). De ce fait, les AINS spécifiques de la COX-2 constitueraient, en plus des
inhibiteurs des secrétases B et y, une stratégie thérapeutique prometteuse a mettre en place des

les stades précoces de la MA dans 1’espoir d’en retarder la progression.
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Dans le cadre de ma thése j’ai eu recours a un modele murin transgénique de la MA, la
souris TgCRND&. Pour cloturer ce manuscrit, il me parait pertinent de discuter de la validité
de ce modele au regard des trois critéres de validité que sont: I’homologie (étiologie identique
a I’Homme), I’isomorphisme (symptomes identiques a I’Homme) et la prédictivité (réponse
aux traitements similaire a celle de la pathologie humaine), et de son apport dans le contexte

actuel de la recherche sur la MA.

L’étiologie de la MA est encore méconnue a ce jour. Cependant, certaines formes de
FAD, parmi les plus agressives et précoces, découlent de mutations génétiques présentes
notamment sur le géne codant pour I’APP. L’un des avantages du mode¢le murin transgénique
TgCRNDS est que ce dernier présente deux mutations du transgéne h4APP, Swedish et
Indiana, chacune étant retrouvée chez des patients affectés par une MA a début précoce. Ces
mutations permettent d’étudier ’activité de la B-secrétase, pour la mutation Swedish, et de la
y-secrétase, pour la mutation Indiana, et leurs impacts sur la production des métabolites
dérivés du clivage amyloidogénique de I’APP. La combinaison de ces deux mutations
augmente les deux activités enzymatiques et engendre une pathologie amyloide accélérée
chez les souris TgCRNDS. Cependant, ce modele ne développe pas de DNFs, ni de pertes
neuronales. Méme si le modele murin transgénique TgCRNDS est trés précoce, car il cumule
deux formes de FAD, ce qui n’existe pas chez les patients, il m’a tout de méme permis d’en
apprendre davantage sur les mécanismes pathologiques responsables des premiers symptomes

de la pathologie.

Dans le cadre de ma thése, le modele murin transgénique TgCRNDS a ¢été utilisé a
deux ages précoces, un et deux mois, correspondant au stade adolescent du développement
chez la Souris. Apres avoir étudié le probléme potentiel de 1’ontogénie des structures et
réseaux corticaux a ces jeunes ages, j’ai mis en évidence ’altération précoce de deux formes

de mémoire, la mémoire impliquée dans la détection du déplacement d’un objet et celle
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impliquée dans la détection du remplacement d’un objet. Ces deux formes de mémoire
répondent a deux composantes de la mémoire épisodique, mémoire atteinte dans les premiers

stades de la MA chez les patients, le « quoi » associé au « ou ».

Suite au traitement chronique per os avec un inhibiteur de la B-secrétase (LY-
2811376), qui inhibe la synthese a la fois du B-CTF et de I’AP, j’ai pu mettre en évidence la
restauration des performances mnésiques des souris TgCRNDS agées de deux mois dans les
deux taches de déplacement et de remplacement d’objet. En revanche, I’inhibiteur du
complexe y-secrétase (Semagacestat), qui inhibe la synthése d’Af tout en favorisant celle du
B-CTF, permet uniquement une restauration des performances mnésiques dans la tiche de
déplacement d’objet. Les résultats de cette étude pharmacologique suggerent que différents
métabolites de I’APP seraient impliqués dans 1’altération spécifique de diverses formes de
mémoire épisodique. En effet, alors que le B-CTF serait responsable des atteintes de la
mémoire de remplacement d’objet, le peptide AP, quant a lui, serait spécifique des déficits de

la mémoire de déplacement d’objet.

Les résultats des études précliniques chez les modeles murins de la MA ne sont pas
toujours reproductibles dans les essais cliniques chez ’Homme. L’accumulation des échecs
thérapeutiques pourrait en partie s’expliquer par le fait que la grande majorité des traitements
cible le controle de la genese et de I’agrégation du peptide AP. De manicre intéressante,
I’étude pharmacologique entreprise dans le cadre de ma thése laisse supposer que 1’hypothese
amyloide actuelle serait incompléte, le peptide AP ne pouvant étre responsable a lui seul de
toute la cascade d’événements délétéres de la pathologie. En effet, le B-CTF, le précurseur
direct de I’ AP, pourrait lui aussi jouer des roles néfastes dans la MA et possiblement en amont
de la synthése du peptide AB. Ainsi, les inhibiteurs de B-secrétase seuls, ou la combinaison
d’inhibiteurs des secrétases [ et y, pourraient s’avérer bénéfiques dans le traitement des

phases précoces de la pathologie.
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Une troisieme étude préliminaire m’a permis de mettre en évidence une amélioration
significative des performances mnésiques des souris TgCRNDS8 agées de deux mois dans les
deux taches de déplacement et de remplacement d’objet suite a un traitement chronique per os
avec un AINS inhibiteur sélectif la COX-2 (Celecoxib). De ce fait, en plus des inhibiteurs des
secrétases [ et v, les AINS pourraient constituer une autre stratégie thérapeutique prometteuse

a mettre en place des les stades précoces de la MA dans I’espoir d’en retarder la progression.

Les médicaments actuellement disponibles sur le marché ne sont modérément
efficaces que dans les premiers stades de la MA. De ce fait, il s’avere nécessaire de trouver de
nouveaux biomarqueurs précoces capables de déceler la pathologie le plus tot possible.
L’¢étude ¢lectrophysiologique in vivo de mon travail de recherche laisse suggérer que
I’altération de 1’activité oscillatoire serait responsable de I’émergence des premiéres atteintes
mnésiques. Chez les souris TgCRNDS8 agées de deux mois, j’ai mis en €vidence un déficit
précoce du rythme gamma dans le champ ammonique CAl de I’hippocampe. Cette
perturbation de I’activité oscillatoire hippocampique pourrait résulter de la diminution du
nombre d’interneurones PV dans le champ CAl. L’enregistrement de 1’activité oscillatoire
par ¢électroencéphalographie chez les patients est une technique qui s’aveére moins invasive
que les dosages des différents métabolites de ’APP dans le LCR ou le sang. Ainsi, la
combinaison de tels enregistrements lors de la réalisation de tdches de mémoire de
déplacement ou de remplacement d’objet chez les malades d’Alzheimer pourrait constituer

une bonne méthode de diagnostic précoce de la MA.

La MA demeure une pathologie complexe et il reste de nombreuses pistes a explorer,

mais j’ai I’espoir que ma modeste contribution permettra de faire avancer la recherche.
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Precocious Alterations of Brain
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Alzheimer's disease (AD) is the most common form of neurodegenerative dementia

accounting for 50-80% of all age-related dementia. This pathology is characterized

by the progressive and irreversible alteration of cognitive functions, such as memory,

leading inexorably to the loss of autonomy for patients with AD. The pathology is linked

with aging and occurs most commonly around 65 years old. its prevalence (5% over

65 years of age and 20% after 80 years) constitutes an economic and social burden for

AD patients and their family. At the present, there is still no cure for AD, actual treatments

OPEN ACCESS being moderately effective only in early stages of the pathology. A lot of efforts have been
Eateany:  deployed with the aim of defining new AD biomarkers. Successful early detection of mild
wg:;m”:‘:m cognitive impairment (MCI) linked to AD requires the identification of biomarkers capable
span  Of distinguishing individuals with early stages of AD from other pathologies impacting

Reviewegpy:  COgNition such as depression. In this article, we will review recent evidence suggesting

Andre Fsain, - that electroencephalographic (EEG) recordings, coupled with behavioral assessments,

could be a useful approach and easily implementable for a precocious detection of AD.
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= INTRODUCTION
goutagny@unistra.& Alzheimer’s discase (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that starts with mild short-

term memory deficits before progressively culminating in total loss of cognitive and exccutive

Recelved: 30 Sepfamber 2015 functions. Currently, the precise ctiology of the pathology is not known and there is no cure.
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Published: 21 Decamber 2015 in the genes of the transmembrane amyloid peptide precursor protein (APP) and those of
Citation: presenilins 1 and 2 (PS1, PS2) responsible for rare dominantly inherited carly onset familial AD

Hamm V. Hévaud C, Cassal JC, (FAD). Proteolytic processing of APP first by the p-site APP cleaving enzyme, followed by the
Mathis C and Goutagry R(2015)  PS-containing y-secretase complex, gencrates amyloid-B (AB) peptides that deposit in amyloid
mcmu;s;!maﬁmsofaryg plaques. Many studies showed an increased production of more amyloidogenic AR peptides

. A] o associated with FAD-linked mutations, provn.dmg strong support for d'u: amyloid hypothesis

for Eary Diagnosss and Trestmert. (Hardy and Sclkoe, 2002). According to this conceptual framework, it would be the carly
Front. G Neuroedi, 9-497.  accumulation of soluble A in specific brain arcas that clicits abnormal patterns of neuronal activity

got: 10.358/M08.2015.00491  leading to cognitive decline (Palop and Mucke, 2010). Therefore, a lot of efforts have been deployed
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in order to lower AP levels as a possible therapy for AD.
Various types of treatments have been tested including the
usc of y-sccrctase inhibitors and immunization against Af.
Unfortunately, these drugs were less successful than expected,
inducing no improvement, or cven a worsening of cognitive
functions, often accompanied by drastic side-cffects that preclude
their usc as suitable therapeutics for AD (Mikulca et al., 2014).
Diverse hypothesis were put forward to explain the disappointing
results obtained by current anti-AB treatments. First, other
APP fragments, like the B-carboxy terminal fragment (B-CTF;
Lahiri et al, 2002; Pimplikar et al, 2010; Lauritzen et al,
2012; Tamayev et al,, 2012; Goutagny et al,, 2013), the amyloid
intracellular domain (AICD), or the recently described CTF-y
(Willem et al., 2015), might play key roles in AD pathogenesis and
associated cognitive symptoms. A second hypothesis highlights
the fact that treatments were given too late in the time-course
of AD, when necuronal damages are already too extensive and
irreversible. However, these two points are closely linked We
need to develop new carly biomarkers, independent of the
amyloid hypothesis, that do not entircly rely on Af dosage.
In this article, we will review recent evidences indicating that
the characterization of oscillatory activity in patients using
clectroencephalographic (EEG) recordings, a cost-cfficient and
casily implementable strategy, might represent a new opportunity
for the carly detection of AD. In addition, we propose that
characterization of cross-frequency coupling (CFC), a specific
motif of oscillatory interactions, might represent an extremely
sensitive carly biomarker.

BRAIN OSCILLATORY ACTIVITY

Cognitive processes (ic., information processing and storage
by brain nctworks) require a highly coordinated operation
of multiple ncuronal groups. One likely mechanism is
through the coordinated rhythmic activity of neuronal
populations, which give rise to oscillations (Womelsdorf
ct al, 2007). These oscillations can be recorded using various
techniques, such as electrocorticography, local field potential,
magnetoencephalography, or EEG. Rhythmic fluctuations of
clectric potentials measured by these technics are generated by
the spatial summation of highly synchronized post-synaptic
potentials occurring in large clusters of neurons. They have an
excellent temporal resolution (in the millisecond timescale) and
now, new analytic methods allow locating generators of these
oscillations with a decent spatial resolution even using EEG
(around one voxel with the LORETA method in human EEG;
Gianotti et al., 2007).

The spectral content of EEG is classically divided in five
frequency bands: § (from 1 to 4 Hz), 8 (4 to 7 Hz), « (8 to
12 Hz), B (15 to 30 Hz), and y (> 30 Hz). On a functional level,
these diverse oscillations are associated with different brain states.
Oscillatory activities are related to global states (ic., 5 waves
arc mainly present during sleep) or specific behaviors (e, B
rhythm is usually associated to motor tasks and is thought to
reflect the activity of motor cortices; Pfurtscheller et al., 1998).
Some frequency domains are more closely related to cognitive

processes. First, § oscillations are thought to play a key role
in working memory processes (Sauseng et al,, 2010). 6 phase
affects memory processing through the modulation of neuronal
plasticity within hippocampal and cortical areas and plays a
modulatory role in the induction of long-term-potentiation
(LTP), a long lasting enhancement of synaptic efficacy which
may constitute one of the cellular substrates for learning and
memory. In addition, 9 rhythm is also strongly linked to
hippocampal pyramidal cells that code for spatiotemporal aspects
of the animal's environment (Huxter et al, 2003). Second,
a oscillations are more related to attentional processes by
filtering out irrelevant informations and preventing interference
from conflicting stimuli (Klimesch, 2012). Finally, y oscillations
are modulated by a variety of cognitive processes such as
object recognition and working memory (Tiitinen et al., 1993;
Yordanova et al,, 1997a,b; Herrmann and Mecklinger, 2000; Fries
et al,, 2001; Debener ct al., 2003; Herrmann ct al., 2004a,b) and
are thought to temporally link distributed cell assemblies from
different sources that are processing related informations.

Slow and fast oscillatory activities are not independent.
Indeed, slow and fast rhythms interact with cach other, the
phase of slow oscillations (mainly 6 rhythm) being able to
modulate the amplitude of fast oscillations (§ and y rhythms).
This phenomenon, known as CFC, is positively associated with
cognitive processes in humans (Canolty et al, 2006; Handel
and Haarmecier, 2009; Axmacher et al., 2010), monkeys (Canolty
ct al.,, 2010), rats (Tort et al., 2008, 2009) and mice (Wulff ct al.,
2009). More specifically, it is hypothesized that at fast frequencies,
CFC would allow distributed brain regions to be synchronized
(using the slow onc as a “carrier”), which consequently facilitates
communication.

Given the key role played by oscillatory activities on cognitive
processes such as memory, numerous studies have closcly looked
at brain oscillatory alterations in AD paticnts, as well as in animal
models of the pathology. In the next parts of this article, we will
review recent findings on oscillatory activity alterations in the
time course of AD.

OSCILLATORY ACTIVITY IN MILD
COGNITIVE IMPAIRMENT (MCI) AND AD
PATIENTS

More than 980 articles in the last 40 years have looked at EEG
activity in mild cognitive impairment (MCI) and/or AD patients.
Indeed, with the development of new analytic methods that can
account for different confounding results (for example, volume
conduction), EEG activity scems sensitive enough for an carly
detection of preclinical AD and predictive of future conversion
from MCI to AD.

The majority of studies focusing on EEG characterization
in AD patients have been done using resting state paradigms.
Resting state EEG corresponds to recordings performed in
the motionless subject with cyes closed. This task is a fully
standardized procedure and can therefore be done in highly
comparable experimental conditions. Compared to age-matched
healthy control subjects, both MCI and AD patients exhibit an
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increase in relative power of slow oscillations (3 and 8 rhythms)
associated with a decrease in relative power of fast oscillations
(o, B, and y rhythms; van der Hicle et al., 2007; Czigler ct al,
2008; Moretti ct al,, 2010). The relative amplitude of 6 oscillations
has been proposed as a marker for AD as it allows the correct
classification of 85% of MCI subjects, distinguishing the ones
who progress to clinically manifested AD from those who remain
stable (Jelic et al, 2000). Furthermore, increased 6 power is
already present in subjects with subjective complaints 7 years
before decline to the MCI state (Prichep et al., 2006).

However, differences in resting state EEG might not be
specific to AD. Indeed, multiple types of dementia could also
be characterized by similar global network alterations. As an
cxample, an increase in relative 6 power is also found in dementia
with Lewy bodies (Kai ct al,, 2005) and a decrease in relative y
power is also found in normal aging, after a brain injury or a
stroke (Herrmann and Demiralp, 2005).

Therefore, and to achieve higher specificity, it could
be suitable to combine behavioral paradigms in real time
with electrophysiological recordings. During behavioral tasks,
memory-related activation reveals specific EEG functional
differences between MCI patients and control ones that facilitates
the carly diagnostic of probable AD. As an example, haptic tasks
are sensitive to early perceptive-cognitive and functional deficits
in MCI patients. Indeed, during tactile tasks, 8-power over right
occipital regions is a suitable marker to distinguish healthy
subjects from MCI patients (Grunwald et al, 2002). In addition,
in a face-name encoding mnemonic task, the recording of EEG
alterations is associated with the Mini-Mental State Examination
and may serve as a clinically valuable marker for discase severity
(Garn et al,, 2014).

However, multiple forms of memory are affected in AD (Didic
ct al, 2011) and cpisodic memory impairment is not specific to
AD but is also found in other types of dementia and psychiatric
disorders. It was proposed that navigation deficits could help
to distinguish patients at higher risk of developing AD from
individuals with normal cognitive aging and those with other
necurodegenerative discases (Lithfous et al, 2013). Indeed, spatial
disorientation is already present at MCI and carly AD stages.
Specific spatial tasks in both virtual or real world paradigms may
possibly predict the conversion from normal aging to MCI and
from MCI to dementia (Kalova et al., 2005; Laczo ct al, 2011;
Weniger et al,, 2011; Moodley et al,, 2015). Spatial navigation
depends on 8 (Cornwell et al., 2008; Jacobs ct al., 2010; Snider
ct al, 2013) and y (Park et al, 2014) oscillations. Therefore,
behavioral assessments of spatial memory processes combined
with EEG techniques might represent a promising strategy for an
carly detection of preclinical AD with a high specificity.

OSCILLATORY ACTIVITY IN ANIMAL
MODELS OF AD

In spite of the considerable restriction that few spontancous
animal models recapitulate the entire spectrum of the sporadic
form of AD (Strittmatter et al,, 1993; Giannakopoulos ct al.,
1997; Inestrosa et al., 2005; Bons ct al.,, 2006; Toledano et al,

2014; Stefanova et al,, 2014, 2015), parallel research on animals
has provided an essential contribution in understanding the
mechanisms underlying abnormal oscillatory patterns in AD.

Hippocampal slices preparations from rodents and transgenic
mice models of AD constitutes a useful tool for investigating
mammalian synaptic alterations during amyloid pathology
(Mathis et al,, 2011; Hazra et al,, 2013). However, spontancous
oscillations are not present in hippocampal slices. Indeed,
hippocampal oscillatory activity is the product of multiple
intra- and extra-hippocampal oscillators (the hippocampus and
the medial septum for 9 oscillations; Borisyuk et al., 1999;
Denham and Borisyuk, 2000; Wang, 2002; Goutagny et al., 2009)
and an intra-hippocampal excitation/inhibition loop, together
with inputs from the entorhinal cortex for y rhythms (Bragin
et al, 1995). The study of hippocampal oscillations in slices
requires the application of a cholinergic or glutamatergic (kainate
receptor) agonist to increase cellular excitability. With such a
type of approach, it was shown that application of AB;_g
reduced the power of kainate-induced y oscillations in mice
(Kurudenkandy et al, 2014). However, the utility of these
models must be considered in light of how well they mimic
the actual phenomenon. A bath application of carbachol to
hippocampal slices can generate cither 6 or y rhythms depending
on experimental parameters such as: slice orientation, thickness,
drug concentration, and temperature (Konopacki et al, 1987;
Fisahn et al,, 1998; Fellous and Sejnowski, 2000). However, there
is no evidence that in frecly moving animals 6 and y rhythms
require cholinergic neurotransmission. Another popular model
of hippocampal y rhythms uses kainite receptor activation (Traub
ct al,, 2005). Once again, although robust y can be observed in
hippocampal preparations, it does not appear as though in vivo
y rhythms are mediated by kainate receptors. Only one report
has generated a model of simultancous § and y rhythms in the
presence of kainic acid (Gloveli et al,, 2005) which required a
unique hippocampal slice containing transverse and longitudinal
circuitries. The recent development of a new in vifro preparation,
which respects the complex three-dimensional organization of
intrinsic hippocampal circuits, has circumvented most of the
issues aforementioned. Using this preparation, it is possible to
characterize spontancously occurring 8 (Goutagny et al., 2009)
and y (Jackson et al,, 2011) oscillations. In a transgenic mouse
model of AD, the TgCRNDS mice, hippocampal 8-y uncoupling
was shown to precede soluble AP and plaque accumulation
(Goutagny ct al., 2013).

Oscillatory activities can also be measured in anesthetized
animals (Xu et al, 2015). In this paradigm, 8 oscillations can be
recorded under urethane anesthesia either spontancously or after
sensory stimulation (tail or paw pinches) or electric stimulation
of the brainstem nucleus pontis oralis (Bland and Whishaw, 1976).
With this approach, it was shown that APP/PS1 transgenic mice
showed an age-dependent decrease in hippocampal 8 activity
correlating with plaque load (Scott et al,, 2012). However, under
urcthanc anesthesia, 6 oscillations are exclusively of type II
(atropine-sensitive) and no type I8 (atropine-resistant) is present
(Kramis ct al., 1975). Therefore, in order to fully capture possible
alterations in hippocampal oscillatory activity in animal models
of AD, recordings in freely moving animals are required.
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Many cognitive paradigms used in MCI and carly AD
diagnoses are based on verbal episodic memory tasks that present
a translational problem for animal studies. Indeed, episodic
memory, which is characterized by conscious recollection of
context-rich events, is rather difficult to probe in animals. Several
cpisodic-memory-like paradigms are currently being developed
in rodents and apes but their extrapolation and dependence on
a similar sct of temporal lobe structures than human episodic
memory still need to be confirmed. Fortunately, nature knows
best, the hippocampus and the parahippocampal formation,
responsible for episodic memory in humans, secem to have
anatomical and functional homologs across mammal species. As
an example, these brain regions are implicated in the encoding
and retrieval of information related to environment during
spatial navigation in rodents (Molter et al, 2012). In a recent
study, rhesus monkeys learned how to freely drive a wheelchair
to navigate through a complex maze, providing a strong support
for an clectrophysiological investigation of spatial navigation in
the real world (Etienne et al, 2014). In rodents as in humans,
spatial representations are related to modulation of 8 oscillations
as well as 8-y coupling (Huxter et al., 2003; Bott et al, 2015).
Interestingly, in a transgenic mouse model of AD, the Tg5xFAD
mice, a decrease of 8 and y frequencies precedes disturbances
in learning performances in a navigation task (Schneider et al,
2014).

CONCLUSION

To conclude, with the support of the previously described results
obtained both on animal models and patients, we propose that
CFC alterations might constitute a promising carly biomarker of
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Implication des métabolites de 'APP dans les troubles mnésiques

précoces chez la souris TQCRNDS8, un modéle de la maladie d’Alzheimer

Résumé: La maladie dAlzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative
communément caractérisée par une perte progressive de la mémoire. L'étiologie de la MA
demeure incertaine a ce jour ce qui complique I'élaboration de stratégies thérapeutiques
permettant de I'éradiquer. L’accumulation des échecs thérapeutiques pourrait en partie
s’expliquer par le fait que I'hypothése amyloide, qui met en avant [limplication
prépondérante du peptide béta-amyloide (AB) dans la physiopathologie de la MA, serait
incompléte. En utilisant un modéle murin transgénique de la MA, la souris TgCRNDS, jai pu
compléter I'hnypothése amyloide en proposant I'implication, en plus de I'AB, du fragment
carboxy-terminal béta (B-CTF). Ces deux métabolites amyloidogéniques seraient
responsables de [laltération de formes différentes de mémoire. Le dosage de ces
métabolites dans I'hippocampe, suite au traitement chronique des souris avec un inhibiteur
de B ou de y-secrétase, a mis en évidence que le B-CTF serait responsable de I'atteinte de
la mémoire impliquée dans la détection du remplacement d’'un objet, alors que I'AB
perturberait la mémoire permettant la détection du déplacement d’'un objet. Ces travaux
suggérent qu’il serait judicieux de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques qui
diminuent a la fois les niveaux cérébraux des deux fragments amyloidogéniques, le 3-CTF
et 'AB.

Mots-clés: Maladie d’Alzheimer, souris TgCRND8, mémoires de reconnaissance et de
navigation spatiale, B-CTF, AR, inhibiteurs des secrétases B et y, activité oscillatoire,
parvalbumine, anti-inflammatoires non stéroidiens

Abstract: Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative pathology commonly
characterized by a progressive memory loss. To these days, AD’s etiology has remained
unclear, which complicates the development of therapeutic strategies enabling to eradicate
the phathology. The accumulation of therapeutic failures could partly be explained by the
fact that the amyloid hypothesis, which highlights the leading involvement of the amyloid
beta peptide (AB) in the physiopathology of AD, could be incomplete. Using a transgenic
mouse model of AD, the TgCRND8 mice strain, | expanded the amyloid hypothesis,
suggesting the involvement of the beta carboxy-terminal fragment (3-CTF), in addition to A.
These two amyloidogenic metabolites could be responsible for the alteration of different
forms of memory. The dosage of these metabolites, after mice chronic treatment with either
a - or a y-secretase inhibitor, highlighted the fact that 3-CTF could be responsible for the
deterioration of the memory involved in the detection of the replacement of an objet. As for
AB, it could disrupt the memory allowing the detection of the displacement of an objet. This
work suggests that it would be judicious to develop new therapeutic strategies reducing
brain levels of both amyloid fragments, 3-CTF and Ap.

Keywords: Alzheimer's disease, TgCRND8 mice, recognition and spatial navigation
memories, B-CTF, AB, B- and y-secretase inhibitors, oscillatory activity, parvalbumin, non-
steroidal anti-inflammatory drugs




