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Résumé 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative multifactorielle 
constituant la première cause de démence. Au niveau cérébral, deux types de lésions 
histopathologiques sont retrouvées chez les patients : les dépôts amyloïdes, constitués de 
peptides β-amyloïdes (Aβ) agrégés dans le milieu extracellulaire ; et la dégénérescence 
neurofibrillaire (DNF), accumulation intraneuronale de fibrilles formées de filaments appariés 
en hélices, majoritairement constitués de protéines Tau agrégées et pour lesquelles l’état de 
de phosphorylation est altéré. Si le principal facteur de risque de MA est l’âge, de nombreux 
facteurs de risques environnementaux et génétiques ont également été identifiés. Depuis 
plusieurs années, les études cliniques réalisées chez des patients atteints de la MA semblent 
indiquer que les troubles du sommeil, et en particulier le syndrome d’apnées du sommeil 
(SAS), pourraient être à l’origine de la conversion des patients présentant une déficience 
cognitive légère vers une MA, ainsi que d’une aggravation du tableau cognitif chez ces patients 
Alzheimer.  

Dans ce contexte, plusieurs études expérimentales se sont intéressées aux effets d’un stress 
hypoxique intermittent sur la composante amyloïde de la MA. En particulier, il a été démontré 
qu’un stress hypoxique intermittent pouvait potentialiser la synthèse de peptides Aβ in vitro 
mais également in vivo. En revanche, à l’heure actuelle, l’effet d’un stress hypoxique 
intermittent sur la pathologie Tau demeure très peu connu. Or, chez l’homme, la progression 
de la DNF est corrélée avec celle des atteintes cognitives.  De fait, et suite aux études cliniques 
semblant indiquer une majoration des troubles cognitifs chez les patients Alzheimer 
présentant un SAS, il nous a semblé pertinent de nous intéresser à la pathologie Tau en 
situation d’hypoxie.  

Les objectifs de ces travaux de thèse étaient d’évaluer l’effet d’un stress hypoxique sur la 
mémoire et la protéine Tau chez l’animal. Pour cela, nous avons utilisé le modèle murin 
transgénique THY-Tau22, qui surexprime une protéine Tau humaine mutée et développe une 
pathologie Tau progressive corrélée avec une atteinte mnésique observable lors de tests 
comportementaux. Nous avons utilisé des animaux à différents stades de la pathologie Tau : 
les premiers présentaient une pathologie Tau modérée, les seconds présentaient une 
pathologie Tau à un stade plus avancé. Les animaux ont été soumis à deux protocoles 
d’hypoxie différents : un protocole d’hypoxies aiguës (Fraction inspirée en oxygène (FiO2) 
égale à 8% pendant une heure) mais répétées de façon bihebdomadaire pendant plusieurs 
mois, et un protocole d’hypoxies intermittentes (FiO2 variant de 5% à 21% par cycles de 60 
secondes, 8 heures par jour, pendant deux semaines).   

Nos résultats ont mis en évidence des effets inattendus du stress hypoxique sur la mémoire 
des animaux, associés à des modifications de l’état de phosphorylation et de l’agrégation de 
la protéine Tau. En particulier, les animaux transgéniques les plus âgés (donc présentant une 
pathologie Tau a un stade avancé) soumis au protocole d’hypoxies intermittentes (modèle de 
SAS) ont présenté une amélioration de leurs capacités mnésiques, ce qui va à l’encontre des 
observations réalisées en clinique humaine (aggravation des troubles cognitifs des sujets 
atteints de la MA et présentant un SAS). Ces résultats sont associés à une réduction des 
quantités de protéines Tau agrégées dans l’hippocampe, signe d’une réduction de la 
pathologie Tau dans le modèle. Nous discutons ici ces résultats et leur apport en clinique 
humaine.  



Abstract 

Alzheimer’s disease (AD) is a multifactorial neurodegenerative pathology constituting the first 
cause of dementia. At a cerebral level, two kinds of histopathological lesions are found in 
patients: amyloid deposits (extracellular aggregates of β-amyloid peptides: Aβ) and 
neurofibrillary degeneration (NFD). NFD consists in intraneuronal accumulation of paired 
helical filaments, mainly composed of aggregated and hyperphosphorylated Tau proteins. 
Aging is the main risk factor for AD. However, numerous environmental and genetic risk 
factors have also been identified. Since several years, some clinical studies have shown that 
sleep disorders breathing, and especially the sleep apnea syndrome (SAS) could be responsible 
of the conversion of mild cognitive impairment to AD. SAS could also be an aggravating factor 
for AD, with an increase of the cognitive decline seen in patients.  

In this context, many experimental studies have been interested in the consequences of an 
intermittent hypoxic stress on the amyloid pathology. More specifically, it has been shown 
that an intermittent hypoxic stress could potentiate Aβ synthesis both in vitro and in vivo. 
Nevertheless, the impact of an intermittent hypoxic stress on Tau pathology remains poorly 
investigated. As clinical studies in AD patients with a SAS have shown an increase of the 
cognitive decline, and that it is well known that NFD is correlated with the cognitive 
impairment in AD patients, we were interested to study the Tau pathology under hypoxia. 

Our objectives in this thesis were to evaluate the consequences of a hypoxic stress on memory 
and Tau protein in animals. We used the THY-Tau22 transgenic mouse model, overexpressing 
a human mutated Tau protein and presenting a progressive Tau pathology correlated with a 
memory impairment observable in behavioural tasks. The animals were submitted to hypoxia 
at different stages of the Tau pathology: the younger animals showed a moderate Tau 
pathology whereas the olders presented a major Tau pathology. Two different protocols were 
used in this work. The first one consisted in repeated acute hypoxias (inspired fraction of 
oxygen (FiO2): 8% for 1 hour, twice a week, for several months). The second one was a protocol 
of intermittent hypoxias (FiO2 comprised between 5% and 21%, 60 seconds cycles, 8 hours per 
day, for 2 weeks).  

We observed some unexpected results of hypoxic stress on memory and Tau pathology in our 
transgenic mice. More specifically, the THY-Tau22 mice exhibiting the stronger Tau pathology 
(the older animals) have shown an improvement of their memory after two weeks of 
intermittent hypoxia. This result goes against the clinical observations (aggravation of the 
cognitive decline of AD patients with a SAS), but is correlated in our model to a significant 
decrease of aggregated Tau protein in the hippocampi of our mice. We discuss here these 
results and their contribution to human pathology. 
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 La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative 

multifactorielle constituant la première cause de démence. Si le principal facteur de risque de 

MA est l’âge, de nombreux facteurs de risques environnementaux et génétiques ont 

également été identifiés. Depuis plusieurs années, les études cliniques réalisées chez des 

patients atteints de la MA semblent indiquer que les troubles du sommeil, et en particulier le 

syndrome d’apnées du sommeil (SAS), pourraient être à l’origine de la conversion des patients 

présentant une déficience cognitive légère vers une MA, ainsi que d’une aggravation du 

tableau cognitif chez ces patients Alzheimer.  

Si les mécanismes sous-jacents à l’atteinte cognitive retrouvée dans la MA ne sont pas 

complètement élucidés, les décennies de recherche sur cette maladie neurodégénérative ont 

néanmoins permis de relier cette atteinte cognitive avec le développement cérébral de la 

pathologie Tau. De la même façon que pour la MA, les mécanismes sous-jacents à l’atteinte 

cognitive retrouvée chez les patients présentant un SAS demeurent inconnus. Il semblerait 

néanmoins qu’ils puissent être dus (au moins pour partie) à l’hypoxémie nocturne retrouvée 

chez ces patients.  

A partir de ces différentes observations, nous avons élaboré une hypothèse de travail selon 

laquelle l’aggravation des troubles cognitifs observés chez les patients présentant à la fois un 

SAS et une MA pourrait être causée par une aggravation de la dégénérescence neurofibrillaire, 

elle-même étant due à l’hypoxémie nocturne retrouvée chez les patients. 

Le sujet de ce travail de thèse se situant à la frontière entre la maladie d’Alzheimer et 

le syndrome d’apnées du sommeil, dans l’introduction de ce travail, nous commencerons tout 

d’abord par présenter ces deux pathologies.  

Dans un second temps, nous effectuerons un bref rappel concernant la réponse biologique de 

l’organisme à l’hypoxie. Cette réponse est notamment médiée par les facteurs induits par 

l’hypoxie (HIF). Elle a également des conséquences sur la production d’érythropoïétine (EPO) 

et du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF).  

Nous nous intéresserons ensuite aux données de la littérature montrant une relation entre 

l’existence d’un stress hypoxique dans différents contextes physiologiques ou pathologiques 

et la survenue de troubles cognitifs en clinique humaine. 

Enfin, la dernière partie de cette introduction sera consacrée à l’étude des données de la 

littérature associant la maladie d’Alzheimer et le syndrome d’apnées du sommeil, directement 

ou indirectement, chez l’homme et à travers diverses expérimentations animales.  

Au terme de cette introduction, les objectifs fixés dans le cadre de cette thèse seront 

développés. Ainsi, la première partie des travaux de recherche réalisés dans le cadre de ce 

travail de thèse aura pour objectif d’évaluer les conséquences d’un stress hypoxique répété 

(HR) réalisé sur une longue durée expérimentale, afin de mimer la situation des montagnards 

se rendant régulièrement en haute montagne, et chez lesquels des troubles cognitifs ont été 

décrits. La seconde partie de ces travaux de thèse consistera quant-à-elle à étudier les 
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conséquences d’un stress hypoxique intermittent (modèle de syndrome d’apnées du 

sommeil) sur la mémoire et la pathologie Tau dans un modèle murin de Tauopathies. 

Par la suite, les matériels et méthodes qui ont été utilisés au cours de ces travaux de 

thèse seront présentés. Cette présentation sera découpée en 3 parties. Nous présenterons 

dans un premier temps les matériels et méthodes communs à l’ensemble de nos études, puis 

une partie sera dédiée à la description des matériels et méthodes utilisés pour l’étude des 

conséquences d’un protocole d’hypoxies répétées (expériences réalisées à Lille), et celle des 

conséquences d’un protocole d’hypoxies intermittentes (expériences réalisées à Grenoble), 

respectivement. 

La présentation des résultats de nos expérimentations sera découpée en 2 parties, les 

résultats des expériences d’hypoxies répétées seront présentés en premier lieu, suivis des 

résultats des expériences d’hypoxies intermittentes. Pour chacune de ces deux parties, une 

brève introduction menant aux objectifs de ces expérimentations sera effectuée, et les 

résultats obtenus feront l’objet d’une discussion intermédiaire.  

Enfin, une discussion plus générale reprenant les points importants de nos travaux de 

thèse ainsi que les limites respectives de nos deux études sera effectuée, permettant par la 

suite de conclure ce manuscrit de thèse en proposant de nouvelles perspectives de recherche.  



 
19 

 Chapitre I : La maladie d’Alzheimer 
 

I. Un peu d’Histoire… 

Le 25 Novembre 1901, le Docteur Alois Alzheimer entreprit d’étudier le cas d’une patiente, 

Madame Auguste Deter, internée dans un asile d’aliénés à Francfort (Figure 1).  

Il suivit cette patiente jusqu’à son décès, 

le 8 Avril 1906, et publia en 1907 les 

résultats de ses observations dans son 

article intitulé «Über eine eigenartige 

Erkrankung der Hirnrinde » (A propos 

d’une étrange maladie du cortex 

cérébral) (Alzheimer et al., 1995).  

Le Dr Alzheimer y rapporta une nouvelle 

forme de démence, ne permettant à 

l’époque aucun diagnostic de pathologie 

connue.  

 

Les premiers symptômes qu’il décrivit associaient une altération mnésique rapide et une 

désorientation spatiale. L’état de santé de la patiente se dégrada progressivement, et le Dr 

Alzheimer put alors observer une diminution des facultés cognitives, une désorientation 

spatiotemporelle, ainsi que des troubles de la compréhension et du comportement, ces 

derniers étant vraisemblablement liés à des hallucinations auditives. Il décrivit également des 

phases de rémission partielle, au cours desquelles la patiente était calme mais désorientée, 

s’excusant alors de « ne pas avoir terminé les tâches ménagères » et indiquant ne pas « très 

bien comprendre la situation dans laquelle elle se trouvait ».  

Au fil des années, l’état de Mme Deter continua à se détériorer, et elle présenta alors, en plus 

de l’aggravation majeure de ses capacités mnésiques, une aphasie (troubles du langage). Le 

Dr Alzheimer rapporta même une aggravation de « l’imbécilité » de sa patiente. Pour autant, 

Mme Deter ne présentait pas de symptômes somatiques qui auraient pu expliquer ce tableau 

cognitif.  

Peu de temps avant son décès, elle fut décrite par le Dr Alzheimer comme restant alitée dans 

une position fœtale « complètement pathétique », souffrant d’incontinence et d’escarres.  

Suite au décès de la patiente, son cerveau fut remis au Dr Alzheimer par le directeur de l’asile 

dans lequel elle se trouvait, Mr Sioli.  

  

Figure 1 : Dr Aloïs Alzheimer (à gauche) et sa patiente, Mme 

Auguste Deter (à droite) 
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Lors de l’autopsie du cerveau, le Dr Alzheimer nota une atrophie 

cérébrale majeure et releva, sur le plan histologique, la présence de 

lésions cérébrales caractéristiques de cette nouvelle maladie, qu’il 

décrivit ainsi : [Au centre d’une cellule apparemment normale se 

dressent une ou plusieurs fibrilles caractérisées par leur épaisseur et 

leur imprégnabilité particulière], et reproduisit… (Figure 2) 

Un siècle plus tard, cette maladie, baptisée du nom de celui qui fut 

le premier à la décrire, suite à la proposition de l’un de ses confrères, 

le psychiatre Emil Kraepelin, présente encore de nombreuses zones 

d’ombre… 

II. Quelques chiffres 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative constituant la première 

cause de démence. On estime en effet que sur les 850 000 patients déments en France, et les 

plus de 25 millions à travers le monde, 60 à 80% d’entre eux présentent une MA. A ce titre, la 

MA constitue un réel problème socio-économique auquel sont associés des besoins en 

recherche considérables, sur le plan diagnostique comme sur le plan thérapeutique. Avec 

l’accroissement prévisible du nombre de personnes démentes à l’avenir (on estime que le 

nombre de cas de démences aura triplé en 2040, atteignant alors près de 80 millions de 

personnes à travers le monde), ces besoins seront majorés (Ballard et al., 2011; Mayeux and 

Stern, 2012).  

En réponse à cette problématique, la 

communauté scientifique internationale se 

mobilise pour tenter de diagnostiquer, 

comprendre, prévenir et traiter cette 

pathologie.  

Depuis les années 1980, les articles 

scientifiques traitant de la MA sont toujours 

plus nombreux, et la barre des 100 000 

publications référencées dans la base de 

données PubMed (mots clés : « Alzheimer’s 

disease ») a été franchie en 2014 (Figure 3). 

La figure 3 représente le nombre total de 

publications traitant de la MA par année 

depuis sa description en 1906. 

 

Figure 2 : Lésions 

histologiques observées par 

le Dr Aloïs Alzheimer, 1907. 

Figure 3 : Représentation du nombre total de publications 

relatives à la maladie d’Alzheimer par année (recherche 

effectuée sur PubMed). 



 
21 

III. Signes cliniques 

D’un point de vue clinique, la MA se manifeste par un ensemble de troubles cognitifs 

d’évolution progressive. Amnésie (perte de la mémoire), Aphasie (troubles du langage), 

Apraxie (difficulté à effectuer un mouvement) et Agnosie (perte de la capacité de 

reconnaissance) sont ainsi fréquemment associées et regroupées sous la dénomination des 

« quatre A ». Les patients atteints de la MA présentent également une désorientation 

spatiotemporelle, un déficit des fonctions exécutives (difficultés pour planifier des projets, 

pour effectuer un calcul, etc.), ainsi que des troubles du comportement d’expression variable 

(agitation, agressivité, etc.). Par ailleurs, ces patients peuvent présenter des perturbations 

affectives allant de l’anxiété à la dépression, ainsi que des troubles psychotiques à type de 

délires et hallucinations.  

IV. Facteurs de risque 

 Facteurs de risque génétiques 

Le gène codant pour la protéine précurseur de l’amyloïde (APP) a été découvert en 1987 (Tanzi 

et al., 1987). C’est le premier gène sur lequel des mutations responsables de la MA furent 

identifiées en 1991 (Goate et al., 1991). Depuis les années 1990, d’autres gènes ont été 

identifiés comme pouvant porter des mutations à l’origine de formes familiales de MA, 

notamment les gènes codant pour les présénilines 1 et 2 (PS1, PS2) (Schellenberg et al., 1992). 

Ces formes familiales ne représentent toutefois qu’une infime partie (moins de 1%) des cas 

de MA. 

Par la suite, les études d’association du génome (Genome-Wide Association Studies, GWAS) 

de la MA ont permis d’identifier plusieurs gènes impliqués dans les différents processus 

pathologiques de la maladie. Ainsi, les patients porteurs du génotype APOE4 (allèle 4 du gène 

de l’apolipoprotéine E) sont plus à risque de développer une MA que les autres (Corder et al., 

1993), alors que le génotype APOE2 (allèle 2 du gène de l’apolipoprotéine E) s’avère quant à 

lui protecteur vis-à-vis de la MA (Bonner-Jackson et al., 2012). 

D’autres gènes ont également été identifiés (Reitz and Mayeux, 2014), tels que BIN1 (Bridging 

Integrator 1, également retrouvé sous le nom d’Amphiphysine 2) ou SORL1 (Sortilin-Related 

Receptor 1). Ces gènes sont notamment impliqués dans la pathologie Tau et le trafic 

intracellulaire de l’APP (pour BIN1 et SORL1), ainsi que dans la synthèse et l’élimination des 

peptides Aβ (pour SORL1). 

 Facteurs de risque non génétiques 

Il est aujourd’hui bien établi que la MA est une maladie multifactorielle, pour laquelle 

plusieurs facteurs de risque (FDR) ont été identifiés, le premier étant l’âge (Drachman, 2006). 

Ainsi, les cas de MA diagnostiqués avant 65 ans sont rares. L’incidence de la maladie atteint 2 

à 4% de la population générale après 65 ans, et augmente rapidement pour atteindre 15% de 

la population âgée de 80 ans. Parmi les autres FDR identifiés, nous pouvons citer l’obésité, la 

consommation d’alcool, l’hypertension artérielle (HTA), l’hypercholestérolémie, les 
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antécédents d’accident vasculaire cérébral (AVC), la solitude ou encore le diabète de type 2 

(Anstey et al., 2009; Arvanitakis et al., 2004; Beydoun et al., 2008; Skoog and Gustafson, 2006; 

Wilson et al., 2007). 

En revanche, s’il existe des facteurs potentialisant la MA, d’autres ont un effet protecteur vis-

à-vis de cette maladie. Parmi ces facteurs protecteurs, nous retrouvons la réserve cognitive 

(haut niveau d’éducation, niveau occupationnel élevé, etc.), le régime méditerranéen, ou 

encore le fait de pratiquer une activité physique (Hamer and Chida, 2009; Scarmeas et al., 

2006; Stern et al., 1994). 

Enfin, il existe des facteurs pouvant aggraver la MA, tels que les changements dans 

l’environnement du patient (déménagements, etc.). 

V. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer 

La MA est une maladie neurodégénérative d’évolution progressive, dans laquelle l’apparition 

des premiers symptômes est postérieure à celle des différentes atteintes cérébrales.  

Sur le plan histologique, la MA se caractérise par l’existence de deux types de lésions : les 

dépôts amyloïdes (plaques séniles) et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF), qu’Aloïs 

Alzheimer observa en 1907 (Figure 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Le développement de ces deux lésions est progressif, ce qui a donné lieu à une classification 

de la MA en différents stades (stades de Braak), proposée pour la première fois en 1991 (Braak 

and Braak, 1991). 

 Description des lésions histopathologiques 

(1) La protéine APP 

La protéine précurseur de l’amyloïde est une protéine transmembranaire présentant une 

courte extrémité C-terminale cytoplasmique et une extrémité N-terminale extracellulaire 

beaucoup plus longue.  

Figure 4 : Lésions histopathologiques de la maladie d’Alzheimer. Marquages 

immunohistochimiques des dépôts amyloïdes (à gauche) et de la dégénérescence 

neurofibrillaire (à droite) (source : Pr Maurage, CHRU de Lille). 
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(a) Gène et épissage alternatif 

Chez l’homme, le gène codant pour l’APP se situe sur le chromosome 21. Des mutations 

autosomiques dominantes ont été décrites pour ce gène, et elles sont à l’origine de certaines 

formes familiales de la MA.  

Après transcription du gène, l’ARN messager est soumis à un épissage alternatif pouvant, suite 

à la traduction, générer 3 isoformes protéiques, contenant alors 695, 751 ou 770 acides 

aminés (APP695, APP751 et APP770, respectivement). L’APP695 est l’isoforme retrouvée de 

façon prédominante dans les neurones, alors que les isoformes APP751 et APP770 sont 

retrouvées dans la plupart des tissus (Zhang et al., 2011). 

(b) Métabolisme de l’APP 

L’APP subit de nombreuses modifications post-traductionnelles, telles que la glycosylation 

(Schedin-Weiss et al., 2014) et la phosphorylation (Suzuki and Nakaya, 2008). Elle est 

protéolysée en plusieurs étapes par des sécrétases, générant alors différents fragments de 

protéolyse, dont le peptide β-amyloïde. On distingue ainsi 2 voies de protéolyse, la voie non-

amyloïdogénique (ne conduisant pas à la synthèse du peptide Aβ), et la voie amyloïdogénique 

(générant le peptide Aβ) (Figure 5). 

 

Figure 5 : Métabolisme de l’APP. Voies non amyloïdogénique (en haut) et amyloïdogénique (en bas). Modifié 

d’après Zhang et al, 2011. AICD : domaine intra-cellulaire de l’APP, APP : protéine précurseur de l’amyloïde, CTF : 

fragment carboxy-terminal, sAPP : forme soluble de l’APP. 

(i) Voie non-amyloïdogénique 

Dans un premier temps, l’APP va être clivée par une α-sécrétase au niveau du domaine Aβ, 

générant l’APPα soluble (sAPPα) dans le milieu extracellulaire et le fragment carboxy-terminal 
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(CTF) de l’APP (αCTF). Parmi les α-sécrétases identifiées, nous retrouvons plusieurs protéases 

de la famille ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) telles qu’ADAM10 et ADAM17 

(Vingtdeux and Marambaud, 2012).  

Le fragment αCTF va ensuite subir un clivage par une γ-sécrétase au niveau du domaine 

transmembranaire. Les γ-sécrétases sont un complexe constitué pour partie des présénilines 

1 et 2 (Zhang et al., 2014b). Ce second clivage génère le fragment P83 et le domaine 

intracellulaire de l’APP (APP intracellular domain, AICD). 

(ii) Voie amyloïdogénique 

Dans la voie amyloïdogénique, l’APP est dans un premier temps clivé par une β-sécrétase 

(beta-site APP cleaving enzyme-1 : BACE1), générant ainsi la forme soluble de l’APPβ (sAPPβ) 

dans le milieu extracellulaire et le fragment βCTF (Kandalepas and Vassar, 2014).  

Le fragment βCTF va ensuite subir, comme décrit précédemment pour le fragment αCTF, un 

clivage par une γ-sécrétase au niveau du domaine transmembranaire. Ce second clivage 

génèrera alors le peptide Aβ (principalement les formes Aβ1-40 et Aβ1-42) ainsi que le domaine 

AICD. 

(c) Fonctions physiologiques de l’APP et ses métabolites 

L’APP joue un rôle dans la viabilité neuronale (Perez et al., 1997), la croissance neuritique 

(Allinquant et al., 1995; Small et al., 1999; Young-Pearse et al., 2008) et l’adhésion cellulaire 

(Beher et al., 1996). 

L’APPα soluble joue un rôle dans la plasticité neuronale et protège les neurones des 

phénomènes d’excitotoxicité (Furukawa et al., 1996). Il antagonise également la 

dégénérescence dendritique et la mort neuronale induites par un stress protéasomal 

(Copanaki et al., 2010).  

Les domaines AICD, quant à eux, peuvent former un complexe transcriptionnel avec Fe65 et 

Tip60, et ainsi réguler la transcription de plusieurs gènes, parmi lesquels ceux codant pour 

l’APP lui-même (Rotz et al., 2004), la GSK3β (Kim et al., 2003) (dont le rôle sera décrit dans le 

chapitre suivant : pathologie Tau) ou encore la néprilysine (Pardossi-Piquard et al., 2005) 

(enzyme de dégradation des peptides Aβ).  

Enfin, le fragment C31 généré par le clivage des domaines AICD par des caspases induit 

l’apoptose neuronale (Bertrand et al., 2001; Lu et al., 2003; Park et al., 2009). 

(d) Rôles physiopathologiques dans la MA 

Dans la MA, les peptides Aβ générés par la voie amyloïdogénique du métabolisme de l’APP 

vont s’oligomériser puis s’agréger pour constituer les plaques séniles (Zhang et al., 2011). Les 

données actuelles de la littérature indiquent que les formes oligomériques seraient les plus 

toxiques (Kayed and Lasagna-Reeves, 2013). Les oligomères de peptides Aβ agiraient 

notamment en bloquant la potentialisation à long terme (LTP, long term potentiation) dans 

l’hippocampe (Walsh et al., 2002). 
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Les études réalisées sur les cerveaux des patients atteints de la MA ont montré des taux de 

protéines ADAM10 diminués (Marcinkiewicz and Seidah, 2000) et corrélés avec la quantité de 

plaques amyloïdes dans l’hippocampe (Bekris et al., 2012). Des taux élevés de BACE1 ont aussi 

été mis en évidence dans le cerveau des patients atteints de la MA (Fukumoto et al., 2002; 

Johnston et al., 2005; Yang et al., 2003), favorisant ainsi la voie amyloïdogénique du 

métabolisme de l’APP. Une baisse d’expression de la néprilysine, métalloprotéase capable de 

dégrader les peptides β-amyloïdes, a également été rapportée dans l’hippocampe de patients 

atteints de la MA (Yasojima et al., 2001) 

Par ailleurs, le fragment APPβ soluble, suite à un clivage générant un fragment amino-terminal 

capable de se lier au récepteur de mort cellulaire DR6, jouerait un rôle dans la mort neuronale 

rencontrée chez les patients (Nikolaev et al., 2009). 

(e) Progression spatio-temporelle de la pathologie amyloïde 

La pathologie amyloïde peut être classée en 3 stades : A, B et C, en fonction des zones 

cérébrales atteintes et de la charge amyloïde (quantité de peptides Aβ déposés) (Figure 6). 

Au stade A, de faibles quantités de dépôts amyloïdes sont retrouvées dans les régions basales 

du cortex frontal, temporal et occipital. De rares dépôts amyloïdes sont également trouvés au 

niveau du présubiculum et du cortex entorhinal. 

Au stade B, des densités moyennes de dépôts amyloïdes sont retrouvées dans la plupart des 

aires associatives isocorticales, à l’exception des aires sensorielles primaires et du cortex 

moteur primaire. L’hippocampe commence à être atteint. 

Enfin, au stade C, l’ensemble de l’isocortex est atteint, et les dépôts retrouvés dans 

l’hippocampe n’évoluent pas par rapport au stade B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 6 : Stades de Braak du développement de la pathologie amyloïde proposés en 

1991. Modifié d’après Braak et Braak, 1991. 
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(2) Les protéines Tau 

La DNF observée dans la MA correspond à l’accumulation intra-neuronale de fibrilles formées 

de filaments caractéristiques : les filaments appariés en hélices (PHF, paired helical filaments). 

Ces PHF sont majoritairement constitués de protéines Tau (Tubulin-associated unit) agrégées 

(Brion et al., 1985; Delacourte and Defossez, 1986), pour lesquelles l’état de phosphorylation 

est altéré (pour revue : Buée et al., 2000; Sergeant et al., 2008). 

Chez l’Homme, la protéine Tau peut être retrouvée sous forme agrégée dans le cerveau dans 

différentes pathologies regroupées sous le nom de « tauopathies ». Ainsi, si la MA constitue 

la principale tauopathie, des agrégats de protéines Tau sont également retrouvés dans les 

démences fronto-temporales, la démence à corps de Lewy, la maladie de Pick, la 

dégénérescence cortico-basale ou encore la paralysie supra-nucléaire progressive, cette liste 

n’étant pas exhaustive (Sergeant et al., 2005). 

(a) Gène et épissage alternatif 

La protéine Tau est codée chez l’homme par le gène MAPT (Microtubule-Associated Protein 

Tau) se situant sur le chromosome 17, en position 17q21 (Neve et al., 1986).  

La transcription de ce gène MAPT conduit à la formation d’un pré-ARNm de 16 exons qui va 

subir un épissage alternatif (Figure 7).  

 

Figure 7 : Représentations schématiques du gène codant pour la protéine Tau humaine, de son transcrit primaire 

et des 6 isoformes protéiques résultant de l’épissage alternatif. Modifié d’après Buée et al, 2000 et Sergeant et 

al, 2008. 



 
27 

Les exons 2, 3 et 10 sont alternativement épissés, ce qui permet l’expression de 6 isoformes 

de la protéine Tau au niveau du système nerveux central (SNC) (Tableau 1). Ces 6 isoformes 

ont une taille comprise entre 352 et 441 acides aminés (aa), en fonction de l’inclusion et/ou 

l’exclusion des exons 2, 3 et 10 (Andreadis, 2005).  

 

Isoforme Epissage Nombre d’acides aminés 

0N3R 2-3-10- 352  

1N3R 2+3-10- 381 

0N4R 2-3-10+ 383 

2N3R 2+3+10- 410 

1N4R 2+3-10+ 412 

2N4R 2+3+10+ 441 

Tableau 1 : Récapitulatif des différentes isoformes de la protéine Tau retrouvées au niveau cérébral. 

Au niveau de la région amino-terminale de la protéine Tau (également appelée domaine de 

projection), l’exon 3 n’est inclus qu’en présence de l’exon 2 au niveau du cerveau humain. 

Au niveau de la région carboxy-terminale de la protéine Tau, l’épissage alternatif de l’exon 10  

conduit à l’incorporation de 3 à 4 motifs répétés (R1 à R4) suivant les isoformes. Ces motifs 

répétés constituent les domaines de liaison aux microtubules.  

La seule isoforme qui soit retrouvée chez le fœtus est l’isoforme 2-3-10-, d’où son appellation 

d’ « isoforme fœtale ». 

(b) Modifications post-traductionnelles 

(i) Phosphorylation 

La phosphorylation (ajout d’un groupement phosphate PO4
3- sur une Sérine, une Thréonine 

ou une Tyrosine) de la protéine Tau constitue le type de modification post-traductionnelle le 

plus fréquent.  

Sur son isoforme la plus longue (441 aa), la protéine Tau compte 85 sites potentiels de 

phosphorylation, dont la phosphorylation et la déphosphorylation dépendent de l’activité 

respective des protéines kinases et des protéines phosphatases. A ce jour, plus d’une vingtaine 

de protéines kinases ont été décrites comme étant capables de phosphoryler la protéine Tau, 

parmi lesquelles nous pouvons citer GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β), Cdk5 (Cyclin-

dependent kinase 5) ou encore des MAP kinases (MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase) 

(Sergeant et al., 2008). La déphosphorylation de la protéine Tau est quant à elle assurée par 

différentes phosphatases, dont la principale est PP2A (Protein Phosphatase 2A) (Liu et al., 

2005).  
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(ii) Autres modifications post-traductionnelles 

Bien que non investiguées dans le cadre de ce travail de thèse, il faut noter l’existence d’autres 

modifications post-traductionnelles de la protéine Tau. Ainsi, près de trois décennies de 

recherches ont permis d’identifier : l’ubiquitinylation (Mori et al., 1987), la glycation (Ledesma 

et al., 1995), la N-glycosylation (Wang et al., 1996), la prolyl cis-trans isomérisation (Lu et al., 

1999), la polyamination (Singer et al., 2002), la nitration (Horiguchi et al., 2003), la O-

glycosylation (Liu et al., 2004), la sumoylation (Dorval and Fraser, 2006), l’acétylation (Cohen 

et al., 2011) ou encore la méthylation (Thomas et al., 2012). Comme pour la phosphorylation, 

ces différentes modifications post-traductionnelles peuvent altérer le fonctionnement de la 

protéine Tau. Elles jouent donc un rôle important dans les Tauopathies.  

(c) Localisations et fonctions physiologiques connues de la protéine 

Tau 

En fonction de sa localisation cellulaire, la protéine Tau va assurer différentes fonctions.  

Au niveau cytoplasmique, la protéine Tau joue un rôle dans la régulation de la dynamique 

microtubulaire. En effet, Tau est capable de se lier aux microtubules au niveau de ses motifs 

répétés en partie carboxy-terminale de la protéine. Cette liaison de Tau aux microtubules 

favorise leur polymérisation (Gustke et al., 1994) et est sensible à l’état de phosphorylation 

de la protéine Tau (Gustke et al., 1994; Lindwall and Cole, 1984). Ainsi, lorsqu’elle se trouve 

dans un état déphosphorylé (en conditions physiologiques), la protéine Tau se lie fortement 

aux microtubules, assurant ainsi leur polymérisation (stabilisation). L’espacement entre les 

microtubules est quant à lui influencé par la longueur du domaine de projection (qui varie 

selon l’inclusion ou la non inclusion des exons 2 et 3) (Frappier et al., 1994). La protéine Tau 

interagit également avec la kinésine et la dynéine (Dixit et al., 2008), et intervient donc dans 

le transport axonal. Enfin, il a été mis en évidence que la liaison de Tau aux microtubules est 

utile au maintien de la polarité neuronale (Caceres and Kosik, 1990). 

La protéine Tau est également retrouvée dans le compartiment nucléaire (Loomis et al., 1990). 

Des études récentes montrent qu’elle y jouerait un rôle de protection de l’ADN en situation 

de stress cellulaire (Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014). 

Enfin, Tau a été retrouvée associée à la membrane plasmique, via son domaine de projection 

(Brandt et al., 1995). A ce niveau, elle pourrait interagir avec des protéines tyrosine kinases de 

la famille SRc, telles que la protéine Fyn (Lee, 2005). Des études plus récentes ont mis en 

évidence une interaction de Tau avec Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), PLCγ 

(phospholipase Cγ) ou encore PI3K (phosphoinositide 3 kinase) (Reynolds et al., 2008). 

L’ensemble de ces interactions indique que la protéine Tau pourrait intervenir dans 

différentes voies de signalisation cellulaire. 
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(d) Rôles physiopathologiques dans la MA 

Dans la MA, la protéine Tau est retrouvée sous forme hyper-phosphorylée (phosphorylation 

plus importante sur des sites de phosphorylation dits « physiologiques »), et/ou 

anormalement phosphorylée (phosphorylation sur des sites qui ne sont pas phosphorylés chez 

les individus sains). Différents anticorps ont été développés ces dernières décennies, ciblant 

des épitopes de phosphorylation physiologique ou pathologique de la protéine Tau. Des 

études réalisées dans le cerveau des patients atteints de la MA ont mis en évidence une 

dérégulation des activités des protéines phosphatases (Gong et al., 1995). 

Les modifications de son état de phosphorylation conduisent la protéine Tau à se détacher 

des microtubules puis à s’agréger dans les neurones sous forme de PHF (Trojanowski and Lee, 

1995).  

(e) Progression spatio-temporelle de la pathologie Tau 

De même que pour la pathologie amyloïde, une progression spatio-temporelle de la 

pathologie Tau a pu être observée dans le cerveau des patients atteints de la MA. Sur le plan 

clinique, la propagation de la DNF dans le cerveau est corrélée avec le déclin cognitif observé 

chez les patients atteints de la MA (Delacourte et al., 1999). La pathologie amyloïde pourrait 

agir en synergie avec la DNF, permettant alors l’extension de cette dernière à l’ensemble des 

territoires corticaux (Delacourte et al., 2002).  

La propagation de la DNF peut être classée en 6 stades : I, II, III, IV, V et VI, en fonction des 

régions cérébrales atteintes et de la quantité de PHF. Aux stades I et II, la DNF envahit le locus 

coeruleus et la région trans-entorhinale. Elle se propage ensuite au cortex entorhinal et à 

l’hippocampe (régions fortement impliquées dans les processus mnésiques) aux stades III et 

IV. Pour finir, aux stades V et VI, la DNF atteint les aires polymodales puis unimodales, avant 

d’envahir l’ensemble du cortex (Braak and Braak, 1991; Braak and Del Tredici, 2011; 

Delacourte et al., 1999) (Figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Stades de Braak du développement de la dégénérescence neurofibrillaire 

proposés en 1991. Modifié d’après Braak et Braak, 1991. 
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 Les autres atteintes cérébrales 

En parallèle de la découverte et de l’étude des deux lésions histopathologiques présentées 

précédemment, d’autres modifications cérébrales sont retrouvées chez les patients atteints 

de la MA.  

Ainsi, une perte d’activité cholinergique fut décrite en 1976 dans le cortex de patients atteints 

de la MA (Bowen et al., 1976; Davies and Maloney, 1976). Quelques années plus tard, elle fut 

corrélée à la sévérité de l’atteinte cognitive observée chez les patients atteints de la MA (Perry 

et al., 1981). Ces observations furent d’ailleurs à l’origine du développement des premiers 

traitements de la MA, les inhibiteurs de l’acétylcholinestérase, visant à limiter ce déficit 

cholinergique (voir section VII – Prise en charge thérapeutique). 

En parallèle de cette perte d’activité cholinergique, les cerveaux de patients atteints de la MA 

présentent également une neuroinflammation décelable dès les premiers stades de la maladie 

(Fuster-Matanzo et al., 2013; Heneka et al., 2015; Morales et al., 2014). Ces phénomènes 

inflammatoires seraient notamment liés à l’existence des plaques séniles (Meda et al., 1995; 

Paresce et al., 1996) et du stress oxydatif (Perry et al., 2002) retrouvés dans le cerveau des 

patients.  

Il semble néanmoins que la neuroinflammation puisse être un phénomène délétère en lui-

même. Des études expérimentales ont ainsi mis en évidence qu’elle participerait au 

développement de la DNF (Yoshiyama et al., 2007). 

Par ailleurs, des dysfonctions mitochondriales ont pu être observées dans les cerveaux de 

patients (Chaturvedi and Flint Beal, 2013). Ces dysfonctions mitochondriales, en générant des 

espèces oxygénées réactives, contribuent au stress oxydatif retrouvé chez les patients. 

VI. Diagnostic 

Actuellement, seule une étude 

anatomopathologique post-

mortem du cerveau des 

patients permet, par la mise en 

évidence des plaques séniles et 

de la dégénérescence 

neurofibrillaire in situ, le 

diagnostic de certitude de la 

MA.  

Au plan macroscopique, les 

patients atteints de la MA 

présentent également une 

atrophie cérébrale majeure 

(Figure 9).  

Figure 9 : Atrophie cérébrale observée chez un patient atteint de la 

maladie d’Alzheimer (à droite) comparativement à un cerveau sain (à 

gauche). Source : recherche Google Images. 
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La combinaison de plusieurs approches permet aujourd’hui un diagnostic de plus en plus 

précoce, en associant l’évaluation du statut cognitif des patients, l’imagerie cérébrale et 

l’étude des biomarqueurs présents dans le liquide céphalorachidien (LCR). Une révision des 

critères diagnostiques du NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and 

Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) 

de 1984 a été proposée en 2007 (Dubois et al., 2007), puis en 2011 (McKhann et al., 2011).  

Ces critères diagnostiques définissent comme probable la maladie d’Alzheimer en présence : 

- d’un début insidieux et progressif, 

- de troubles cognitifs objectifs (évalués par des tests neuropsychologiques), 

- d’une présentation clinique : 

o soit amnésique : les troubles cognitifs affectent essentiellement la mémoire 

des patients et sont associés à l’atteinte d’au moins un autre domaine cognitif, 

o soit non amnésique : les patients présentent au minimum 2 atteintes parmi les 

domaines suivants : troubles du langage, troubles visuo-constructifs et 

dysfonctions exécutives.  

De plus, les patients ne doivent pas présenter de critère d’exclusion qui pourrait expliquer le 

tableau clinique cognitif. Sont considérés comme des critères d’exclusion : 

- la présence conjointe d’une pathologie cérébrovasculaire, 

- les caractéristiques importantes d’un autre type de démence (démence à corps de 

Lewy, démence fronto-temporale, etc.), 

- l’existence d’une comorbidité non neurologique ou l’utilisation de médicaments 

pouvant avoir un effet sur la cognition. 

La probabilité de MA est renforcée dans les situations où un déclin cognitif a été documenté, 

et/ou lorsqu’une mutation génétique du gène codant pour l’APP ou de ceux codant pour les 

présénilines est présente. 

Les dosages de biomarqueurs dans le LCR, associés aux études de neuro-imagerie 

fonctionnelle, viennent de plus en plus conforter le diagnostic de la MA, malgré la nécessité 

de réaliser une ponction lombaire (acte médical semi invasif). Par ailleurs, ces dosages ont 

permis en 2011 de définir un nouveau concept de « maladie d’Alzheimer prodromale », stade 

précédant celui de démence (Sperling et al., 2011). 

Au moment du diagnostic, les atteintes cognitive et fonctionnelle des patients sont évaluées 

afin de mieux caractériser le stade de la MA. L’atteinte cognitive est le plus souvent appréciée 

grâce au Mini Mental State Examination (MMSE – Annexe 1), qui est un test à la fois rapide et 

facile à reproduire, et qui permet l’exploration de différents domaines cognitifs (orientation 

spatiotemporelle, apprentissage, mémorisation, attention, calcul, raisonnement, langage et 

praxies constructives). L’atteinte fonctionnelle est quant à elle généralement évaluée à l’aide 

de l’échelle simplifiée des activités instrumentales de la vie quotidienne (IADL simplifiée – 

Annexe 2), qui évalue les 4 items suivants : utilisation du téléphone, utilisation des transports, 
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prise de médicaments et gestion des finances. Ce dépistage de la dépendance au moment du 

diagnostic peut permettre de proposer une prise en charge adaptée à la situation du patient 

(aides à domicile, soutien aux aidants, placement en institution, etc.).  

VII. Prise en charge thérapeutique 

 Traitements pharmacologiques actuellement disponibles 

Actuellement, la prise en charge thérapeutique des patients atteints de la MA repose sur 

l’utilisation de 4 molécules.  

Trois d’entre elles appartiennent à la famille des inhibiteurs de l’acétylcholinestérase : la 

Rivastigmine (Exelon®), le Donepezil (Aricept®) et la Galantamine (Reminyl®). La quatrième 

molécule utilisée est un antagoniste des récepteurs NMDA, la Memantine (Ebixa®).  

Ces 4 molécules, mises sur le marché entre 1998 et 2003, sont indiquées dans le traitement 

des formes légères à modérées de la MA, et n’ont montré qu’une faible efficacité dans le 

traitement de la MA.  A ce jour, il n’existe aucun traitement curatif de la MA, de même 

qu’aucun des traitements disponibles ne permet de stopper l’évolution de la pathologie.  

 Traitements pharmacologiques en cours de développement 

Des dizaines de molécules font l’objet d’essais cliniques pour le traitement de la MA 

(Mangialasche et al., 2010), et l’on peut distinguer 2 grands axes de recherche, ciblant 

respectivement la pathologie amyloïde et la pathologie Tau : 

- Les modes d’action des traitements anti-amyloïdes en cours de développement ciblent 

le développement des plaques séniles (réduction de la synthèse du peptide Aβ par 

action sur les sécrétases, prévention de l’agrégation du peptide Aβ) ainsi que leur 

élimination par des approches immunologiques (immunothérapies active et passive). 

- Les traitements dirigés contre la protéine Tau ciblent sa phosphorylation (via 

l’inhibition des kinases et l’activation des phosphatases), son agrégation et son 

élimination (immunothérapies active et passive) (Götz et al., 2012). Des études visant 

à stabiliser les microtubules ont également été réalisées (Morris et al., 2011). 

Enfin, d’autres études ciblent – entre autres – la dysfonction mitochondriale, la 

neuroinflammation, et visent à stimuler la neurogenèse (Aisen et al., 2012). 

 Prise en charge non pharmacologique 

A l’heure actuelle, devant le manque évident de traitements pharmacologiques, la prise en 

charge de la MA repose essentiellement sur des mesures préventives. Il est donc capital 

d’identifier et de traiter les éventuelles comorbidités qui constituent des FDR de développer 

la MA, telles que l’HTA, l’hypercholestérolémie ou encore le diabète de type 2.  

Dans la mesure du possible, il convient aussi d’éviter les facteurs aggravants de la MA, tels 

qu’un déménagement, qui constituerait une perte de repères majeure. 
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Il est également possible de proposer des stimulations cognitives adaptées aux différents 

stades de la MA, ainsi que des exercices physiques, ceci dans le but de ralentir au maximum 

la perte d’autonomie des patients. 

Enfin, différentes approches telles que la musicothérapie (Guétin et al., 2009) ou la 

luminothérapie pourraient avoir un effet bénéfique sur le plan comportemental, et peuvent 

donc être envisagées dans le cadre de la prise en charge d’un patient souffrant de la MA. 
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 Chapitre II : Le syndrome d’apnées du sommeil 
 

I. Un peu d’Histoire… 

La première description du 

syndrome d’apnées du sommeil 

(SAS) fut faite en 1956 par le Dr 

Burwell (Burwell et al., 1956).  

A l’époque, elle fut désignée sous le 

nom de « syndrome de Pickwick » en 

référence à  Fat Joe, l’un des 

personnages du roman de Charles 

Dickens : The Pickwick Papers 

(Papiers posthumes du Pickwick 

Club), publié en 1837 (Figure 10).  

L’auteur décrivait en effet ce personnage comme un [jeune garçon, gros, rougeaud et joufflu], 

souffrant d’une somnolence incontrôlable : 

- [« Joe ! Damné garçon ! il est encore à dormir ! 

- Voilà un jeune homme bien extraordinaire, dit M. Pickwick. Est-ce qu'il est toujours 

assoupi comme cela ? 

- Assoupi ! Il dort toujours. Il fait mes commissions en dormant ; et quand il sert à table, 

il ronfle. 

- Bien extraordinaire ! répéta M. Pickwick. 

- Ha ! extraordinaire en vérité, reprit le vieux gentleman. Je suis orgueilleux de ce garçon. 

Je ne voudrais m'en séparer à aucun prix, sur mon âme. C'est une curiosité naturelle. 

Hé ! Joe ! Joe ! ôtez tout cela, et débouchez une autre bouteille, m'entendez-vous ?  »]. 

Le syndrome de Pickwick associe une obésité extrême, une hypersomnolence, une 

hypoventilation alvéolaire et une insuffisance cardiaque droite. Il ne constitue en réalité 

qu’une forme exceptionnelle et sévère du SAS. 

 Les apnées au cours du sommeil furent quant à elles mises en évidence en 1965, suite à 

l’étude des patients atteints du syndrome de Pickwick (Gastaut et al., 1965).  

Figure 10 : Roman de Charles Dickens (à gauche) et illustration du 

personnage “Fat Joe” (à droite). Source : recherche Google 

Images. 
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II. Données épidémiologiques 

Dans la population générale, la prévalence du syndrome d’apnées du sommeil est estimée 

entre 2 et 5% (Bixler et al., 2001; Young et al., 1993). Le SAS est une pathologie fréquente qui 

concernerait 1 à 3 millions de personnes en France (source : Haute Autorité de Santé) et 

représente, à ce titre, un enjeu sanitaire et économique majeur.  

III. Quelques définitions 

 Apnée 

Une apnée se caractérise par un arrêt du flux aérien respiratoire pendant plus de 10 secondes 

chez un adulte.  

 Hypopnée 

Une hypopnée se définit par une diminution du flux aérien de plus de 50%, associée à une 

réduction de la saturation en oxygène d’au moins 3% et/ou un micro-éveil pendant une durée 

minimale de 10 secondes chez un adulte. 

Remarque : 

Ces troubles respiratoires nocturnes (apnées et hypopnées) vont occasionner des épisodes 

hypoxiques répétés tout au long du sommeil. L’aspect de la courbe de saturation en O2 prend 

alors chez ces patients un aspect en peigne avec de fréquentes désaturations (Figure 11). 

 

Figure 11 : Enregistrement polygraphique nocturne chez un patient présentant un syndrome d’apnées du 

sommeil. Image extraite de Badoual et al, 2005 (Badoual et al., 2005). 
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 Index d’apnées hypopnées 

L’index d’apnées hypopnées (IAH) représente le nombre d’apnées et/ou hypopnées survenant 

par heure de sommeil.  

IV. Classification des apnées du sommeil 

En fonction de leur origine, on distingue 3 types d’apnées du sommeil : 

- Les apnées du sommeil obstructives, les plus fréquentes, sont causées par une 

interruption du flux aérien due à l’obstruction des voies aériennes supérieures (VAS), 

avec conservation des mouvements respiratoires thoraco-abdominaux.  

- Les apnées du sommeil centrales sont plus rares, elles sont causées par un arrêt de la 

commande respiratoire et l’interruption du flux aérien est associée à une disparition 

des mouvements respiratoires thoraco-abdominaux. 

- Les apnées du sommeil mixtes associent les deux types d’apnées précédentes, 

puisqu’elles consistent en la succession d’une apnée centrale puis obstructive. 

V. Signes cliniques 

Les premiers signes cliniques rencontrés chez les patients souffrant d’un SAS sont la 

ronchopathie et les épisodes apnéiques au cours du sommeil, évènements  souvent rapportés 

par les conjoints des patients.  

La grande majorité des patients présentent également une somnolence diurne excessive 

(Seneviratne and Puvanendran, 2004), évaluable par plusieurs méthodes parmi lesquelles on 

retrouve le score d’Epworth (Johns, 1991). Ce score est déterminé par un auto-questionnaire 

évaluant de 0 (aucun risque) à 3 (risque important) le risque de somnoler dans 8 situations de 

la vie quotidienne (Annexe 3). Le score obtenu s’étend de 0 à 24, et le seuil de normalité 

obtenu chez les volontaires sains est inférieur ou égal à 10. 

Certains patients présentent également des troubles cognitifs d’expression variable (Gagnon 

et al., 2014). Ces troubles cognitifs seront traités dans le chapitre suivant (Chapitre IV – 

Troubles cognitifs observés sous hypoxie en clinique humaine). 

Les évènements respiratoires nocturnes (apnées et hypopnées) retrouvés dans le SAS vont 

entraîner une fragmentation du sommeil du fait de micro-éveils survenant lors des reprises 

inspiratoires. Cette fragmentation du sommeil serait vraisemblablement à l’origine de la 

somnolence diurne excessive et d’une partie des troubles cognitifs. 

Enfin, parmi les autres symptômes que l’on peut retrouver chez les patients souffrant d’un 

SAS, nous pouvons citer la présence de réveils en sursaut avec sensation d’étouffement, de 

nycturie, de sueurs nocturnes, ou encore de céphalées matinales.  
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VI. Facteurs de risque 

Les principaux facteurs de risque de développer un SAS sont l’obésité (Peppard et al., 2000a; 

Strobel and Rosen, 1996; Young et al., 1993), l’âge compris entre 40 et 65 ans (Bixler et al., 

1998), le sexe masculin (Young et al., 1993), la ménopause chez les femmes (Bixler et al., 2001) 

et le tabagisme (Kashyap et al., 2001). La configuration anatomique des VAS est également un 

facteur prédisposant au SAS (Dempsey et al., 2002). Ainsi, les personnes présentant un 

rétrécissement des VAS et/ou des anomalies morphologiques de la sphère ORL (sphère oto-

rhino-laryngée), telles qu’une micrognathie (hypoplasie de la mâchoire inférieure) ou une 

rétrognathie (rétraction de la mâchoire inférieure) seront plus susceptibles de développer un 

SAS que les autres. 

Par ailleurs, le syndrome d’apnées du sommeil est aggravé par la consommation d’alcool 

(Scrima et al., 1982; Taasan et al., 1981), l’utilisation de médicaments pouvant induire une 

sédation (hypnotiques, certains myorelaxants, etc…) (Guilleminault et al., 1984) et le sommeil 

en décubitus dorsal (Joosten et al., 2014; Oksenberg and Silverberg, 1998).  

VII. Comorbidités associées au SAS 

S’il existe plusieurs facteurs de risques de développer un syndrome d’apnées du sommeil, 

celui-ci se trouve également être un facteur de risque de développer d’autres pathologies. 

 Ainsi, les patients souffrant d’un SAS sont plus enclins à développer une hypertension 

artérielle (HTA) (Konecny et al., 2014; Nieto et al., 2000; Peppard et al., 2000a) ainsi que des 

pathologies cardiovasculaires : insuffisance cardiaque (Chami et al., 2011; Garcia-Touchard et 

al., 2008; Gottlieb et al., 2010), troubles du rythme cardiaque (Guilleminault et al., 1983; 

Olmetti et al., 2008), accidents vasculaires cérébraux (Arzt et al., 2005; Dyken and Im, 2009; 

Yaggi et al., 2005) et pathologies coronariennes (Peker et al., 2006; Schäfer et al., 1999). Ces 

pathologies cardiaques peuvent conduire à une réduction de l’oxygénation tissulaire par 

réduction du flux sanguin, et donc contribuer au stress hypoxique retrouvé chez les patients 

apnéiques. 

Sur le plan métabolique, ces patients présentent également plus de risques de développer un 

syndrome métabolique (Coughlin et al., 2004) et une résistance à l’insuline (Ip et al., 2002). 

Enfin, au plan psychocomportemental, les patients présentant un SAS sont également plus 

enclins à développer une dépression (Harris et al., 2009; Peppard et al., 2006). 
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VIII. Diagnostic 

 Critères diagnostiques du SAS 

Selon les critères proposés en 1999 par l’académie américaine de médecine du sommeil, le 

SAS se définit par les critères suivants : 

- A : existence d’une somnolence diurne excessive non expliquée par d’autres facteurs 

- B : au minimum 2 des critères suivants non expliqués par d’autres facteurs : 

o Ronflements sévères et quotidiens 

o Sensations d’étouffement ou de suffocation pendant le sommeil 

o Sommeil non réparateur 

o Fatigue diurne 

o Difficultés de concentration 

o Nycturie (plus d’une miction par nuit) 

- C : Existence d’un minimum de 5 épisodes d’apnées ou hypopnées par heure de 

sommeil (index d’apnées hypopnées ≥ 5). 

Le diagnostic de SAS est établi en présence des critères A ou B  et du critère C. 

 Sévérité du SAS 

La sévérité du SAS prend en compte deux composantes : l’IAH et l’importance de la 

somnolence diurne. Ainsi, on distingue pour chacune de ces deux composantes 3 stades : 

léger, modéré et sévère. La sévérité du SAS est celle de la composante au stade le plus sévère.  

Concernant l’IAH, les stades sont définis en fonction du nombre d’épisodes 

apnéiques/hypopnéiques survenant par heure de sommeil : 

- stade léger : 5 ≤ IAH ≤ 14 

- stade modéré : 15 ≤ IAH ≤ 29 

- stade sévère : 30 ≤ IAH. 

L’IAH est déterminé suite à un enregistrement polysomnographique (ou polygraphique 

ventilatoire avec uniquement des capteurs respiratoires et cardiaques), examen permettant 

d’enregistrer plusieurs variables physiologiques (paramètres respiratoires, cardiaques, 

neuromusculaires, électroencéphalogramme, électromyogramme, électro-oculogramme) au 

cours du sommeil du patient. 

Concernant la somnolence diurne, les 3 stades sont définis comme suivant : 

- stade léger : somnolence indésirable ou épisodes de sommeil involontaire survenant 

pendant des activités nécessitant peu d’attention (regarder la télévision, être passager 

d’une voiture), et ayant peu de répercussions sur la vie sociale et/ou professionnelle 

du patient 

- stade modéré : somnolence indésirable ou épisodes de sommeil involontaire 

survenant pendant des activités nécessitant de l’attention (réunions, présentations, 
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concerts) et ayant des répercussions modérées sur la vie sociale et/ou professionnelle 

du patient 

- stade sévère : somnolence indésirable ou épisodes de sommeil involontaire survenant 

pendant des activités nécessitant une attention plus active (par exemple en mangeant, 

marchant, conduisant ou tenant une conversation) et perturbant de façon importante 

la vie sociale et/ou professionnelle du patient. 

La sévérité de la somnolence diurne peut être appréciée par la réalisation de tests itératifs de 

latence d’endormissement (TILE), plus objectifs que le score obtenu à l’Echelle d’Epworth, et 

qui consistent en un enregistrement polysomnographique de 20 minutes, répété 4 à 5 fois 

toutes les 2 heures. Le patient a pour consigne de rester allongé sans lutter contre le sommeil, 

et le délai d’endormissement est mesuré, permettant de calculer une latence moyenne 

d’endormissement. Une somnolence excessive se traduit par un délai moyen 

d’endormissement inférieur à 8 minutes.  

IX. Prise en charge thérapeutique 

 Mesures hygiéno-diététiques 

En raison de l’existence de nombreux facteurs de risque de développer un syndrome d’apnées 

du sommeil, la première prise en charge qui peut être proposée aux patients repose sur 

l’application de mesures hygiéno-diététiques. Ainsi, chez les patients obèses ou en surpoids, 

une perte de poids peut s’avérer bénéfique. Il a en effet été démontré qu’une perte de 10% 

de la masse corporelle entraînait une réduction de l’IAH de 18 à 34% (Peppard et al., 2000b). 

De même, il va être recommandé à ces patients de limiter l’usage de médicaments sédatifs et 

leur consommation d’alcool vespérale, ainsi que de dormir préférentiellement sur le côté 

(plutôt qu’en décubitus dorsal).  

 Ventilation par pression positive continue 

Le traitement par pression positive continue (PPC), 

mis au point en 1981 (Sullivan et al., 1981), consiste 

en un dispositif de ventilation nasale qui permet 

aux voies aériennes de rester dégagées pendant le 

sommeil, en propulsant de l’air ambiant sous 

pression dans un masque (Figure 12). 

Chez les patients présentant un SAS sévère (avec 

un IAH supérieur à 30) et ceux présentant un IAH 

compris entre 15 et 30 associé à un sommeil de 

mauvaise qualité ou une maladie cardiovasculaire 

grave, la Haute Autorité de Santé (HAS) 

recommande l’utilisation de la PPC en première 

intention. Chez ces patients, en cas de refus ou 

Figure 12 : Représentation schématique d’un 

appareil à Pression Positive Continue. Source : 

recherche Google Images. 
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d’intolérance à la PPC, un traitement par orthèse d’avancée mandibulaire pourra être proposé 

en seconde intention. 

Il est important d’utiliser cet appareillage à PPC quotidiennement et pendant toute la durée 

du sommeil. En effet, les bénéfices de la PPC ne sont visibles qu’à partir du seuil minimum de 

3 à 4 heures d’utilisation quotidienne (Weaver et al., 2007). Cependant, les contraintes 

associées à ce traitement (port du masque, bruit, …) constituent un frein à son utilisation pour 

certains patients et sont donc parfois à l’origine d’une mauvaise observance du traitement.  

Concernant les bénéfices de ce traitement, les patients présentent une réduction de leur IAH 

associée à une diminution de la somnolence diurne, un sommeil plus réparateur et une 

amélioration globale de leur qualité de vie (Barnes et al., 2002; Giles et al., 2006; Loredo et al., 

1999). D’autre part, il a également été mis en évidence une amélioration de l’HTA (Faccenda 

et al., 2001), associée à une réduction du risque cardiovasculaire (Buchner et al., 2007; Marin 

et al., 2005) chez les patients traités par PPC. Enfin, il a également été démontré que certains 

troubles cognitifs étaient partiellement réversibles lors du traitement par PPC (Canessa et al., 

2011) ; ce point sera développé dans le chapitre suivant (Chapitre IV – Troubles cognitifs 

observés sous hypoxie en clinique humaine). 

 Orthèse d’avancée mandibulaire 

L’orthèse d’avancée mandibulaire (OAM) est un dispositif 

dentaire réalisé sur mesure qui permet de maintenir la 

mâchoire inférieure en position avancée pendant le 

sommeil, favorisant alors le passage de l’air au niveau du 

pharynx (Figure 13). 

L’OAM est recommandée en première intention lorsque 

l’IAH est compris entre 15 et 30, en l’absence de maladie 

cardiovasculaire grave associée. Elle est également 

recommandée en seconde intention lors de l’échec de la 

mise en place d’un traitement par PPC. 

Les patients bénéficiant d’un traitement par OAM présentent une amélioration de la vigilance 

diurne ainsi qu’une réduction significative de leur IAH, associée à un sommeil de meilleure 

qualité (Petitjean et al., 2000). 

 Chirurgie 

Des traitements chirurgicaux peuvent être proposés en fonction de la sévérité du SAS et de 

l’échec des traitements de référence (PPC et OAM).  

Des traitements chirurgicaux légers peuvent intervenir sur le voile du palais et les amygdales 

en cas d’hypertrophie amygdalienne majeure chez les patients présentant un SAS sévère. Ces 

traitements peuvent aussi être recommandés chez les patients présentant un SAS léger à 

modéré, et refusant ou ne tolérant pas la PPC et l’OAM.  

Figure 13 : Modèle d’orthèse d’avancée 

mandibulaire. Source : recherche Google 

Images. 
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La chirurgie d’avancée des maxillaires est quant à elle une chirurgie beaucoup plus lourde, et 

n’est recommandée que chez les patients présentant une malposition faciale et un SAS sévère 

et refusant ou ne tolérant pas la PPC et l’OAM. 

 Traitements pharmacologiques 

Des traitements pharmacologiques à base de stimulants respiratoires ont été envisagés dans 

le SAS mais n’ont à ce jour pas démontré d’efficacité et ne sont donc pas recommandés dans 

le cadre de la prise en charge thérapeutique des patients. 
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 Chapitre III : Réponse à l’hypoxie de l’organisme : voies de 

signalisation HIF, EPO et VEGF. 
 

Préambule :  

Dans le cadre de nos études expérimentales réalisées chez les animaux WT et THY-Tau22 

exposés à un stress hypoxique répété ou intermittent, une partie de nos analyses a consisté en 

l’évaluation de la réponse au stress hypoxique des animaux.  

Pour cela, nous avons concentré nos analyses sur la réponse liée au manque d’oxygène. Celle-

ci est médiée par le facteur induit par l’hypoxie 1α (HIF1α, Hypoxia Inducible Factor 1α), et 

résulte en une augmentation des quantités d’érythropoïétine (EPO) et du facteur de croissance 

de l’endothélium vasculaire (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) dans l’organisme.  

Nous proposons ici un bref rappel de ces voies de signalisation moléculaire. 

I. Les facteurs induits par l’hypoxie (HIF) 
 

Historiquement, la découverte des facteurs HIF eut lieu au début des années 1990, suite à 

l’étude du gène codant pour l’érythropoïétine (EPO) (Weidemann and Johnson, 2008). 

Semanza et ses collaborateurs découvrirent alors une séquence située en position 3’ non-

codante dans le promoteur du gène de l’EPO : la séquence HRE (Elément de réponse à 

l’hypoxie, Hypoxia Response Element), qui fixe la protéine HIF-1 en condition d’hypoxie 

(Semenza and Wang, 1992; Semenza et al., 1991). Par la suite, cette séquence HRE fut localisée 

sur plus de 70 autres gènes, parmi lesquels celui codant pour le facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire (VEGF).   

A l’heure actuelle, 3 isoformes de facteurs induits par l’hypoxie (HIF) ont été décrits dans la 

littérature chez l’homme : HIF-1, HIF-2 et HIF-3 ; HIF-1 et HIF-2 étant les plus étudiés (Loboda 

et al., 2010, 2012).   

Ces facteurs HIF sont des protéines qui vont donc agir comme facteurs de transcription en 

réponse à un stress hypoxique.  

Les facteurs HIF sont des hétérodimères composés d’une sous-unité α et une sous-unité β.  

La sous-unité β, également connue sous le nom d’ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator), est retrouvée sous une forme stable dans le noyau des cellules en condition de 

normoxie.  

En condition de normoxie, la sous-unité α va en revanche subir une hydroxylation dès sa sortie 

du noyau par des prolyl hydroxylases (PHD) (Weidemann and Johnson, 2008). Elle va ensuite 

être liée par la protéine pVHL (Von Hippel Lindau protein), ubiquitinée et rapidement 

dégradée par le protéasome dans le cytoplasme cellulaire (Figure 14). Ainsi, la demi-vie de 

HIF-α est de seulement 5 minutes dans le cytoplasme des cellules en condition de normoxie 
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(Salceda and Caro, 1997). En outre, une activation du facteur inhibiteur de HIF-1 (FIH-1 : Factor 

Inhibiting HIF-1) a également été rapportée sous normoxie, bloquant alors la transcription des 

gènes cibles de HIF tels que l’EPO et le VEGF (Mahon et al., 2001). 

Lors d’une hypoxie, la sous-unité α ne pouvant plus être hydroxylée par les PHD en raison du 

manque d’oxygène disponible, elle est retrouvée sous forme stable dans le cytoplasme des 

cellules. Elle va alors être transloquée au niveau du noyau, ou elle pourra s’assembler avec la 

sous-unité β, ainsi que certains cofacteurs, formant ainsi le complexe HIF-1 activant la 

transcription de plusieurs gènes en se fixant au niveau des éléments HRE. En situation 

d’hypoxie, l’activité de FIH-1 est par ailleurs bloquée.  

Enfin, lors du retour à la normoxie après un épisode d’exposition à l’hypoxie, les sous-unités 

α des facteurs HIF se trouvant dans le noyau des cellules seront ubiquitinées et dégradées par 

le protéasome nucléaire.  

 

Figure 14 : Représentation schématique du métabolisme des sous-unités α et β des facteurs induits par l’hypoxie 

(HIF). EPO : Erythropoïétine; VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor. 
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II. L’érythropoïétine (EPO) 
 

L’érythropoïétine (EPO) est une hormone glycoprotéique de 165 acides aminés 

essentiellement produite par le rein (Jelkmann, 1992; Krantz, 1991).  

Une production d’EPO est également retrouvée au niveau du foie (essentiellement chez le 

fœtus) (Thomas and Yoffey, 1964), de l’utérus (Yasuda et al., 1998) et du cerveau. Au niveau 

cérébral, il semblerait que l’EPO soit synthétisée par les astrocytes (Marti, 2004; Masuda et 

al., 1994, 1997), et que les récepteurs de l’EPO soient retrouvés au niveau des neurones 

(Masuda et al., 1993; Morishita et al., 1997). 

En réponse à un stress hypoxique, l’EPO va être acheminée au niveau de la moelle osseuse 

afin d’y jouer son rôle de facteur de croissance érythrocytaire, permettant ainsi d’augmenter 

le nombre de globules rouges dans le sang, et donc le potentiel de captage en oxygène du 

sang. Au final, l’augmentation de la synthèse d’EPO permet donc à l’organisme d’améliorer 

l’apport d’oxygène aux tissus cibles, et donc de minimiser les effets délétères du manque 

d’oxygène.  

Au niveau cérébral, l’EPO jouerait un rôle neuroprotecteur lors des situations d’hypoxie 

(baisse des quantités d’oxygène disponibles dans le sang, entraînant une hypoxémie tissulaire) 

et d’ischémie (baisse de l’apport sanguin au niveau tissulaire, ayant pour conséquence une 

hypoxémie locale) (Bernaudin et al., 1999; Rabie and Marti, 2008; Sakanaka et al., 1998). 

III. Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) 
 

Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire est une glycoprotéine qui, comme son 

nom l’indique, jour un rôle dans l’angiogenèse (formation des nouveaux vaisseaux sanguins). 

Cinq molécules différentes ont été identifiées : VEGF-A à VEGF-D, ainsi que le PlGF, facteur de 

croissance placentaire (Placental Growth Factor) (Breen, 2007).  

Le VEGF agit principalement sur les cellules de l’endothélium vasculaire, stimulant leur 

prolifération et leur migration.  

Dans le cerveau adulte, le VEGF jouerait également un rôle dans la neurogenèse et la plasticité 

synaptique (Carmeliet and Storkebaum, 2002; Licht and Keshet, 2013). 
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 Chapitre IV : Troubles cognitifs observés sous hypoxie en 

clinique humaine 
 

En clinique humaine, certaines situations peuvent entraîner des hypoxies qu’il est possible de 

classer en fonction de leur mode de survenue. Ainsi il sera possible de distinguer : 

- Des hypoxies intermittentes chez les patients présentant un SAS, 

- Des hypoxies « chroniques » chez les patients présentant une broncho-pneumopathie 

chronique obstructive (BPCO), 

- Des hypoxies aigues chez les sujets se rendant en altitude. 

De façon intéressante, des troubles cognitifs ont pu être décrits dans toutes ces situations. 

I. Troubles cognitifs observés chez les patients souffrant d’un SAS 

Les troubles cognitifs observés dans le SAS sont d’expression variable (Bucks et al., 2013; 

Gagnon et al., 2014; Sforza and Roche, 2012). Les patients peuvent en effet présenter des 

difficultés de concentration, des troubles mnésiques ou bien encore des dysfonctions 

exécutives. Des études prospectives ont montré que les patients souffrant d’un SAS 

présentaient un risque accru de développer une atteinte cognitive légère ou une démence, ce 

risque étant corrélé avec l’IAH (Chang et al., 2013; Yaffe et al., 2011). Ces atteintes cognitives 

légères et démences surviendraient en outre à un âge plus jeune chez les patients apnéiques 

que dans la population générale, et le délai d’apparition serait amélioré par le traitement par 

PPC (Osorio et al., 2015). 

La fragmentation du sommeil et l’hypoxémie nocturne retrouvées dans le SAS seraient à 

l’origine de ces troubles cognitifs. Chez des patients présentant un SAS modéré à sévère non 

traité, une perte de substance grise a par ailleurs été mise en évidence en imagerie par 

résonance magnétique (IRM) dans plusieurs régions cérébrales, incluant notamment 

l’hippocampe, le cervelet, le cortex frontal, le cortex pariétal et le gyrus cingulaire antérieur ; 

régions impliquées dans les processus cognitifs et la régulation motrice des voies aériennes 

supérieures (Macey et al., 2002; Morrell, 2003; Morrell et al., 2010). Ces lésions cérébrales 

pourraient également contribuer aux troubles cognitifs observés chez les patients. Il a 

d’ailleurs été montré qu’une augmentation du volume de matière grise dans le cerveau de 

patients apnéiques traités par PPC était associée à une réduction des troubles cognitifs 

(Canessa et al., 2011). 

 Troubles de l’attention 

Plusieurs études ont rapporté des troubles de l’attention chez les patients présentant un SAS 

(Aloia et al., 2004; Fulda and Schulz, 2001; Karimi et al., 2015). Les patients présenteraient en 

effet plus d’erreurs et des temps de réaction allongés par rapport aux témoins dans les tests 

cognitifs nécessitant de l’attention (Bédard et al., 1991a; Mazza et al., 2005; Sforza et al., 

2004).  



 
46 

Il semblerait que la fragmentation du sommeil soit à l’origine de ces troubles de l’attention, 

et que ceux-ci seraient améliorés par le traitement du SAS (Bédard et al., 1991b; Ferini-Strambi 

et al., 2003; Montserrat et al., 2001). Néanmoins l’hypoxémie nocturne pourrait également 

contribuer à la pathogenèse de ces troubles (Bédard et al., 1991a). 

 Troubles des fonctions exécutives 

Des dysfonctions exécutives (mémoire de travail, planification, flexibilité cognitive, etc.) ont 

été rapportées dans plusieurs études chez les patients apnéiques (Lau et al., 2015; Naëgelé et 

al., 1995; Saunamäki and Jehkonen, 2007). La présence des dysfonctions exécutives ne serait 

pas associée à la sévérité du SAS (Borges et al., 2013).  

Le traitement par PPC pourrait améliorer certaines dysfonctions exécutives (Felver-Gant et al., 

2007; Olaithe and Bucks, 2013; Saunamäki and Jehkonen, 2007). Concernant les troubles des 

fonctions exécutives observées dans le SAS, il semblerait qu’elles soient principalement 

causées par l’hypoxémie nocturne (Adams et al., 2001; Bédard et al., 1991b; Borges et al., 

2013). 

 Troubles mnésiques 

Une atteinte de la mémoire à court terme a été rapportée chez les patients apnéiques 

(Grenèche et al., 2011). Le SAS semble aussi affecter la mémoire épisodique verbale et visuo-

spatiale (Kloepfer et al., 2009; Wallace and Bucks, 2013). 

Le traitement par PPC améliorerait ces troubles mnésiques (Dalmases et al., 2015). 

II. Troubles cognitifs observés dans d’autres situations de stress 

hypoxique 

 Troubles cognitifs observés dans un contexte pathologique : cas de la 

BPCO 

Les patients ayant une BPCO sont également soumis à une hypoxie. Cette dernière prend un 

aspect différent de celle observée chez un patient apnéique. En effet, dans le cadre de la 

BPCO, l’hypoxie est plus prolongée. Les patients atteints d’une BPCO présentent des déficits 

cognitifs semblables à ceux retrouvés chez les patients apnéiques (Andreou et al., 2014). Il a 

ainsi été possible d’observer, dans la BPCO, des troubles de la mémoire, de l’apprentissage ou 

encore de l’attention/de la concentration (Hynninen et al., 2005; Klein et al., 2010). Il a 

également été observé des performances moindres au MMSE chez les patients souffrant 

d’une broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) (Incalzi et al., 1993; Li et al., 

2013).  

Ces troubles cognitifs semblent être liés à l’hypoxémie et à l’hypercapnie retrouvées dans la 

BPCO, et il a été estimé que 27% des patients présentant une hypoxémie modérée et 61% des 

patients présentant une hypoxémie sévère présentaient des troubles cognitifs (Grant et al., 

1987). Il faut toutefois noter que des troubles cognitifs ont également pu être observés chez 

des sujets ne présentant pas d’hypoxémie (Liesker et al., 2004). 
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 Troubles cognitifs observés en altitude 

De nombreuses études ont été réalisées sur des sujets se rendant en haute montagne ou 

exposés à un stress hypoxique dans le cadre d’une acclimatation en vue d’une ascension, et 

ont permis de mettre en évidence des troubles cognitifs (atteinte de la mémoire à court terme, 

difficultés de concentration, troubles de la compréhension, etc.) chez ces sujets (Hornbein, 

2001).  

Ainsi, certaines études se sont intéressées aux conséquences d’un stress hypoxique soutenu 

sur les fonctions cognitives, dans le cadre de simulations d’ascensions du mont Everest 

pendant 40 jours (Kennedy et al., 1989) ou 31 jours (Abraini et al., 1998). D’autres études ont 

évalué un stress hypoxique aigu (ascension rapide à 4500 mètres d’altitude en une journée) 

chez des sujets non acclimatés (Regard et al., 1991). D’autres sujets ont participé à des études 

évaluant leurs fonctions cognitives avant et après l’ascension du mont Everest ou d’un autre 

sommet dépassant les 6400 mètres d’altitude (Hornbein et al., 1989; Nelson et al., 1990). 

L’ensemble de ces études a mis en évidence des atteintes cognitives suite à l’exposition à un 

stress hypoxique.  

Une étude a mis en évidence la persistance de ces troubles cognitifs  chez des sujets ayant été 

exposés plusieurs fois à des altitudes extrêmes (Regard et al., 1989).  

En revanche, l’étude d’une exposition courte (5 jours) à un protocole d’hypoxies 

intermittentes sévères, dans le cadre d’une acclimatation, n’a pas permis de mettre en 

évidence des troubles cognitifs significatifs (Leifflen et al., 1997).  

 

A la lumière de ces différentes études réalisées chez l’homme, dans un contexte pathologique 

ou non, il semble bien apparaître un lien entre l’exposition à un stress hypoxique (aigu, 

intermittent ou chronique) et la survenue de troubles cognitifs d’expression variable.   
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 Chapitre V : Syndrome d’apnées du sommeil et maladie 

d’Alzheimer 
 

Préambule : 

Les troubles du sommeil sont fréquents dans les pathologies neurodégénératives.  

En ce qui concerne la maladie d’Alzheimer, des altérations du rythme veille-sommeil sont 

connues depuis plusieurs années (Loewenstein et al., 1982; Vitiello et al., 1990). Les patients 

présentent un sommeil agité, de nombreux réveils et des déambulations nocturnes associés à 

un état de somnolence et de ralentissement diurne (Onen and Onen, 2003; van Someren et al., 

1996; Witting et al., 1990). Ces perturbations du rythme veille-sommeil sont corrélées avec la 

sévérité des troubles cognitifs. Concernant l’architecture de leur sommeil, les patients atteints 

de la MA présentent une réduction de la durée du sommeil lent profond et du sommeil 

paradoxal accompagnée d’un allongement de la durée du sommeil léger (stades 1 et 2) 

(Loewenstein et al., 1982; Vitiello and Prinz, 1989). Au plan biologique, ces altérations du 

rythme veille-sommeil sont associées à une perte neuronale dans le noyau suprachiasmatique 

(Stopa et al., 1999). Des perturbations de la sécrétion rythmique (Mishima et al., 1999; Uchida 

et al., 1996), ainsi qu’une diminution globale des quantités de mélatonine sécrétées (Liu et al., 

1999) ont également été observées dans la MA (Lin et al., 2013). De même, une perte de la 

rythmicité circadienne de clairance des peptides Aβ40 et Aβ42 dans le LCR (Bateman et al., 2007; 

Huang et al., 2012) a été rapportée chez les patients atteints de la MA (Potter et al., 2013). 

Enfin, une baisse des taux d’hypocrétine (orexine) dans le cerveau des patients a également 

été observée (Friedman et al., 2007; Fronczek et al., 2012).  

Néanmoins, dans le cadre de ce travail de thèse, nous ne détaillerons ici qu’un seul trouble du 

sommeil retrouvé dans la MA : le syndrome d’apnées du sommeil. 

I. Etudes cliniques 

 Apnées du sommeil chez les patients atteints de la MA 

Les patients atteints de la MA présentent une prévalence plus élevée des troubles 

respiratoires du sommeil (en particulier du SAS) que les sujets non déments du même âge 

(Reynolds et al., 1985). La prévalence du SAS chez les patients atteints de la MA se situerait 

aux alentours de 40% (Hoch et al., 1986; Reynolds et al., 1985), voire 50% à 70% chez les 

patients institutionnalisés (Ancoli-Israel et al., 1991; Onen and Onen, 2010; Rongve et al., 

2010).  

Chez ces patients, la sévérité du SAS (estimée par l’index apnées hypopnées) serait corrélée à 

celle de leur atteinte cognitive (Hoch et al., 1986; Janssens et al., 2000; Reynolds et al., 1985). 

Il semblerait également que les patients atteints de la MA présentent des troubles 

respiratoires du sommeil plus sévères que des sujets âgés non déments (Bombois et al., 2010).  
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L’ensemble de ces observations a conduit à étudier le sommeil, la somnolence diurne 

excessive et l’évolution des troubles cognitifs chez les patients atteints de la MA et traités par 

PPC dans le cadre de leur SAS. Il a ainsi été montré chez ces patients une amélioration rapide 

(dès le premier jour de traitement) de l’architecture de leur sommeil (Cooke et al., 2009a). De 

même que chez les patients non déments, une réduction significative de la somnolence diurne 

excessive a pu être observée chez les patients atteints de la MA (Chong et al., 2006).  

Enfin, sur le plan cognitif, les patients déments ont présenté une amélioration cognitive rapide 

(Ancoli-Israel et al., 2008) ainsi qu’un ralentissement de leur déclin cognitif à plus long terme 

sous PPC (Cooke et al., 2009b; Troussière et al., 2014).  

 

Toutes ces études mettent en évidence l’intérêt d’un traitement par PPC chez les patients 

apnéiques, y compris ceux atteints de la MA, afin de retarder au maximum l’apparition du 

déclin cognitif ou de ralentir son évolution lorsqu’il est déjà installé. 

 

 Maladie d’Alzheimer et syndrome d’apnées du sommeil : similitudes sur 

le plan biologique 

Lorsque l’on s’intéresse plus en détail à la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et aux 

conséquences physiopathologiques du SAS, il apparaît que ces deux maladies présentent de 

nombreuses similitudes (Daulatzai, 2012, 2013, 2015). 

(1)  Peptide β-amyloïde 

Des études récentes se sont intéressées au dosage des peptides amyloïdes dans le sérum et 

le LCR des patients présentant un SAS.  

Dans le LCR, une diminution des taux de peptides Aβ42 a été rapportée chez les patients 

apnéiques (au statut cognitif normal) présentant un génotype APOE4, cette diminution étant 

négativement corrélée avec l’IAH (Osorio et al., 2014). Une diminution des taux de peptides 

Aβ42 a également été rapportée dans le LCR de patients atteints de la MA (Galasko et al., 1998; 

Hulstaert et al., 1999; Sunderland T et al., 2003).  

Une seconde étude a permis de mettre en évidence des taux significativement plus élevés de 

peptides Aβ40, Aβ42 et Aβ totaux dans le sérum de patients apnéiques, cette élévation étant 

corrélée positivement avec l’IAH et négativement avec la SaO2 moyenne et la SaO2 minimale, 

suggérant ainsi un rôle majeur de l’hypoxémie nocturne dans ces observations (Bu et al., 

2015). Dans la MA, une élévation des taux plasmatiques d’ Aβ40 et Aβ42 semble être associée 

au génotype APOE4 (facteur de risque de la MA) (Blennow et al., 2009). Une élévation des 

taux plasmatiques de peptides Aβ42 a également été montrée comme étant associée à une 

survenue précoce de la MA chez des patients atteints de syndrome de Down (Schupf et al., 

2007). 
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Toutefois, une étude récente réalisée post-mortem chez des patients ayant présenté un SAS 

a montré que la durée de sommeil en situation d’hypoxémie (SpO2 < 95%), corrélée à l’IAH, 

ainsi que la durée du sommeil à ondes lentes n’étaient pas associées  au développement des 

plaques séniles dans le cerveau des patients (Gelber et al., 2015). 

(2) Protéine Tau 

En parallèle de l’étude des biomarqueurs de la pathologie amyloïde dans le LCR et le sérum 

de patients souffrant d’un syndrome d’apnées du sommeil, les mêmes auteurs se sont 

intéressés au dosage de la protéine Tau, biomarqueur de la dégénérescence neurofibrillaire 

observée dans le cerveau des patients atteints de la MA. 

Ainsi, Osorio et ses collaborateurs (Osorio et al., 2014) ont mis en évidence, chez les patients 

apnéiques, une élévation des taux de protéines Tau totales et phosphorylées positivement 

corrélée avec l’IAH chez les patients présentant un génotype APOE3. En revanche, aucune 

variation n’a été observée pour les génotypes APOE2 et APOE4. Dans la MA, une élévation des 

taux de protéines Tau dans le LCR a déjà été décrite à plusieurs reprises et ne semble pas être 

dépendante du génotype APOE (Galasko et al., 1998; Hulstaert et al., 1999; Sunderland et al., 

2003).  

L’équipe de Bu et ses collaborateurs (Bu et al., 2015) s’est quant à elle intéressée aux taux 

sériques de protéines Tau totales et phosphorylées chez des patients atteints du SAS. Cette 

étude a mis en évidence une élévation significative des quantités de protéines Tau 

phosphorylées (P-Tau 181), mais aucune variation concernant les quantités totales de 

protéines Tau. Les auteurs ont également montré que l’augmentation des quantités sériques 

de protéines Tau phosphorylées était corrélée positivement avec celles des peptides Aβ40, 

Aβ42 et Aβ totaux. Une élévation des protéines Tau plasmatiques a également été rapportée 

dans la MA (Zetterberg et al., 2013).  

Enfin, de même que pour la pathologie amyloïde, l’étude de Gelber et collaborateurs (Gelber 

et al., 2015) n’a pas rapporté d’association entre le développement de la DNF et la durée de 

sommeil sous hypoxémie ni la durée de sommeil à ondes lentes lors de l’autopsie du cerveau 

de patients apnéiques. 

(3)  Génotype APOE4  

Le génotype APOE4, vraisemblablement associé aux variations de peptides β-amyloïdes 

retrouvées chez les patients apnéiques (Osorio et al., 2014) pourrait être un facteur de risque 

commun à la MA et au SAS. Il est en effet connu depuis de nombreuses années pour être un 

facteur de risque de la MA (Michaelson, 2014; Strittmatter et al., 1993). Plus récemment, des 

études réalisées sur des cohortes de sujets sains ont suggéré que le génotype APOE4 pourrait 

également être un facteur de risque du SAS (Gottlieb et al., 2004; Kadotani et al., 2001), bien 

que cette observation soit controversée (Thakre et al., 2009).  
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(4)  Stress oxydant 

En raison de l’existence de l’hypoxémie intermittente retrouvée dans le SAS, de nombreuses 

études se sont intéressées au stress oxydant chez ces patients (Asker et al., 2015; Lavie, 2003; 

Lavie et al., 2004; Lee et al., 2012). Ainsi, il a par exemple pu être observé, dans le sérum de 

patients présentant un SAS sévère, une réduction significative de l’activité de deux enzymes 

antioxydantes : la catalase et la glutathion peroxydase (Asker et al., 2015). Cette baisse 

d’activité était corrélée à l’IAH et associée à une élévation significative des taux de 

malondialdéhyde, produit notamment par l’action des espèces réactives de l’oxygène sur les 

acides gras insaturés (peroxydation lipidique) (Asker et al., 2015). D’autres études se sont 

intéressées à des marqueurs de stress oxydant différents et ont mis en évidence des résultats 

semblables (baisse d’activité du système antioxydant, augmentation des produits issus du 

stress oxydant et des espèces oxygénées réactives), ainsi qu’une réduction du stress oxydant 

sous PPC (Barceló et al., 2000; Del Ben et al., 2012; Christou et al., 2003; Katsoulis et al., 2011; 

Pilkauskaite et al., 2013).  

De la même façon, plusieurs études ont rapporté l’existence d’un stress oxydant dans les 

maladies neurodégénératives, dont la MA (Dasuri et al., 2013; Markesbery et al., 2005; Uttara 

et al., 2009). Chez ces patients, la dysfonction mitochondriale pourrait être à l’origine de la 

production des espèces oxygénées réactives (Adam-Vizi, 2005; Chaturvedi and Flint Beal, 

2013; Friedland-Leuner et al., 2014), bien qu’une autre théorie concernant l’origine du stress 

oxydant dans la MA ait été formulée. Selon cette dernière, les peptides β-amyloïdes 

pourraient être à l’origine du stress oxydant retrouvé dans la MA (Butterfield and Sultana, 

2011; Yatin et al., 1999). 

(5)  Inflammation 

Lors d’un stress oxydant, les espèces oxygénées réactives peuvent activer une cascade 

inflammatoire, résultant en une augmentation des cytokines pro-inflammatoires 

(interleukine-6, interleukine-8, tumor necrosis factor α) et de la protéine C réactive, comme 

cela a été rapporté chez des patients atteints du SAS (Guven et al., 2011; de Lima et al., 2015; 

Lui et al., 2009; Ohga et al., 2003; Yokoe et al., 2003). L’étude du traitement par PPC sur la 

protéine C réactive dans le SAS a montré une diminution significative de ce marqueur 

inflammatoire après 3 mois de traitement (Guo et al., 2012). 

Des observations similaires ont également été rapportées dans la MA (Alsadany et al., 2013; 

Alvarez et al., 2009; Dursun et al., 2015; Yasojima et al., 2000). 

(6) Hypertension artérielle et hypoperfusion cérébrale 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’hypertension artérielle est une comorbidité 

commune au SAS et à la MA. De manière plus générale, il a été montré que les facteurs de 

risques cardiovasculaires de la MA (dont l’HTA) pouvaient être à l’origine d’une atteinte 

vasculaire et d’une hypoperfusion cérébrales (Torre et al., 2012) potentiellement médiées par 

le SAS (Buratti et al., 2014).  
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En effet, des études récentes ont mis en évidence une hypoperfusion cérébrale chez des 

patients présentant un SAS modéré à sévère (Baril et al., 2015; Innes et al., 2015). Ces études 

suggèrent que l’hypoperfusion précèderait la perte de substance grise précédemment décrite 

dans le SAS.  

Une hypoperfusion cérébrale a également été observée dans la MA (Mazza et al., 2011), ainsi 

que chez les patients présentant une déficience cognitive sévère et ceux à fort risque de 

développer une MA, suggérant là encore qu’elle constituerait un phénomène précurseur du 

développement de la pathologie (Austin et al., 2011).  

 

L’ensemble de ces observations cliniques semble indiquer que le SAS et la MA sont associés, et 

qu’ils présentent de nombreuses perturbations communes sur le plan biologique. Ces données 

viennent conforter l’hypothèse selon laquelle le SAS pourrait constituer un facteur de risque 

direct ou indirect de la MA. 

 

II. Etudes expérimentales 

Préambule :  

Afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques associés au SAS et à la MA, de 

nombreux travaux de recherche ont été réalisés in vitro et in vivo.  

Dans le cadre du SAS, plusieurs études ont évalué les conséquences du stress hypoxique 

intermittent sur le système cardiovasculaire et au plan métabolique, permettant aujourd’hui 

une bonne modélisation des observations retrouvées en clinique humaine (Chopra et al., 2015; 

Dematteis et al., 2009; Drager et al., 2015; Levy et al., 2012).  

Toutefois, le sujet de cette thèse concernant les conséquences centrales du SAS et leur 

potentielle association à la MA, cette section abordera uniquement les études réalisées sur le 

sommeil, la cognition, et les atteintes cérébrales observées dans des modèles d’hypoxies 

intermittentes ou d’hypoxies répétées chez des animaux adultes. Ainsi, les études in vivo dans 

lesquelles les animaux ont été exposés à un stress hypoxique aigu, un stress hypoxique 

chronique ou un stress hypoxique néonatal ne seront pas abordées dans ce chapitre. 

 Etudes du sommeil des animaux 

A l’heure actuelle, en dépit des études ayant mis en évidence l’existence de troubles du 

sommeil dans la MA (Loewenstein et al., 1982; Vitiello et al., 1990), et de façon plus globale, 

de l’association entre des troubles du sommeil et l’existence de troubles cognitifs en clinique 

humaine (Fulda and Schulz, 2001; Yaffe et al., 2014), peu d’études se sont intéressées à l’étude 

du sommeil des animaux, en particulier celui d’animaux transgéniques, modèles de la MA.  

Deux études du sommeil ont toutefois été réalisées dans le modèle Tg2576 (Wisor et al., 2005; 

Zhang et al., 2005). Ce modèle surexprime un gène de l’APP (APP695) en raison d’une double 
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mutation Swedish: K670N, et M671L (Hsiao et al., 1995). Il a été montré dans ce modèle une 

réduction du sommeil REM (pour rapid eye movements, sommeil paradoxal chez l’homme) à 

l’âge de 6 et 12 mois, mais pas à 2 mois (Zhang et al., 2005). Un allongement de la période 

circadienne a également été rapporté à tous les âges (Wisor et al., 2005). Enfin, il a été suggéré 

que l’atteinte cholinergique observée dans le cerveau des animaux pouvait être à l’origine de 

ces troubles du sommeil (Zhang et al., 2005).  

Une troisième étude a été réalisée sur le modèle triple transgénique 3xTg  (Sterniczuk et al., 

2010). Ce modèle surexprime 3 gènes mutés retrouvés dans les formes familiales de MA : 

mutation Swedish de l’APP, mutation M146V de la PS1 et mutation P301L de Tau (Oddo et al., 

2003). Les auteurs de ces travaux ont montré l’existence de perturbations de l’activité 

circadienne des animaux, avec un allongement d’activité dans la phase inactive et une 

réduction d’activité dans la phase active. Ces observations ont été associées à une perte 

cellulaire au niveau des noyaux suprachiasmatiques chez les animaux (Sterniczuk et al., 2010).   

 

Ces trois études viennent conforter les observations des troubles du sommeil des patients 

atteints de la MA, lesquels présentent effectivement une atteinte cholinergique cérébrale et 

une perte cellulaire dans le noyau supra-chiasmatique. 

 

 Evaluations comportementales in vivo : effets de l’hypoxie et de la 

fragmentation du sommeil sur la mémoire des animaux 

A la suite de l’observation des troubles cognitifs chez les patients apnéiques et leur attribution 

à l’hypoxémie nocturne et à la fragmentation du sommeil, de nombreuses études se sont 

intéressées à la mémoire des animaux dans ces conditions.  

(1)  Protocoles d’hypoxies 

(a) Animaux WT 

(i) Exposition à un stress hypoxique intermittent 

Concernant l’étude du stress hypoxique intermittent, une équipe de recherche en particulier 

a réalisé un grand nombre d’études sur l’apprentissage et la mémorisation de rats et de souris 

dans ces conditions ; il s’agit de l’équipe du Pr. David Gozal, à Chicago.  

En 2003 et 2004, une première série de travaux a été réalisée sur des rats Sprague-Dawley 

adultes (Goldbart et al., 2003; Li et al., 2003; Row et al., 2003) et des souris de type sauvage 

(adultes également) (Li et al., 2004). Les animaux ont été exposés à un protocole d’hypoxies 

intermittentes (FiO2 variant de 21% à 10% par cycles de 90 secondes, 12 heures par jour 

pendant 7 jours), et leurs capacités d’apprentissage ont été évaluées par le test de la piscine 

de Morris (Morris, 1984). Dans ce test, les animaux doivent apprendre à localiser une 

plateforme immergée dans une piscine dont l’eau a été opacifiée (rendant la plateforme 

invisible). Pour cela, la piscine est entourée de repères visuels, permettant ainsi aux animaux 

de s’orienter dans l’espace afin de retrouver de plus en plus rapidement la plateforme 
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immergée pendant toute la phase d’apprentissage. Comparativement aux animaux contrôles, 

tous les animaux soumis au protocole d’hypoxies intermittentes (rats et souris) ont présenté 

significativement plus de difficultés à apprendre à localiser la plateforme, témoignant d’une 

atteinte de leurs facultés d’apprentissage (Li et al., 2004; Row et al., 2003).  

Ces résultats ont été confirmés par la suite dans une nouvelle série d’expériences sur les rats 

adultes Sprague-Dawley exposés à ce protocole d’hypoxies intermittentes pendant 3 

(Goldbart et al., 2003), 7 (Row et al., 2007) ou 14 jours (Goldbart et al., 2003; Li et al., 2003, 

2011) ; ainsi que sur des souris WT (C57Bl6) exposées à ce protocole d’hypoxies intermittentes 

pendant 14 (Dayyat et al., 2012; Ignacak et al., 2009; Nair et al., 2011a) ou 30 jours (Ignacak 

et al., 2009).  

D’autres équipes de recherche se sont également intéressées aux conséquences d’un stress 

hypoxique intermittent sur la mémoire des animaux, confirmant les résultats précédents. En 

effet, dans une étude réalisée sur des rats Fischer/Brown Norway adultes exposés à un 

protocole d’hypoxies intermittentes proche de celui décrit précédemment (FiO2 variant de 

19% à 6% par cycles de 2 minutes, 10 heures par jour) pendant 3 jours, une altération de 

l’apprentissage des animaux dans le test de la piscine de Morris a pu être observée (Ward et 

al., 2009), comme décrit précédemment (Goldbart et al., 2003). De même, deux autres études, 

réalisée sur des souris adultes WT (C57Bl/6) exposées à un stress hypoxique intermittent (FiO2 

variant de 21% à 6% par cycles de 90 secondes, 8 à 12 heures par jour suivant l’étude) pendant 

14 ou 21 jours ont montré des résultats identiques (Deng et al., 2015; Shan et al., 2007). Enfin, 

une étude récente, réalisée sur des souris ICR adultes, exposées à 4 semaines d’un protocole 

d’hypoxies intermittentes (FiO2 variant de 19-21% à 6-8% par cycles de 60 secondes, 8 heures 

par jour) a également mis en évidence une atteinte cognitive (difficultés d’apprentissage et 

altération de la mémoire spatiale) dans le test de la piscine de Morris à l’issue des 4 semaines 

de protocole (Wang et al., 2015). 

Si de nombreuses études ont montré un déficit d’apprentissage dans le test de la piscine de 

Morris après une exposition à des protocoles d’hypoxies intermittentes appliqués pendant 3 

à 30 jours, il apparaît toutefois que l’évaluation mnésique réalisée chez les animaux après une 

exposition de seulement 24 heures au stress hypoxique intermittent ne diffère pas de celle 

des animaux des groupes contrôles (Ward et al., 2009). Ces observations suggèrent la 

nécessité d’une répétition du stress hypoxique intermittent pendant plusieurs jours pour 

observer un effet sur la mémoire des animaux.  

(ii) Exposition à un stress hypoxique répété 

Si les protocoles de stress hypoxiques répétés ne reflètent pas réellement l’intermittence des 

troubles hypoxémiques retrouvés dans le SAS, en raison de la durée importante de la période 

d’hypoxémie et de sa non-intermittence sur un nycthémère, plusieurs équipes les utilisent 

néanmoins dans le cadre de l’étude des conséquences du SAS.  

Nous pouvons citer ici une première étude visant à évaluer l’effet d’un protocole d’hypoxies 

répétées sur la cognition dans un modèle de rats adultes Sprague-Dawley (Zhang et al., 
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2014a). Les animaux ont été exposés à une FiO2 égale à 10%, 6 heures par jour, 6 jours par 

semaine, pendant 1, 2, 4 ou 8 semaines. Les auteurs de cette étude ont montré des résultats 

similaires à ceux observés sous hypoxie intermittente, à savoir une altération de 

l’apprentissage et de la mémorisation dans le test de la piscine de Morris (Zhang et al., 2014a).   

Une seconde étude a quant à elle évalué la mémoire de souris adultes (souris ICR) ayant été 

exposées à un protocole d’hypoxies répétées (Zhang et al., 2006). Dans cette étude, les 

animaux ont été exposés quotidiennement à 4 heures d’hypoxie (FiO2 égale à 16% ou 10,8% 

selon les groupes d’animaux) pendant 2 à 25 jours. Dans cette étude, aucune perturbation de 

l’apprentissage n’a été observée dans le test de la piscine de Morris, quelles que soient les 

conditions d’hypoxie et la durée du protocole (Zhang et al., 2006). En revanche, les auteurs de 

cette étude ont rapporté une atteinte cognitive chez les animaux exposés au stress hypoxique 

répété dans le test « Two-Way Shuttle Box ». Ce test consiste à placer l’animal dans une boite 

composée de 2 compartiments de taille identique. Dans un premier temps, l’animal est placé 

dans l’un des deux compartiments, un stimulus sonore ou lumineux est déclenché, et est 

rapidement suivi d’un choc électrique (transmis à l’animal au niveau du sol du compartiment 

dans lequel il se trouve). L’animal va alors se déplacer dans le second compartiment, mettant 

ainsi fin au choc électrique. Plusieurs sessions (stimulus sonore ou lumineux suivi rapidement 

d’un choc électrique) sont ainsi réalisées (le stimulus et le choc électrique se déclenchant 

alternativement entre les deux compartiments), et l’expérimentateur évalue la capacité de 

l’animal à éviter le choc électrique en se rendant dans le second compartiment dès qu’il 

perçoit le stimulus sonore ou lumineux. Dans l’étude de Zhang et collaborateurs, les animaux 

exposés aux deux protocoles d’hypoxies répétées (FiO2 égale à 16% ou 10,8%) pendant 10 et 

25 jours ont présenté un nombre d’évitements du choc électrique significativement plus faible 

que celui des animaux non hypoxiés.  

(b) Animaux transgéniques modèles de la MA 

Concernant les effets d’un stress hypoxique sur la cognition dans un modèle murin 

transgénique de la MA, une étude réalisée en 2006 a évalué l’effet d’un protocole d’hypoxies 

répétées (FiO2 égale à 8%, 16 heures par jour, pendant 1 mois chez la souris APP23 (Sun et al., 

2006). Ce modèle surexprime un gène de l’APP (APP751) porteur d’une double mutation 

Swedish (Sturchler-Pierrat et al., 1997). Dans ce modèle, les auteurs ont mis en évidence une 

aggravation du déficit mnésique chez les souris APP23 hypoxiées comparativement aux 

animaux transgéniques non hypoxiés, dans le test de la piscine de Morris (Sun et al., 2006). 

Une seconde étude a réalisée dans le modèle APP/PS1 (Gao et al., 2013). Ce modèle 

surexprime deux gènes mutés codant pour l’APP (mutation Swedish) et la PS1 (mutation 

A246E) (Borchelt et al., 1997). Dans cette étude, les animaux, âgés de 6 mois, ont été exposés 

à un stress hypoxique quotidien pendant 60 jours. Le protocole d’hypoxie en lui-même a 

consisté à enfermer les animaux dans un compartiment hermétique de 125mL et à les en 

retirer dès l’apparition des premiers signes de halètement. Les auteurs ont rapporté une 

aggravation de l’atteinte cognitive dans le test de la piscine de Morris (difficultés 
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d’apprentissage associées à une altération de la mémoire spatiale) chez les animaux 

transgéniques soumis au protocole d’hypoxies répétées. 

(2) Fragmentation du sommeil 

En parallèle des études évaluant les conséquences d’un stress hypoxique sur la mémoire des 

animaux, d’autres études se sont intéressées aux conséquences d’une fragmentation du 

sommeil in vivo.  

Une première étude a été réalisée sur des rats adultes Fischer/Brown Norway (Ward et al., 

2009). Les animaux ont été placés dans des cages soumises à des séries de mouvements 

brusques d’une durée de 30 secondes suivies de phases d’immobilité pendant 90 secondes. 

Ce cycle (permettant d’induire 30 réveils chez les animaux toutes les heures) a été répété 

continuellement pendant 24 heures. Les auteurs de cette étude ont montré que lorsque la 

fragmentation du sommeil avait lieu avant la phase d’apprentissage du test de la piscine de 

Morris, leurs capacités d’apprentissage n’étaient pas altérées, comparativement aux animaux 

contrôles. De même, lorsque les animaux étaient de nouveau placés dans la piscine après 24 

heures de rétention afin d’évaluer leur mémorisation de l’emplacement de la plateforme 

(appris la veille), la fragmentation du sommeil n’altérait pas la mémoire des animaux. En 

revanche, lorsque la fragmentation du sommeil avait lieu après la phase d’apprentissage (donc 

au cours des 24 heures séparant la phase d’apprentissage de la phase de test), les animaux 

ayant été soumis au protocole de fragmentation du sommeil présentaient un déficit mnésique 

significatif (alors que leur apprentissage de la veille était correct, ils avaient donc appris à 

localiser la plateforme immergée). Ces résultats indiquent que la fragmentation du sommeil 

altérerait davantage la consolidation mnésique plutôt que l’apprentissage des animaux.  

Une seconde étude de fragmentation du sommeil a été réalisée chez des souris WT adultes 

(C57Bl/6) (Nair et al., 2011b). Dans cette étude, les animaux ont été exposés à un protocole 

de fragmentation du sommeil pendant 14 jours consécutifs, à l’issue desquels les capacités 

cognitives des animaux ont été évaluées par le test de la piscine de Morris. Les auteurs ont 

mis en évidence que ce protocole de fragmentation du sommeil entraînait une altération des 

capacités d’apprentissage et de mémorisation chez les animaux (Nair et al., 2011b).  

Enfin, une troisième étude, réalisée chez des rats Sprague-Dawley adultes soumis à 12 jours 

de fragmentation du sommeil, a évalué les fonctions cognitives des animaux par le test de 

Barnes (Sportiche et al., 2010). Ce test est composé d’une plateforme circulaire surélevée 

bordée de 22 trous (répartis uniformément en périphérie de la plateforme), l’un de ces trous 

menant à une boite noire (dissimulée sous la plateforme, donc invisible pour les rongeurs) et 

dans laquelle l’animal peut trouver refuge. La plateforme est entourée de repères visuels (de 

la même façon que la piscine de Morris). Ce test permet d’évaluer l’apprentissage et la 

mémoire spatiale des animaux. Dans cette étude (Sportiche et al., 2010), les auteurs ont 

observé une stratégie d’apprentissage chez les animaux soumis à la fragmentation du sommeil 

différente de celle des autres animaux (leur stratégie ne faisant pas appel à l’orientation 

spatiale), indiquant une perturbation de leur processus d’apprentissage.  
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L’ensemble de ces études réalisées in vivo démontre la responsabilité du stress hypoxique 

intermittent et de la fragmentation du sommeil dans la survenue de troubles cognitifs chez les 

animaux, ce qui conforte la responsabilité de ces deux évènements dans le développement des 

troubles cognitifs observés chez les patients présentant un SAS. De plus, ces expérimentations 

réalisées chez l’animal ont permis d’investiguer plus spécifiquement les différentes atteintes 

cérébrales identifiées comme étant communes à la MA et au SAS. 

 

 Etude des différentes atteintes cérébrales communes à la MA et au SAS 

L’objectif de ce paragraphe est de répertorier les différentes observations réalisées dans des 

modélisations in vitro et in vivo des conséquences d’un stress hypoxique sur les différentes 

atteintes cérébrales précédemment identifiées comme étant communes à la maladie 

d’Alzheimer et au syndrome d’apnées du sommeil. 

(1) Effets du stress hypoxique sur la pathologie amyloïde 

(a) Etudes réalisées dans des modèles animaux de MA  

L’effet d’un protocole d’hypoxies répétées a été évalué dans un premier modèle transgénique 

de MA : la souris APP23 (Sun et al., 2006). Les animaux, âgés de 8 mois, ont été exposés à une 

FiO2 égale à 8%, 16 heures par jour, pendant 1 mois. Les auteurs ont mis en évidence une 

augmentation des taux de peptides Aβ, du nombre et de la taille des plaques séniles dans le 

cerveau des animaux.  

Une seconde étude a été réalisée dans un modèle murin transgénique de la MA, la souris 

APP/PS1 (Li et al., 2009). Ce modèle surexprime deux gènes mutés codant pour l’APP 

(mutation Swedish) et la PS1 (mutation A246E) (Borchelt et al., 1997). Les animaux, âgés de 9 

mois, ont été exposés à un stress hypoxique quotidien (enfermement dans un compartiment 

hermétique de 125mL jusqu’à l’apparition des premiers signes de halètement) pendant 60 

jours. Les auteurs de cette étude ont mis en évidence une augmentation des quantités de 

peptides Aβ42 et de plaques séniles dans le cerveau des animaux, et ces résultats étaient 

associés à une potentialisation du clivage de l’APP par les β-sécrétases et un moindre clivage 

par les γ-sécrétases (Li et al., 2009). Par la suite, le même protocole d’hypoxies a été reproduit 

sur des souris APP/PS1 âgées de 6 mois (Gao et al., 2013). Les auteurs de ce travail ont à 

nouveau rapporté une augmentation des quantités de peptides Aβ et de plaques séniles dans 

le cerveau des animaux (Gao et al., 2013). 

Plus récemment, une étude (Shiota et al., 2013) s’est intéressée aux effets d’un protocole 

d’hypoxies intermittentes (alternance de la FiO2 de 21% à 5% par cycles de 10 minutes, 8 

heures par jour pendant 4 semaines) chez la souris triple transgénique citée précédemment 

(Oddo et al., 2003) âgée de 6 mois. Les auteurs de ce travail ont observé une augmentation 

des quantités de peptides Aβ42 dans le cerveau des animaux.  
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Remarque :  

Le modèle murin transgénique APP/PS1 précédemment décrit (Borchelt et al., 1997) a 

également été exposé à un stress hypoxique prénatal (Zhang et al., 2013). Les souris gestantes 

ont été placées dans des chambres à hypoxie dans lesquelles la FiO2 était égale à 11,1% 

(mimant une altitude de 5000 mètres), pendant 6 heures par jour entre le 7ème et le 20ème jour 

de gestation. Les auteurs de cette étude ont rapporté une augmentation des plaques séniles 

et de la synthèse de peptides β-amyloïdes dans la descendance à l’âge adulte, associées à une 

augmentation des taux d’APP et de BACE1 et une diminution des taux de néprilysine (enzyme 

de dégradation des peptides Aβ). Bien qu’il ne s’agisse pas ici d’une modélisation qui pourrait 

correspondre au sujet de cette thèse, il est intéressant de noter qu’un stress hypoxique prénatal 

peut avoir les mêmes effets sur la pathologie amyloïde à l’âge adulte qu’un stress hypoxique 

réalisé sur des sujets adultes. 

(b) Etude réalisée dans un modèle animal sauvage 

A notre connaissance, une seule étude de la pathologie amyloïde a été réalisée chez des 

animaux non transgéniques. Ces travaux ont été réalisés sur des rats Sprague–Dawley âgés de 

2 mois soumis à un protocole d’hypoxies intermittentes (FiO2 variant de 21% à 5% par cycles 

de 1 minute, 8 heures par jour). Les auteurs ont montré une augmentation significative des 

taux de peptides β-amyloïdes dans l’hippocampe des animaux après 3 jours d’exposition à 

l’hypoxie (Ng et al., 2010). Cette élévation était associée à une augmentation d’expression de 

BACE1. Toutefois, après 7 jours d’exposition au protocole d’hypoxie, les taux de peptides β-

amyloïdes et de BACE1 s’étaient normalisés (Ng et al., 2010).  

(c) Etudes réalisées in vitro 

L’ensemble des observations faites in vivo précédemment décrites a été confirmé par des 

observations in vitro.  

Ainsi, une augmentation des quantités de peptides Aβ42 a été rapportée dans des cellules de 

neuroblastome humain SH-SY5Y exposées à 8 cycles consécutifs d’hypoxie intermittente (1% 

d’O2 pendant 10 minutes suivi par 21% d’O2 pendant 20 minutes) (Shiota et al., 2013).  

Remarque : 

Bien qu’il ne s’agisse pas de protocoles d’hypoxies intermittentes ni répétées, nous pouvons 

citer ici d’autres études réalisées in vitro sur les conséquences d’un stress hypoxique sur la 

pathologique amyloïde.  

Une augmentation des quantités de peptides β-amyloïdes a pu être observée dans des cultures 

primaires d’astrocytes (Smith et al., 2004) et de neurones de rat (Webster et al., 2006) cultivées 

sous hypoxie (2,5% d’O2) pendant 24 heures. 

De même, une augmentation des quantités de peptides β-amyloïdes associée à une 

augmentation d’activité enzymatique et d’expression de BACE1 a pu être observée dans des 
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cellules de neuroblastome murin exprimant l’isoforme humaine APP695 et cultivées en anoxie 

(1% d’O2) pendant 2, 4 ou 8 heures (Zhang et al., 2007).  

Une réduction des taux d’ADAM10 a également été rapportée dans des cellules SH-SY5Y 

cultivées sous hypoxie (2,5% d’O2) pendant 24 heures (Webster et al., 2002).  

Enfin, une diminution d’expression de la néprilysine et de son activité ont été observées dans 

des cultures primaires de neurones corticaux de rat exposées pendant 24 heures à une anoxie 

(1% d’O2) (Fisk et al., 2007). Des résultats similaires ont été rapportés dans des cultures 

primaires de neurones (de cortex ou d’hippocampe) de souris exposées à une anoxie (1% d’O2) 

pendant 12, 24 ou 48 heures (Wang et al., 2011).  

(2) Effets du stress hypoxique sur la pathologie Tau 

(a) Etude réalisée dans un modèle animal transgénique 

En parallèle de l’étude de la cognition et de la pathologie amyloïde, l’étude de Gao et 

collaborateurs précédemment décrite (Gao et al., 2013) s’est intéressée à l’étude de la 

pathologie Tau dans des souris APP/PS1 âgées de 6 mois exposées à un protocole d’hypoxies 

quotidien (par enfermement dans une enceinte hermétique jusqu’aux premiers signes de 

halètement) pendant 60 jours. Les auteurs de cette étude ont rapporté une hyper-

phosphorylation de la protéine Tau sur plusieurs épitopes (Thr205, Thr231 et Ser396), sans 

modification des quantités totales de protéines Tau.  

(b) Etudes réalisées dans des modèles animaux sauvages 

Une étude visant à évaluer l’effet d’un protocole d’hypoxies répétées sur la pathologie Tau a 

été réalisée dans un modèle de rats adultes Sprague-Dawley (Zhang et al., 2014a). Les animaux 

ont été exposés à une FiO2 égale à 10%, 6 heures par jour, 6 jours par semaine, pendant 1, 2, 

4 ou 8 semaines. Les auteurs de cette étude ont rapporté une hyper-phosphorylation de la 

protéine Tau sur de multiples épitopes (Ser198/199/202, Thr205, Ser262, Ser396, Ser404) 

dans l’hippocampe des animaux pour toutes les cinétiques d’exposition à l’hypoxie (Zhang et 

al., 2014a). Dans ce modèle, cette hyper-phosphorylation était associée à une augmentation 

de la forme active de GSK-3β et de la forme inactive de PP2A pour toutes les durées du 

protocole testées. Une diminution de la forme active de PP2A a également été rapportée chez 

les animaux exposés au protocole d’hypoxies répétées pendant 4 et 8 semaines.  

Remarque :  

A notre connaissance, l’étude de Zhang et collaborateurs (Zhang et al., 2014a) est la seule à 

avoir étudié la pathologie Tau chez des animaux soumis à un stress hypoxique répété, et 

aucune étude utilisant un protocole d’hypoxies intermittentes dans ce but n’a été publiée 

jusqu’à présent. Toutefois, nous pouvons présenter ici une étude qui a caractérisé les 

modifications post-traductionnelles de la protéine Tau dans un modèle in vivo soumis à un 

protocole de stress hypoxique aigu. Dans cette étude, des souris adultes C57Bl/6 ont été 

exposées à une hypoxie aiguë (FiO2 égale à 8%, pendant 2 et 4 heures) (Fang et al., 2010). Les 

auteurs de ces travaux ont observé une hyper-phosphorylation de la protéine Tau sur plusieurs 
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épitopes (Ser195/198/199/202, Thr205) associée à une augmentation des quantités de la MAP 

kinase ERK (Fang et al., 2010).  

(c) Etude réalisée in vitro 

La seule étude s’étant intéressée à la protéine Tau sous hypoxie dans des modèles in vitro est 

l’étude de Fang et ses collaborateurs (Fang et al., 2010). Dans cette étude, les auteurs ont 

utilisé des cultures primaires de neurones d’hippocampes de rat (E17) et des cellules de 

neuroblastome humain SH-SY5Y. Une hyper-phosphorylation de la protéine Tau a été 

observée sur les épitopes Ser202 et Thr205 dans les cellules SH-SY5Y cultivées sous 1% d’O2 

pendant 12 heures. Enfin, dans les cultures primaires de neurones de rat, les auteurs ont 

rapporté une hyper-phosphorylation de la protéine Tau sur les épitopes Ser195/198/199/202 

et Thr205, après 2, 4 et 8 heures d’exposition à 1% d’O2.  

(3) Effets du stress hypoxique intermittent sur le stress oxydant et 

l’inflammation au niveau du système nerveux central 

L’effet d’un stress hypoxique intermittent sur le stress oxydant au niveau central a été 

caractérisé par l’équipe du Pr. David Gozal, en parallèle des travaux visant à évaluer la 

cognition des animaux. Il a ainsi pu être observé, dans le cerveau des animaux exposés à un 

protocole d’hypoxies intermittentes, une augmentation de la peroxydation lipidique et des 

concentrations d’isoprostanes (Row et al., 2003) ; lipides provenant d'un métabolisme 

radicalaire de l'acide arachidonique (Montuschi et al., 2004).  

Une seconde étude a montré que le stress hypoxique intermittent entraînait une 

augmentation des quantités d’espèces oxygénées réactives au niveau du cortex des animaux 

associée à une mort neuronale (Xu et al., 2004). Les auteurs de cette étude ont par ailleurs 

rapporté une augmentation de l’oxydation des protéines, de la peroxydation lipidique et de 

l’oxydation des acides nucléiques au niveau cortical ; ainsi qu’une augmentation des 

marqueurs de stress oxydatifs NF-κB, c-FOS et c-Jun (Xu et al., 2004).  

Une augmentation des quantités de NF-κB a également été rapportée dans l’hippocampe de 

souris exposées à un protocole d’hypoxies intermittentes, en association à une augmentation 

des quantités de malondialdéhyde et une diminution des taux de superoxyde dismutase (SOD, 

une enzyme antioxydante) (Deng et al., 2015). Une élévation significative des taux de NADPH 

Oxydase (enzyme permettant la synthèse des espèces oxygénées réactives) et de son activité 

ont également été rapportées sous hypoxie intermittente (dans le cortex et l’hippocampe de 

souris WT), en association à des quantités élevées de malondialdéhyde (Nair et al., 2011a). 

Concernant l’inflammation, il a pu être observé, dans des rats Sprague-Dawley adultes 

exposés à une hypoxie intermittente (FiO2 variant de 21% à 10,5% par cycles de 2 minutes, 8 

h/jour, pendant 1, 3 ou 14 jours), une augmentation d’expression de plusieurs gènes de 

l’inflammation dans la microglie corticale : iNOS (inducible-NOS, Nitric Oxide Synthase), COX-

2 (Cyclo-Oxygenase 2), TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), IL-1β (Interleukine-1β) et IL-6 

(Interleukine-6), cette augmentation étant positivement corrélée avec la durée d’exposition 

des animaux au protocole d’hypoxies intermittentes (à l’exception de TNFα) (Smith et al., 
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2013).  Une élévation des quantités protéiques de COX-2 et de son expression (Li et al., 2003) 

ainsi qu’une augmentation d’expression et d’activité de iNOS (Li et al., 2004) ont également 

été rapportées au niveau cortical sous hypoxie intermittente. Plus récemment, il a été 

démontré qu’un protocole d’hypoxies intermittentes chez des souris WT adultes (C57BL/6J) 

pouvait entraîner une activation de la microglie dans l’hippocampe des animaux après 6 à 24 

semaines de protocole (Sapin et al., 2015).  

 

A travers ces différentes études, il apparaît que le stress hypoxique pourrait agir sur les 

différentes composantes cérébrales affectées dans la MA. Si la pathologie amyloïde sous 

hypoxie et le stress oxydant ont été relativement bien investigués dans ce contexte, nous 

dénombrons en revanche un faible nombre d’études des conséquences d’un stress hypoxique 

sur la pathologie Tau, en dépit de la corrélation existant entre la propagation de la DNF dans 

le cerveau et la survenue des troubles cognitifs.   

Devant ce constat, nous avons donc choisi d’évaluer plus en détail les conséquences d’un stress 

hypoxique (en particulier un stress hypoxique intermittent) sur la cognition et la DNF dans un 

modèle murin de Tauopathies : le modèle THY-Tau22. 
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 Objectifs de ce travail de thèse 
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La maladie d’Alzheimer (MA) et le syndrome d’apnées du sommeil (SAS) partagent, 

comme nous venons de le voir, de nombreuses similitudes sur le plan biologique, ces 

similitudes ayant été décrites à la fois chez l’homme et dans des modèles animaux 

expérimentaux. Une attention particulière a notamment été apportée à l’étude de la 

pathologie amyloïde et du stress oxydant dans ce contexte. 

Il semblerait également que les patients présentant ces deux pathologies voient leur 

atteinte cognitive s’aggraver plus rapidement mais aussi plus sévèrement que des patients 

présentant une MA isolée. Si les mécanismes sous-jacents à l’atteinte cognitive retrouvée 

dans la MA ne sont pas complètement élucidés, les décennies de recherche sur cette maladie 

neurodégénérative ont néanmoins permis de relier cette atteinte cognitive avec le 

développement cérébral de la pathologie Tau. De la même façon que pour la MA, les 

mécanismes sous-jacents à l’atteinte cognitive retrouvée chez les patients présentant un SAS 

demeurent inconnus. Il semblerait néanmoins qu’ils puissent être dus (au moins pour partie) 

à l’hypoxémie nocturne retrouvée chez ces patients.  

A partir de ces différentes observations, nous avons élaboré une hypothèse de travail 

selon laquelle l’aggravation des troubles cognitifs observés chez les patients présentant à la 

fois un SAS et une MA pourrait être causée par une aggravation de la dégénérescence 

neurofibrillaire (DNF), elle-même étant due à l’hypoxémie nocturne retrouvée chez les 

patients (Figure 15).  

  

 

 

Figure 15 : Représentation schématique de notre hypothèse de travail sur laquelle reposent les études 

réalisées dans le cadre de cette thèse. DNF : Dégénérescence neurofibrillaire. 
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A l’heure actuelle, plusieurs modèles animaux permettant l’étude de la pathologie Tau 

ont été développés par la communauté scientifique. Ces modèles animaux surexpriment une 

protéine Tau humaine (mutée ou non) et  les animaux vont reproduire certaines 

caractéristiques de la MA telles que l’hyper-phosphorylation et l’agrégation de la protéine 

Tau, associées à des troubles comportementaux.  

Parmi ces animaux, le laboratoire dans lequel a été effectué la majeure partie de ces travaux 

de thèse a développé le modèle THY-Tau22 (Schindowski et al., 2006). Ce modèle murin, de 

fond génétique C57Bl/6, surexprime une protéine Tau humaine de 412 acides aminés 

(isoforme 1N4R) présentant une double mutation (G272V et P301S) ; ces deux mutations 

ayant été décrites dans certaines Tauopathies en clinique humaine. Les animaux 

transgéniques THY-Tau22 développent une pathologie Tau dont la progression 

spatiotemporelle est corrélée avec l’atteinte comportementale retrouvée dans le modèle. De 

façon intéressante, l’expression du transgène se limitant au système nerveux central, celui-ci 

n’est quasiment pas retrouvé au niveau de la moelle épinière. Les animaux THY-Tau22 ne 

présentent ainsi pas de troubles moteurs (alors que cela est le cas dans d’autres modèles de 

pathologie Tau), ce qui permet de réaliser facilement différents tests comportementaux chez 

la souris THY-Tau22. L’objectif de ces travaux de thèse étant d’évaluer la potentielle 

aggravation de la DNF sous hypoxie et de réaliser une évaluation comportementale chez les 

animaux exposés à un stress hypoxique, l’utilisation du modèle transgénique THY-Tau22 nous 

a donc semblé pertinente.  

Le développement de la pathologie Tau étant progressif dans le modèle THY-Tau22, nous 

avons choisi d’évaluer les conséquences d’un stress hypoxique sur la mémoire et la pathologie 

Tau chez des animaux présentant une pathologie Tau modérée (à l’âge de 4,5 – 5 mois) ainsi 

que chez des animaux présentant une pathologie Tau a un stade plus avancé (à l’âge de 7,5 – 

8 mois).  

Dans la littérature, il existe de nombreux protocoles d’exposition à l’hypoxie : hypoxie 

aigue, hypoxie répétée, hypoxie intermittente.  

Au vu de notre problématique, nous avons choisi d’évaluer les conséquences de deux types 

de stress hypoxique sur la cognition et la pathologie Tau dans notre modèle murin 

transgénique THY-Tau22 :  

- un stress hypoxique répété (HR), réalisé sur une longue durée expérimentale (FiO2 = 

8% pendant une heure, deux fois par semaine, sur une durée totale d’exposition de 6 

mois), mimant la situation de montagnards se rendant en haute montagne 

régulièrement et pouvant présenter des troubles cognitifs ; 

- un stress hypoxique intermittent (HI), réalisé sur une durée expérimentale beaucoup 

plus courte (FiO2 variant de 21% à 5% par cycles de 60 secondes, 8 heures par jour 

pendant 15 jours), connu comme étant un bon modèle de syndrome d’apnées du 

sommeil.  
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Chronologiquement, les expérimentations évaluant l’effet d’un stress hypoxique répété sur la 

mémoire et la pathologie Tau chez la souris THY-Tau22 ont été réalisées en premier, au cours 

de ma première année de thèse, à Lille. Au terme de cette première année, lors de l’évaluation 

annuelle de mes travaux au cours du Comité de Suivi de Thèse (CST), une collaboration a pu 

être mise en place avec le Professeur Jean-Louis Pépin pour la suite de ce projet, permettant 

alors la réalisation des expositions de nos animaux transgéniques au protocole d’hypoxies 

intermittentes (HI) au sein du laboratoire de recherche HP2 (Inserm UMR-S 1042, à Grenoble). 

L’objectif principal de ce travail de thèse a consisté en l’étude de la pathologie Tau et 

de la mémoire des animaux exposés à nos deux protocoles de stress hypoxique (répété ou 

intermittent). Les objectifs secondaires ont consisté en la caractérisation de la réponse à 

l’hypoxie de l’organisme, ainsi qu’en l’étude de différents marqueurs de stress oxydant, de 

neuroinflammation et d’apoptose, décrits dans la littérature comme pouvant être sensibles 

au stress hypoxique, et retrouvés à la fois dans la maladie d’Alzheimer et dans le syndrome 

d’apnées du sommeil.  
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 Matériels et méthodes 
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 Chapitre I : Matériels et méthodes communs aux deux 

expérimentations 
 

I. Animaux 

 Description des lignées murines 

Deux lignées murines ont été utilisées au cours de cette thèse : les souris transgéniques THY-

Tau22 et leurs contrôles littermates (dénommées WT pour Wild Type dans ce manuscrit). 

(1) Lignée THY-Tau22 

Le modèle transgénique THY-Tau22 a été développé au sein du laboratoire Alzheimer et 

Tauopathies (INSERM UMR-S1172, ex-INSERM U837), à Lille (Schindowski et al., 2006). Ce 

modèle est issu d’une lignée murine C57Bl/6. Les animaux surexpriment une isoforme 1N4R 

(412 aa) de la protéine Tau présentant les mutations G272V et P301S retrouvées dans 

certaines Tauopathies. L’expression du transgène se fait sous le contrôle du promoteur 

neuronal Thy1.2 dont l’expression débute à P6 (6 jours après la naissance), et ne perturbe 

donc pas le développement embryogénique (Figure 16). Les animaux utilisés sont 

hétérozygotes.  

 

Figure 16 : Construction du transgène de la lignée THY-Tau22 (Schindowski et al., 2006) 

La lignée est stable, elle est entretenue par des croisements entre les souris THY-Tau22 et des 

souris C57Bl/6 provenant de chez Charles River.  

Les animaux ne présentent pas de problèmes de fertilité ni de problèmes moteurs. Ce dernier 

point permet la réalisation de tests comportementaux pour évaluer leurs fonctions cognitives.  

Les souris THY-Tau22 vont développer une pathologie Tau qui débute à l’âge de 3 mois dans 

la CA1 de l’hippocampe, et qui va ensuite s’étendre au gyrus denté et à la CA3 de 

l’hippocampe, puis à d’autres structures cérébrales : striatum, bulbe olfactif, cortex occipital, 

amygdale, noyaux ventraux du thalamus, et couches profondes du cortex entorhinal. Cette 

pathologie Tau est définie par la présence de protéines Tau hyper-phosphorylées (sites de 

phosphorylation physiologiques), anormalement phosphorylées (sites de phosphorylation 

pathologiques), et agrégées sous forme de paires de filaments appariés en hélices (PHF). Ces 

différents états de phosphorylation sont observables et quantifiables par des techniques 

d’électrophorèse mono-dimensionnelle et d’immunomarquage (immunohistochimie) (Figure 

17). 
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Figure 17 : Immunohistochimies AT8 (protéine Tau hyper-phosphorylée ; A, B), MC1 (protéine Tau à un stade 

pré-agrégatif ; C) et AT100 (protéine Tau agrégée ; D) dans l’hippocampe (A), et plus spécifiquement dans la CA1 

(B à D) chez des souris THY-Tau22 âgées de 12 mois. Modifié d’après Schindowski et al, 2006 (Schindowski et al., 

2006). 

Une électrophorèse à deux dimensions (2D) permet 

également une approche qualitative.  

Conjointement au développement de la pathologie 

Tau, les animaux présentent une atteinte mnésique 

apparaissant à l’âge de 6 mois et s’accentuant avec 

l’âge (Van der Jeugd et al., 2013; Schindowski et al., 

2006).  

Ainsi, les tests comportementaux permettent de 

mettre en évidence à la fois des troubles de 

l’apprentissage, mais également des troubles de la 

mémorisation, comme dans le cas du test de la 

piscine de Morris (Morris Water Maze) (Figure 18). 

 

(2) Souris littermates 

Les souris littermates sont les animaux issus des croisements entre une souris hétérozygote 

THY-Tau22 et une souris sauvage C57Bl/6 n’ayant pas hérité du transgène. Ces animaux sont 

ainsi ceux qui se rapprochent le plus, au niveau du fond génétique, du modèle transgénique 

THY-Tau22. De plus, l’utilisation de ces animaux comme souris contrôles permet de comparer 

l’effet de nos protocoles expérimentaux sur deux lignées murines en tout point comparables 

au regard de leur environnement (conditions d’élevage, alimentation, etc…), ce qui serait 

impossible avec des animaux sauvages du commerce. 

 Description des animaux utilisés 

Tous les animaux utilisés dans le cadre de ces travaux de recherche étaient des femelles. En 

effet, lors de mon arrivée au laboratoire, les animaux transgéniques mâles générés au sein de 

l’animalerie étaient déjà utilisés dans le cadre d’autres travaux de recherche. Dans un souci 

de cohérence nous avons donc par la suite choisi de poursuivre ces travaux de thèse sur des 

animaux femelles, afin de pouvoir comparer entre eux nos différents résultats.  

Figure 18 : Résultats du test de la piscine de 

Morris chez les souris THY-Tau22 âgées de 10 

mois. A : phase d’apprentissage. B : phase de 

test (évalue la mémorisation) (Schindowski et 

al., 2006). 
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L’âge des animaux au début des expérimentations était compris entre  4,5 et 8 mois, et entre 

5,5 et 13 mois au moment du sacrifice (voir chapitres « protocoles d’hypoxies utilisés »).  

Les animaux ont été hébergés dans les conditions conventionnelles, c’est-à-dire dans des 

cages standards, avec un accès à volonté à l’eau et à la nourriture, des cycles jour/nuit d’une 

durée de 12h et une température de la pièce d’hébergement maintenue à 22°C.  

L’ensemble des expérimentations a été approuvé par le Comité d’Ethique en Expérimentation 

Animale du Nord Pas-de-Calais (numéro d’approbation 342012, obtenu en décembre 2012). 

II. Test de reconnaissance d’objets 
 

Le test de reconnaissance d’objets a été utilisé dans le cadre des expérimentations réalisées à 

Lille et de celles réalisées à Grenoble. Toutefois, quelques modifications ont dû être apportées 

au protocole pour nous permettre de réaliser l’évaluation comportementale chez nos animaux 

exposés au protocole d’hypoxies intermittentes. Cette section décrit donc le matériel et le 

protocole utilisés à Lille, et les modifications apportées pour les expériences réalisées à 

Grenoble y sont précisées. 

 Matériel utilisé 

Le test de reconnaissance d’objets s’est déroulé dans une arène carrée, aux dimensions de 49 

cm x 49 cm pour une hauteur de 25 cm. Les parois de l’arène étaient opaques.  

Remarque :  

Dans le cadre des expérimentations réalisées à Grenoble, le test de reconnaissance d’objets 

s’est déroulé dans une arène rectangulaire, aux dimensions de 39 cm x 28,5 cm pour une 

hauteur de 35,5 cm et dont les parois étaient opaques.  

 

Trois types d’objets ont été utilisés au cours de ce test (Figure 19) : 

- Des erlenmeyers en verre de 50 

mL (diamètre du fond : 5 cm ; 

diamètre du col : 3 cm ; 

hauteur : 9 cm) 

- Des flacons pour prélèvement 

urinaire, composés d’un corps 

transparent et d’un couvercle 

vissé rouge (diamètre de la 

base du pot : 3 cm ; diamètre 

du couvercle : 3,5 cm ; 

hauteur : 7 cm) 

- Des balles de golf (diamètre 4 cm) 

Figure 19 : Objets utilisés pour le test de reconnaissance 

d’objets. 
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Lors du test, deux objets ont été placés au centre de l’arène, à équidistance des parois et du 

second objet. 

 Phase d’habituation préalable 

Dans un premier temps, afin de minimiser le stress des animaux le jour du test, une phase 

d’habituation sur une période de 2 jours a été réalisée. 

Le premier jour, les animaux ont été placés pendant 10 minutes dans l’arène vide, afin de 

s’habituer à ce nouvel environnement ; puis ils ont été replacés dans leur cage 

d’expérimentation. 

Le lendemain, une habituation à l’exploration d’objets a été réalisée. Pour cela, les animaux 

ont été à nouveau placés dans l’arène dans laquelle avaient été placés 2 erlenmeyers 

identiques. Les animaux ont été laissés libres d’explorer ces deux objets pendant 10 minutes 

avant d’être replacés dans leur cage d’expérimentation. 

Remarque : 

Lors de la phase d’habituation réalisée à Grenoble, la durée d’exploration de l’arène et des 

objets a été ramenée à 5 minutes. 

 Phase de test 

La réalisation du test a eu lieu 24 heures après la fin de la phase d’habituation. Comme pour 

le test du labyrinthe en Y, le test de reconnaissance d’objets s’est déroulé en 2 temps. 

Remarque : 

La phase de test réalisée à Grenoble a eu lieu 72 heures après la fin de la phase d’habituation. 

Dans un premier temps (phase d’acquisition), les animaux ont été placés dans l’arène en 

présence de 2 objets identiques (soit 2 balles de golf, soit 2 flacons pour prélèvement urinaire) 

pour une durée de 15 minutes. Un temps d’exploration des 2 objets inférieur à 20 secondes a 

été défini comme critère d’exclusion dans les analyses des résultats. Au terme de la phase 

d’acquisition, les animaux ont été replacés dans leur cage d’expérimentation pour une durée 

de 1 heure. 

Remarque : 

La durée de la phase d’acquisition a été ramenée à 5 minutes pour les expérimentations 

réalisées à Grenoble. De ce fait, la durée minimale d’exploration des 2 objets a été fixée à 5 

secondes. A l’issue de la phase d’acquisition, les animaux ont été replacés dans leur cage 

d’expérimentation pour une durée de 15 minutes.  

Dans un second temps (phase de test) les animaux ont de nouveau été placés dans l’arène, en 

présence d’un flacon pour prélèvement urinaire et d’une balle de golf, l’emplacement des 

objets au centre de l’arène n’ayant pas été modifié par rapport à la phase précédente. En 

fonction des objets utilisés au cours de la phase d’acquisition, l’un de ces objets (balle de golf 
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ou flacon pour prélèvement urinaire) a constitué un « nouvel objet », par rapport au second 

objet (« objet familier ») qui lui était associé et que l’animal avait déjà eu la possibilité 

d’explorer. Une alternance de la position du nouvel objet par rapport à l’objet familier (droite 

ou gauche) a été réalisée. Les animaux ont été laissés libres d’explorer les deux objets 

présentés pendant 5 minutes.  

Remarque :  

La durée de la phase de test a été ramenée à 3 minutes pour les expérimentations réalisées à 

Grenoble. 

L’ordre de passage des animaux, le choix de la paire d’objets présentés lors de la phase 

d’acquisition ainsi que la position du nouvel objet lors de la phase de test (à droite ou à gauche 

de l’objet familier) ont été randomisés.  

Entre chaque passage d’animal dans l’arène, celle-ci ainsi que les objets utilisés par l’animal 

précédent ont été nettoyés avec de l’alcool à 60° modifié, afin d’éliminer tous les indices 

olfactifs. 

Les paramètres d’exploration de chaque objet (nombre de contacts avec les objets, durée 

d’exploration, etc.) ont été calculés par le logiciel de tracking EthoVision® XT (Noldus). 

Les données obtenues ont permis de calculer l’index de reconnaissance (IR) pour chaque 

animal. 

IR = Temps passé à explorer le nouvel objet / (Temps passé à explorer le nouvel objet + Temps 

passé à explorer l’objet familier).  

Remarque sur l’adaptation du protocole pour les expérimentations réalisées à Grenoble : 

Les durées pendant lesquelles les animaux ont pu explorer l’arène et les objets lors de la phase 

habituation, ainsi que celles appliquées lors des phases d’acquisition et de test ont été 

raccourcies, comparativement au protocole utilisé à Lille. En effet, alors qu’à Lille nous 

disposions de 12 heures de phase de « jour » pour réaliser nos tests comportementaux (la 

mémoire des animaux n’étant pas évaluée le même jour que la réalisation d’un stress 

hypoxique), à Grenoble nous avons dû adapter le protocole à la contrainte horaire de la fin du 

protocole d’hypoxies intermittentes (survenant à 14 heures).  

III. Mise à mort 

A l’issue des protocoles d’hypoxie, les animaux vigiles ont été mis à mort par décapitation. En 

effet, sachant qu’une anesthésie générale pouvait potentialiser l’hyper-phosphorylation de la 

protéine Tau via l’hypothermie qu’elle induit (Planel et al., 2007), une anesthésie des animaux 

avant leur mise à mort aurait constitué un biais lors de notre étude biochimique de la protéine 

Tau.  
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Le sang des animaux au moment de la décapitation a été récupéré dans des tubes Capiject® 

additionnés en EDTA (Terumo®), le cerveau des animaux a quant à lui été extrait de la boîte 

crânienne, et les 2 hémisphères cérébraux ont été séparés. Le premier hémisphère a été 

destiné aux analyses immunohistologiques et le second aux analyses biochimiques et aux 

études transcriptomiques.  

Des précisions concernant le moment de la mise à mort par rapport aux protocoles d’hypoxie 

sont données dans les sections individuelles de méthodes. 

IV. Préparation du plasma 

Suite à la décapitation, le sang récupéré a été centrifugé (4000 rpm, 4°C, 10 min), et le plasma 

obtenu a été immédiatement stocké à -20°C jusqu’à son utilisation. 

V. Prélèvement des différentes structures cérébrales 

A l’issue de la mise à mort, un hémisphère cérébral de chaque animal a été immédiatement 

disséqué sur glace afin de récupérer l’hippocampe et le cortex. Les structures disséquées ont 

été immédiatement congelées en tubes eppendorfs à -80°C, afin de pouvoir être ensuite 

utilisées pour les analyses biochimiques et transcriptomiques. 

VI. Analyses biochimiques 

 Extraction protéique pour analyse SDS-PAGE 

Tout le protocole d’extraction protéique a été effectué à la température de 4°C.  

Les hippocampes et cortex destinés aux analyses biochimiques ont été repris dans 200µL 

d’une solution Tris/Sucrose additionnée d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases 

commercial (Tris 10mM, Sucrose 320mM, inhibiteurs de protéases Complete EDTA-free® 

(Roche) : 1 pastille QSP 10 mL de solution Tris/Sucrose, pH 7,4). Les échantillons ont ensuite 

été soniqués 40 coups à 40 kHz, homogénéisés pendant 1 heure, puis centrifugés (12000 rpm, 

10 min). Les surnageants, contenant les extraits protéiques totaux ont alors été prélevés et 

congelés à – 20°C. 

 Dosage protéique 

Les extraits protéiques totaux ont été dosés grâce à un kit de dosage BCA (Pierce) suivant les 

recommandations du fabricant. La concentration protéique totale des échantillons a été 

déterminée par comparaison avec une gamme de BSA (sérum albumine bovine).  

 Préparation des échantillons de dépôt 

Afin de déposer une quantité constante de protéines dans les puits des gels d’acrylamide, des 

échantillons de dépôt à la concentration constante ont été préparés. Les surnageants 

contenant les extraits protéiques totaux ont ainsi été mélangés avec des volumes adéquats 

de tampon de dépôt (composé de LDS4X, Invitrogen™ et d’agent réducteur 10X, Invitrogen™) 

afin d’obtenir une concentration protéique finale de 1 µg/µL dans les échantillons de dépôt. 
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Ces derniers ont été chauffés pendant 10 minutes à 100°C afin de permettre la dénaturation 

des protéines avant leur dépôt sur gel. 

 Electrophorèse monodimensionnelle SDS-PAGE 

Afin de séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire, des électrophorèses 

monodimensionnelles SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 

ont été réalisées. Pour chaque échantillon, une quantité de 10 µg de protéines (10 µL 

d’échantillon de dépôt) a été déposée en gel d’acrylamide pré-coulé (gradient 4-12%, système 

NuPage®, Invitrogen™). La migration des protéines s’est déroulée à un voltage constant de 

200V pendant une heure dans une solution de tampon de migration MOPS (Invitrogen™).  

Des marqueurs de poids moléculaires ont également été déposés (Novex®, Invitrogen™). 

 Western Blot (transfert des protéines) 

Les protéines contenues dans les gels d’acrylamide ont ensuite été transférées sur des 

membranes de nitrocellulose 0,45 µm Hybond®-ECL (GE Healthcare Amersham™), à un 

voltage constant de 30V pendant 75 min dans un tampon de transfert (Glycine 192mM, Tris 

25mM, Ethanol 20%).  

L’efficacité du transfert a été vérifiée par coloration des protéines au Rouge Ponceau (acide 

trichloroacétique 3%, rouge ponceau 0,2%) pendant quelques minutes.  

 Révélation des protéines 

Après lavage au TNT (Tris 15mM pH 8, NaCl 140mM, Tween20 0,5%), les membranes ont été 

incubées pendant 30 min à température ambiante dans une solution de saturation (lait 

écrémé 5%, TNT ou BSA 5%, TNT) afin de bloquer les sites de fixation non spécifiques. 

Les membranes ont ensuite été incubées avec l’anticorps primaire d’intérêt (Tableau 2) 

pendant une nuit à 4°C.  

A l’issue de l’incubation avec les différents anticorps primaires, les membranes ont été lavées 

au TNT (trois fois 10 min), puis incubées avec un anticorps secondaire anti-immunoglobulines 

totales de souris ou de lapin couplé à une peroxydase (Vector Laboratories) pendant 45 min à 

température ambiante. 

Après une dernière série de 3 lavages au TNT, la révélation a été réalisée grâce à l’utilisation 

du kit de détection ECL® (GE Healthcare Amersham™). 

Enfin, la détection du signal a été effectuée grâce à l’appareil LAS-3000 (Fujifilm). 
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Anticorps Epitopes Espèce Fournisseur Dilution WB 

12E8 pSer262/pS356 Souris Peter Seubert 1/5000 

AT100 pThr212/pSer214 Souris Pierce 1/1000 

AT180 pThr231 Souris Pierce 1/500 

AT8 pSer202/pThr205 Souris Thermo 

Scientific 

1/500 

Β-actine Extrémité NH2 terminale Souris Sigma 1/10000 

M19G 

(Tau-Nter) 

19 premiers acides aminés de 

l’extrémité NH2 terminale de Tau 

Lapin Produit par 

l’UMR-S1172 

1/10000 

pS396 pSer396 Lapin Invitrogen 1/10000 

pS404 pSer404 Lapin Invitrogen 1/10000 

Tau-1 Ser195/Ser198/Ser199/Ser202 

non phosphorylées 

Souris Millipore 1/10000 

Tau-Cter 15 derniers acides aminés de 

l’extrémité COOH terminale de 

Tau 

Lapin Produit par 

l’UMR-S1172 

1/10000 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des différents anticorps primaires utilisés au cours des études biochimiques. 

WB : Western Blot. 

 Quantifications 

Les signaux obtenus ont été quantifiés à l’aide du logiciel ImageJ® (Scion), et les résultats ont 

été normalisés sur la β-actine. 

VII. Dosages ELISA 

Les différents dosages ELISA réalisés dans le cadre de ce travail de thèse ont été effectués 

suivant les protocoles fournis par les fabricants (Mouse VEGF Quantikine® ELISA, R&D 

Systems® ; Mouse Erythropoietin Quantikine® ELISA, R&D Systems® ; INNOTEST® hTau Ag, 

Innogenetics®).  

Ces dosages ont été effectués sur les échantillons plasmatques issus des différentes cinétiques 

expérimentales.  

Toutes les étapes ont été réalisées à température ambiante. 

Brièvement, les plasmas ont été placés dans des puits dans lesquels étaient fixés les antigènes 

(anti-VEGF murin, anti-EPO murine ou anti-Tau humaine) pendant 2 à 12 heures (selon le kit), 

afin de permettre la fixation des protéines plasmatiques d’intérêt dans les puits. Une gamme 

étalon et un échantillon « contrôle » (fourni par le fabricant et de concentration connue) ont 

également été placés dans des puits. 

Après une série de rinçages, un anticorps de détection (couplé à une enzyme) a été ajouté 

pendant 30 minutes à 2 heures (selon le kit) afin de se fixer à la protéine d’intérêt. Après une 
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nouvelle série de rinçages, une solution contenant le substrat de l’enzyme couplée à 

l’anticorps de détection a été ajoutée pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. A l’issue de 

ces 30 minutes, une solution « stop » a été ajoutée, permettant de stopper la réaction 

enzyme-substrat dans les puits ; et une mesure de la densité optique à 450 nm dans les puits 

a alors été effectuée. Une droite de régression a été établie à partir des densités optiques 

mesurées dans les puits de la gamme étalon, permettant par la suite de calculer les 

concentrations protéiques des échantillons plasmatiques testés. La concentration du puits 

«contrôle » a également été déterminée par mesure de la densité optique (sa valeur devant 

être comprise dans les limites indiquées par le fabricant pour valider la réussite du dosage).  

VIII. Analyses immunohistologiques 

 Post-fixation des hémi-cerveaux 

A l’issue du sacrifice, l’un des deux hémisphères cérébraux de chaque animal a été placé dans 

une solution contenant 4% de paraformaldéhyde, et conservé à 4°C pendant une semaine afin 

de fixer les tissus (post-fixation). Après 7 jours de post-fixation, les hémisphères cérébraux ont 

été transférés dans une solution de sucrose à 20% pendant 24h, afin de protéger les tissus lors 

de la congélation. Après 24h, les hémisphères cérébraux ont été immergés pendant 60 

secondes dans une solution d’isopentane refroidie entre -40°C et -30°C afin de les congeler 

rapidement, puis ils ont été immédiatement stockés à -80°C.  

 Coupe au cryostat 

Les hémisphères cérébraux ont ensuite été coupés en sections sagittales de 40µm d’épaisseur 

à l’aide d’un cryostat (Leica®). Les sections ont été réparties en plusieurs séries et ont été 

transférées dans une solution de PBS-Azide 0,2% et conservées à 4°C. 

 Marquages immunohistochimiques sur coupes flottantes 

Après rinçage dans une solution de PBS-Triton 0,2%, les coupes de cerveaux ont été incubées 

avec du peroxyde d’hydrogène (H2O2 0,3%) afin d’inhiber les peroxydases endogènes.  

Les coupes ont ensuite été rincées puis saturées avec du M.O.M™ (Mouse IgG blocking 

reagent, Vector Laboratories) avant d’être incubées en présence de l’anticorps primaire, toute 

une nuit à 4°C (Tableau 3).  

Le lendemain, les coupes ont été rincées puis incubées avec un anticorps secondaire (anti-

mouse IgG biotinylated, Vector Laboratories). * 

* Remarque : l’anticorps primaire anti-NeuN utilisé dans le cadre de cette thèse étant déjà 

biotinylé, cette étape n’a pas été nécessaire.  

Après un nouveau rinçage, les coupes ont été incubées avec un kit de détection commercial 

reconnaissant les protéines biotinylées et contenant une peroxydase (kit Vectastain® ABC, 

Vector Laboratories). La révélation a ensuite été effectuée, après un dernier rinçage, par ajout 

d’un mélange d’une solution commerciale contenant un chromogène (DAB, Sigma®) avec du 
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peroxyde d’hydrogène (H2O2 30%). Lorsque le marquage colorimétrique des tissus était 

suffisant, la réaction colorée a été stoppée par rinçage des coupes dans de l’eau.  

A l’issue de cette étape de révélation, les coupes ont été placées dans une solution de sérum 

physiologique (NaCl 0,9%) et conservées à 4°C jusqu’au montage sur lames. 

 

Anticorps Epitopes Espèce Fournisseur Dilution IHC 

AT100 pThr212/pSer214 Souris Pierce 1/400 

AT8 pSer202/pThr205 Souris Thermo Scientific 1/400 

MC1 
Anticorps 

conformationnel# 
Souris Peter Davies 1/1000 

NeuN biotinylé ## Souris Abcam 1/1000 

VEGF 
Partie NH2-terminale 

de la protéine 
Chèvre Santa Cruz 1/500 

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des différents anticorps primaires utilisés au cours des études 

immunohistochimiques. IHC : Immunohistochimie. #L’anticorps conformationnel MC1 reconnait le repliement 

des acides aminés 7 à 9 sur les acides aminés 326 à 330 de la protéine Tau humaine. ##L’anticorps anti NeuN 

(Neuronal Nuclei) marque les noyaux des neurones. 

 Montage des lames 

Les coupes sagittales de tissu cérébral ont été montées sur des lames gélatinées à l’aide d’un 

pinceau. Après séchage des coupes à l’air ambiant, les tissus ont été déshydratés par 

immersion successive des lames dans des bains d’éthanol de concentration croissante (30%, 

70%, 95%, 100%). Suite à la déshydratation, les lames ont été immergées dans du toluène, et 

les lamelles ont été montées sur les lames avec le milieu de montage VectaMount™ 

Permanent (Vector Laboratories). 

 Quantifications 

Toutes les quantifications ont été réalisées à l’aveugle. 

Les lames ont été observées et photographiées avec un microscope couplé à une caméra 

(DM2000, Leica). 

Les images ont ensuite été importées dans le logiciel ImageJ® (Scion) et converties en images 

en noir et blanc. Le seuil de détection du marquage immunohistochimique a été déterminé 

manuellement et toutes les quantifications ont ensuite été effectuées avec le même seuil de 

détection. Les zones d’intérêt (hippocampe et cortex) ont été délimitées manuellement (à 

l’aide d’un atlas du cerveau de souris en coupe sagittale) et le nombre de pixels dans ces zones 

a été quantifié par le logiciel ImageJ®. Le nombre obtenu reflétait l’intensité du marquage 

immunohistochimique dans la zone définie.  
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IX. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 6® (GraphPad 

Software Inc.).  

Les données biologiques obtenues pour les différents groupes d’animaux ont été comparées 

entre elles par le test de Mann et Whitney.  

Les pesées des animaux ont été comparées aux différents temps pour un même groupe par 

un test Wilcoxon. 

La comparaison des résultats des dosages ELISA de plusieurs échantillons plasmatiques 

provenant d’un même groupe d’animaux à des temps différents a été effectuée par le test 

Wilcoxon.  

Pour le Y maze, le temps passé dans chaque bras a été comparé par le test Mann et Whitney.  

Pour le test de reconnaissance d’objets, les temps d’exploration de chaque objet à l’intérieur 

d’un même groupe ont été comparés par un test de Mann et Whitney. 

Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme significative. 
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 Chapitre II : Matériel et méthodes spécifiques au protocole 

d’hypoxies répétées (Lille) 
 

I. Dispositif à hypoxies 

Les hypoxies ont été réalisées en chambres à hypoxie OxyCycler® A42OC (BioSpherix®) (Figure 

20).  

Ces dispositifs sont reliés à un moniteur 

contrôlant l’injection de N2 et O2 à l’intérieur 

des enceintes dans lesquelles sont placés les 

animaux, en fonction de la FiO2 enregistrée 

en temps réel grâce à un capteur placé à 

l’intérieur de chaque enceinte. Le moniteur 

est lui-même relié à un ordinateur disposant 

d’un programme dans lequel 

l’expérimentateur définit les conditions 

expérimentales qu’il souhaite appliquer.  

Deux chambres à hypoxie ont été utilisées en parallèle. Les animaux hypoxiés ont été placés 

dans l’enceinte de la première chambre (programmée pour appliquer le protocole d’hypoxies 

prédéfini par l’utilisateur) ; les animaux témoins ont été placés dans l’enceinte de la seconde 

chambre (programmée quant à elle pour maintenir une condition de normoxie, soit 21% d’O2). 

Les animaux témoins ont donc été placés dans les mêmes conditions environnementales que 

ceux exposés au protocole d’hypoxies répétées. 

II. Protocole d’hypoxies répétées 

Le protocole d’hypoxies répétées 

que nous avons utilisé a consisté en 

la répétition, 2 fois par semaine 

pendant 6 semaines, d’une hypoxie 

avec une FiO2 égale à 8% (Figure 

21) pendant une durée de 1 heure.  

 

Les expositions à l’hypoxie (ou à la 

normoxie) ont été réalisées  

pendant la phase de « jour » de la 

pièce de stabulation (entre 7h00 et 

19h00). 

 

Figure 21 : Conditions d’application du stress hypoxique dans les 

cinétiques d’hypoxies répétées. La chambre 1 est la chambre dans 

laquelle ont été réalisées les hypoxies, la chambre 2 a été utilisée 

pour les groupes contrôles (normoxie). 

Figure 20 : Photographie des chambres à hypoxie utilisées 

à Lille (modèle OxyCycler® A42OC, BioSpherix®). 
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A l’issue des 6 premières semaines d’exposition, le protocole a été suspendu pendant 14 jours 

avant d’être de nouveau appliqué pendant plusieurs semaines, puis de nouveau interrompu, 

etc. (Figure 22). 

Au total, les animaux ont été exposés à ce stress hypoxique répété pendant une durée totale 

de 6 mois.  

 

Deux cinétiques d’expérimentation ont été réalisées, la première sur des animaux âgés de 4,5 

mois (âge au moment de la mise à mort : 10,5 mois), la seconde sur des animaux âgés de 7,5 

mois (âge au moment de la mise à mort : 13,5 mois).  

 

Pour chaque cinétique, 4 groupes d’animaux ont été utilisés : 

- Animaux WT exposés à la normoxie : WT-No,  

- Animaux WT exposés aux hypoxies répétées WT-HR,  

- Animaux THY-Tau22 exposés à la normoxie : THY-Tau22-No, 

- Animaux THY-Tau22 exposés aux hypoxies répétées : THY-Tau22-HR.  

 

III. Tests comportementaux 

L’atteinte mnésique des animaux soumis au protocole d’hypoxies répétées a été évaluée par 

deux tests comportementaux : le labyrinthe en Y (test de mémoire spatiale hippocampique à 

court terme) et le test de reconnaissance d’objets (test de mémoire de travail). Ces tests ont 

été réalisés peu après (3 ou 4 jours) et à distance (14 ou 17 jours) de la dernière hypoxie. 

 

Figure 22 : Représentation des différents tests comportementaux réalisés au cours des deux cinétiques, en 

fonction de l’âge des animaux. Les parties hachurées correspondent aux périodes de 2 semaines d’interruption 

du protocole. Ym : Y maze, RO : reconnaissance d’objets. 
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 Y maze 

(1) Matériel utilisé 

Comme son nom l’indique, le labyrinthe utilisé dans ce test à la 

forme d’un Y (Figure 23).  

Les 3 bras sont constitués de cloisons opaques, et les 

dimensions de chaque bras sont les suivantes : longueur 28 cm ; 

largeur 6,2 cm ; hauteur 15 cm. Une porte amovible (également 

opaque) permet la fermeture de l’un des 3 bras lors de la phase 

d’acquisition.  

Afin de tester la mémoire spatiale des souris, plusieurs repères 

visuels sont placés sur les murs de la pièce dans laquelle se 

trouve le labyrinthe.  

Le fond du dispositif est recouvert de litière (identique à celle des cages d’hébergement des 

animaux), et celle-ci a été mélangée entre chaque passage des animaux, afin d’éliminer les 

indices olfactifs.  

(2)  Protocole de test utilisé 

Ce test se déroule en 2 phases.  

Au cours de la première phase (phase d’acquisition), les animaux ont été placés dans le 

labyrinthe (au niveau du bras de « départ », face à la cloison de l’extrémité du bras) pour une 

durée de 5 minutes. Au cours de cette phase d’acquisition, les animaux ont eu un accès 

restreint à seulement 2 des 3 bras du Y (bras de « départ » et bras « autre »), le troisième bras 

(bras « nouveau ») étant fermé par la porte opaque.  

Après 5 minutes d’exploration des 2 bras disponibles, les animaux ont été replacés dans leur 

cage d’hébergement pour une durée de 2 minutes (période de rétention). 

Enfin, à l’issue de la période de rétention, les animaux ont à nouveau été placés dans le 

labyrinthe (au niveau du bras de « départ », face à la cloison de l’extrémité du bras) pour une 

durée de 5 minutes (phase de test), avec cette fois un accès aux 3 bras du labyrinthe en Y.  

Le temps passé dans chaque bras a été mesuré grâce au logiciel EthoVision® XT (système de 

tracking visuel des animaux, Noldus). 

L’ordre de passage des animaux et l’alternance des bras « autre » et « nouveau » ont été 

randomisés.  

Les animaux montrant une nette préférence pour l’un des deux bras (répartition du temps 

d’exploration supérieure à 30% - 70%) lors de la phase d’acquisition ont été exclus lors de 

l’analyse des résultats.  

Figure 23 : Labyrinthe en Y (Y 

maze). Source : recherche Google 

Images. 
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 Test de reconnaissance d’objets 

Le test de reconnaissance d’objets est décrit dans le Chapitre I : Matériel et Méthodes 

communs aux deux expérimentations.  

IV. Prélèvements sanguins et préparation du plasma 

A l’issue de différents tests comportementaux, des prélèvements sanguins ont été réalisés au 

niveau de la veine caudale, afin de doser différents marqueurs plasmatiques de réponse au 

stress hypoxique. Le sang a été prélevé à l’aide d’un tube capillaire additionné en EDTA 

(Microvette® CB 300 EDTA-K, Sarstedt), centrifugé (4000 rpm, 10 minutes, 4°C), et le plasma 

collecté a été stocké à -20°C jusqu’à son utilisation. 

V. Chronologie de la mise à mort des animaux par rapport au stress 

hypoxique 

Les animaux ont été mis à mort quelques heures après avoir effectué leur dernier test 

comportemental dans le labyrinthe en Y. Pour les deux cinétiques, le dernier Y maze a été 

effectué 14 jours après la dernière exposition au stress hypoxique, après un nombre total 

d’hypoxies égal à 33 pour la cinétique réalisée sur les animaux les plus jeunes (âgés de 10,5 

mois lors de la mise à mort), et égal à 30 pour la cinétique réalisée sur les animaux les plus 

âgés (âgés de 13,5 mois lors de la mise à mort).   
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 Chapitre III : Matériel et méthodes spécifiques au protocole 

d’hypoxies intermittentes (Grenoble) 
 

I. Dispositif à hypoxies intermittentes 

Les hypoxies intermittentes ont été réalisées au sein du laboratoire HP2 (Inserm UMR-S 1042), 

à Grenoble, en collaboration avec le Pr Jean-Louis Pépin et le Dr Claire Arnaud. Les animaux 

ont été stabulés dans des cages d’expérimentation standards sur un portoir ventilé relié à un 

automate permettant de contrôler l’atmosphère à l’intérieur des cages. La FiO2 à l’intérieur 

des cages a été mesurée à l’aide d’un analyseur de gaz (ML206, ADInstruments).  

II. Protocole d’hypoxies intermittentes 

Le protocole d’hypoxies intermittentes utilisé a consisté en des cycles de 60 secondes de FiO2 

oscillant entre 21% et 5%, 8 heures par jour (entre 6h et 14h) pendant 15 jours (Figure 24). 

 
Figure 24 : Conditions d’application du stress hypoxique intermittent.  

Comme pour le protocole d’hypoxies répétées, deux cinétiques expérimentales ont été 

réalisées ; la première sur des animaux âgés de 5 mois (âge au moment de la mise à mort : 

5,5 mois), la seconde sur des animaux âgés de 8 mois (âge au moment de la mise à mort : 8,5 

mois). 

III. Enregistrements de SaO2, FiO2 et fréquence cardiaque 

La SaO2 et la fréquence cardiaque (FC) en fonction de 

la FiO2 ont été enregistrées chez quelques animaux 

pendant la période d’exposition à l’hypoxie 

intermittente, à l’aide du système MouseOx® (Starr 

Life Sciences). Les enregistrements ont été réalisés 

sur animaux vigiles, préalablement dépilés en région 

cervicale antérolatérale en raison de leur pelage noir 

qui bloquait la transmission du signal lumineux. Le 

clip (Collar Sensor, Starr Life Sciences), placé au 

niveau du cou de l’animal (Figure 25), était relié à un 

moniteur permettant de collecter les données en 

Figure 25 : Clip Collar Sensor, image Starr Life 

Sciences. 
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temps réel. Les analyses des différents paramètres enregistrés (valeurs 

maximales/minimales/moyennes de la SaO2, FC, etc.) ont été réalisées grâce au logiciel Starr-

link™ (Starr Life Sciences).  

Remarque :  

Pour les besoins de l’expérimentation, les animaux qui ont été utilisés pour ces enregistrements 

ont été placés dans des cages individuelles, afin d’empêcher leurs congénères de leur retirer le 

clip cervical. A la fin des enregistrements, les animaux ont été replacés dans leur cage 

d’hébergement, en présence de leurs congénères.  

IV. Mesure du poids des animaux 

Les animaux ont été pesés la veille du début du protocole d’hypoxies intermittentes afin 

d’établir un poids de référence. Par la suite, plusieurs mesures ont été effectuées, toujours 

après 14h, lorsque la phase d’exposition quotidienne aux hypoxies intermittentes était 

terminée et que l’ensemble des animaux se trouvait de nouveau en condition de normoxie. 

V. Chronologie de la mise à mort des animaux par rapport au stress 

hypoxique 

Les mises à mort des animaux ont été réalisées dans la matinée (avant 14 heures), c’est-à-dire 

pendant la phase d’exposition au protocole d’hypoxies intermittentes. Les mises à mort ont 

été réalisées dans une pièce adjacente à l’animalerie dans laquelle se trouvait le dispositif 

d’hypoxies intermittentes. Les cages ont été retirées du dispositif une par une, et tous les 

animaux d’une même cage ont été mis à mort consécutivement. Les cages d’expérimentation 

contenant environ 10 animaux par cage, nous avons estimé que la première souris de chaque 

cage avait été mise à mort environ 10 minutes après le retrait de la cage du dispositif à 

hypoxies, contre environ une heure pour la dernière souris de chaque cage. 

VI. Extraction protéique et fractionnement soluble/insoluble 

Tout le protocole d’extraction protéique a été effectué à la température de 4°C.  

Comme pour l’extraction des protéines pour une électrophorèse SDS-PAGE, les hippocampes 

destinés au fractionnement soluble/insoluble ont été repris dans 200µL d’une solution 

Tris/Sucrose additionnée d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases commercial (Tris 10mM, 

Sucrose 320mM, inhibiteurs de protéases Complete EDTA-free® (Roche) : 1 pastille QSP 10 mL 

de solution Tris/Sucrose, pH 7,4). Les échantillons ont ensuite été soniqués 40 coups à 

Amplitude 40, puis homogénéisés pendant 1 heure. 

Les homogénats ont ensuite été dosés (dosage BCA) afin d’ajuster la concentration des 

différents échantillons à 2 µg/µL. Après ajout d’une solution de Triton 0,23% (Sigma), les 

échantillons ont été soniqués 20 coups à 40 kHz puis centrifugés (5000 g, 10 min, 4°C) afin 

d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant, contenant les extraits protéiques totaux, a 
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alors été soumis à une ultracentrifugation (100 000g, 1 heure, 4°C). Le surnageant résultant 

(fraction soluble) a été mis de côté et congelé à -20°C. Le culot restant a été repris dans une 

solution de Sarkosyl 1% (Sigma), soniqué 20 coups à 40 kHz puis une nouvelle 

ultracentrifugation a été réalisée (100 000g, 1 heure, 4°C). Le surnageant résultant (fraction 

hypersoluble) a été mis de côté et congelé à -20°C. Le culot restant (fraction insoluble) a 

également été congelé à -20°C.  

La préparation des échantillons de dépôt pour électrophorèse SDS-PAGE a été effectuée selon 

le protocole suivant.  Les surnageants contenant les fractions soluble et hypersoluble ont été 

dilués au demi dans du LDS2X (Invitrogen™) et chauffés à 100°C pendant 10 minutes. Les 

culots contenant la fraction insoluble ont été repris dans 100µL de LDS2X (Invitrogen™), 

soniqués 20 coups à 40 kHz et chauffés à 100°C pendant 10 minutes. 

VII. Analyses transcriptomiques 

Les ARN totaux ont été extraits et purifiés à partir des échantillons de cortex et d’hippocampe 

avec le kit RNeasy® Lipid Tissue (Qiagen), selon les instructions fournies par le fabricant. Un 

dosage des ARN a été réalisé par mesure de l’absorbance à 260 nm grâce à un NanoDrop™ 

1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).  

Une rétro-transcription a ensuite été effectuée à partir de 1µg d’ARN à l’aide d’un kit 

commercial (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ThermoFisher Scientific).  

Les RT-PCR (Real Time – Polymerase Chain Reaction) ont ensuite été effectuées en utilisant la 

technologie SYBR Green (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems) sur un 

appareil ABI Prism® 7900HT (Applied Biosystems). Les conditions du thermo-cycleur utilisées 

ont été les suivantes : 10 min à 95°C, suivies de 45 cycles de PCR à 2 étapes (15 secondes à 

95°C puis 25 secondes à 60°C). 

Les amorces qui ont été utilisées dans le cadre de ce travail de thèse sont données dans le 

tableau 4.  

Toutes les amplifications ont été réalisées en duplicats ou en triplicats, et l’expression relative 

des ARNm a été déterminée par la méthode du ΔΔCT. Le gène de la cyclophiline A a été utilisé 

comme gène de référence. 
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Gène 

 

Amorce sens 

 

Amorce anti-sens 

Taille de 

l’amplicon 

(pb) 

CCL3 TGCCCTTGCTGTTCTTCTCT GTGGAATCTTCCGGCTGTAG 112 

CuZnSOD CAGGACCTCATTTTAATCCTCAC TGCCCAGGTCTCCAACAT 77 

Cyclophilin AGCATACAGGTCCTGGCATC TTCACCTTCCCAAAGACCAC 126 

HIF1A TCCCATACAAGGCAGCAGAA GTGCAGTATTGTAGCCAGGC 230 

HO-1 CACAGATGGCGTCACTTCGTC GTGAGGACCCACTGGAGGAG 129 

hTau GTACGGGTTGGGGGACAGGA CCCGGTTACTCAGATCCGTC 129 

Keap1 CACAGCAGCGTGGAGAGA CAACATTGGCGCGACTAGA 62 

MnSOD TGGACAAACCTGAGCCCTAA GACCCAAAGTCACGCTTGATA 76 

NCF1 GGACACCTTCATTCGCCATA CTGCCACTTAACCAGGAACAT 94 

NRF2 CATGATGGACTTGGAGTTGC CCTCCAAAGGATGTCAATCAA 75 

mTau (ex2/3) AGCAGGCATCGGAGACAC CATTTCCTGTCCTGTCTTTGC 91 

TNFalpha TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC GAGGCCATTTGGGAACTTCT 116 

VEGFA CCGGTTTAAATCCTGGAGCG GAGAGGTCTGGTTCCCGAAA 224 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des amorces de RT-PCR utilisées dans cette étude. pb : paires de bases. 

  

  



 
86 

  

 

 

 Résultats 
 

  



 
87 

 Partie expérimentale 1 : Etude des effets d’un protocole 

d’hypoxies répétées sur la cognition et la pathologie Tau chez des 

souris WT et THY-Tau22 (hypoxies Lille) 
 

I. Introduction / Objectifs 

De nombreuses études ont été réalisées sur des sujets se rendant en haute montagne ou 

exposés à un stress hypoxique dans le cadre d’une acclimatation en vue d’une ascension, et 

ont permis de mettre en évidence des troubles cognitifs transitoires (atteinte de la mémoire 

à court terme, difficultés de concentration, troubles de la compréhension, etc.) chez ces 

sujets.  

A l’heure actuelle, les mécanismes physiopathologiques reliant le stress hypoxique à la 

survenue des troubles cognitifs restent inconnus.  

Toutefois, au vu des études récentes associant une pathologie dans laquelle on retrouve un 

stress hypoxique (le syndrome d’apnées du sommeil) avec une pathologie neurodégénérative 

bien connue pour ses effets sur la mémoire (la maladie d’Alzheimer), il a été évoqué la 

possibilité que ces deux pathologies puissent partager des mécanismes physiopathologiques 

communs.  

Dans ce contexte, de nombreuses études se sont intéressées à l’effet d’un stress hypoxique 

sur la pathologie amyloïde et le stress oxydant. En revanche, très peu d’études ont évalué les 

conséquences d’un stress hypoxique sur la pathologie Tau, alors que le développement spatio-

temporel de celle-ci est corrélé avec les troubles cognitifs en clinique humaine.  

Devant ces différentes observations, nous avons émis l’hypothèse que la survenue des 

troubles mnésiques décrits chez les montagnards pourrait être due à des perturbations de la 

biologie de la protéine Tau.  

Afin de nous permettre d’étudier notre hypothèse de recherche, nous avons exposé des 

animaux transgéniques THY-Tau22 (modélisant la pathologie Tau) ainsi que leurs contrôles 

littermates à un protocole d’hypoxies répétées (FiO2 égale à 8% pendant 1 heure, 2 fois par 

semaine) pendant 6 mois.  

Le premier objectif de ce travail de thèse a consisté en l’étude de la mémoire des animaux 

exposés au protocole d’hypoxies répétées tout au long des 6 mois d’expérimentation. Dans 

un second temps, nous avons souhaité caractériser la réponse au stress hypoxique répété de 

la protéine Tau par des analyses biochimiques. Enfin, la dernière partie de ce travail de thèse 

a consisté en l’évaluation de la réponse à l’hypoxie tout au long des 6 mois d’expérimentation. 
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II. Résultats 

Dans la première partie expérimentale de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à 

l’effet d’un stress hypoxique répété (FiO2 imposée de 8% pendant 1 heure, 2 fois par semaine 

pendant 6 mois) sur différents paramètres (dosage de l’EPO, mémoire des animaux et 

pathologie Tau).  

Deux cinétiques expérimentales ont été réalisées ; sur des animaux âgés de 4,5 mois et 7,5 

mois, respectivement. Au cours de ces cinétiques, le protocole d’exposition à l’hypoxie a été 

interrompu à plusieurs reprises pendant une durée de 2 semaines. Ces interruptions avaient 

pour objectif de nous permettre de réaliser une évaluation comportementale ainsi que des 

prélèvements sanguins à une distance plus ou moins longue de la dernière exposition à 

l’hypoxie, et donc de pouvoir distinguer les éventuelles conséquences du dernier épisode 

hypoxique de celles de l’exposition chronique (pendant plusieurs mois) au stress hypoxique 

répété.  

Un total de 46 animaux a été utilisé dans le cadre de ces expérimentations ; répartis en 24 

animaux âgés de 4,5 mois (WT-No : n = 7 ; WT-HR : n = 7 ; THY-Tau22-No : n = 5 ; THY-Tau22-

HR : n = 5) et 22 animaux âgés de 7,5 mois (WT-No : n = 6 ; WT-HR : n = 7 ; THY-Tau22-No : n 

= 4 ; THY-Tau22-HR : n = 5). 

 Evaluations comportementales : effets du protocole d’hypoxies répétées 

sur la mémoire à court terme des animaux 

Au cours de ces expérimentations in vivo, deux tests comportementaux ont été réalisés à de 

nombreuses reprises chez tous nos groupes d’animaux (WT et THY-Tau22, exposés ou non au 

protocole d’hypoxies répétées), à différents âges tout au long de nos deux cinétiques 

expérimentales.  

Le premier de ces tests est le test du labyrinthe en Y (Y maze). Ce test évalue la mémoire 

spatiale des animaux à court terme (le délai de rétention entre la phase d’acquisition et la 

phase de test étant de seulement 2 minutes).  

Le second test comportemental utilisé dans le cadre de ces expérimentations est le test de 

reconnaissance d’objets. Ce test permet une évaluation de la mémoire de travail des animaux. 

Au total, 48 tests de labyrinthe en Y et 10 tests de reconnaissance d’objets (RO) ont été réalisés 

dans le cadre de l’étude comportementale des conséquences d’un stress hypoxique répété 

sur l’ensemble de nos animaux.  

Il apparaît donc impossible de présenter individuellement les résultats de chacun de ces tests 

comportementaux dans ce manuscrit de thèse. Pour cette raison, les résultats de ces études 

seront présentés ici sous la forme de quatre tableaux récapitulatifs : 2 tableaux présenteront 

les résultats des tests de labyrinthe en Y chez les souris WT et THY-Tau22, respectivement ; et 

2 autres tableaux présenteront sur le même modèle les résultats des tests de reconnaissance 

d’objets.  
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(1) Animaux WT 

 

(a) Test du labyrinthe en Y 

Les capacités mnésiques des animaux WT ont été évaluées, tout au long de la cinétique 

d’expérimentation, par plusieurs tests du labyrinthe en Y. Ces tests comportementaux nous 

ont permis de réaliser une observation surprenante.  

En effet, lorsque nous avons évalué la mémoire des animaux WT de la première cinétique 3 

jours après la dernière exposition à l’hypoxie, nous avons observé que les animaux du groupe 

WT-HR ne présentaient pas d’atteinte mnésique (Figure 26, Tableau 5).  

En revanche, lorsque les tests comportementaux étaient effectués 4, 14 ou 17 jours après la 

dernière exposition à l’hypoxie, ces mêmes animaux présentaient alors une atteinte mnésique 

dans le test du labyrinthe en Y. Ces observations ont été reproduites chez les animaux de la 

seconde cinétique, jusqu’à un âge plus avancé (13 mois).  

Nous pouvons également souligner que l’atteinte cognitive observée chez les animaux 

exposés au protocole d’hypoxies répétées semble présenter un caractère réversible, 

puisqu’elle disparaissait à la reprise des expositions à l’hypoxie, lorsque les tests 

comportementaux étaient réalisés 3 jours après la dernière exposition. 

 

 

Figure 26 : Exemple de résultats obtenus lors de l’évaluation comportementale par le test du labyrinthe en Y chez 

les animaux WT de la première cinétique, 3 jours (A) et 14 jours (B) après la dernière exposition à l’hypoxie. La 

ligne en pointillés indique 33%, pour représenter une exploration identique des 3 bras (bras de départ, bras 

autre, bras nouveau). * p < 0,05, test de Mann et Whitney. WT-No : n = 7 ; WT-HR : n = 7. No : Normoxie ; HR : 

Hypoxies Répétées. 
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Tableau 5 : Tableau récapitulatif des résultats des différents tests de labyrinthe en Y réalisés chez les animaux 

WT tout au long des deux cinétiques expérimentales. Les cinétiques 1 et 2 correspondent respectivement à celles 

effectuées chez les animaux âgés de 4,5 mois et 7,5 mois lors des premières expositions au stress hypoxique 

répété. Cinétique 1 : WT-No : n = 7 ; WT-HR : n = 7. Cinétique 2 : WT-No : n = 6 ; WT-HR : n = 7. Réf : test de 

référence. No : Normoxie ; HR : Hypoxies Répétées.   

(b) Test de reconnaissance d’objets 

En complément de la réalisation des tests de labyrinthe en Y, nous avons évalué la mémoire 

de travail chez nos animaux grâce au test de reconnaissance d’objets (RO). Bien qu’ayant 

réalisé un nombre moins important d’évaluations avec ce test, nous avons toutefois pu 

observer des résultats similaires aux précédents, à savoir l’absence de troubles mnésiques 3 

jours après la dernière hypoxie, alors que de tels troubles ont pu être observés 13 jours après 

la dernière hypoxie (Tableau 6).   

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des 

résultats des différents tests de 

reconnaissance d’objets réalisés chez 

les animaux WT au cours des deux 

cinétiques expérimentales. Les 

cinétiques 1 et 2 correspondent 

respectivement à celles effectuées 

chez les animaux âgés de 4,5 mois et 

7,5 mois lors des premières expositions 

au stress hypoxique répété. Cinétique 

1 : WT-No : n = 7 ; WT-HR : n = 7. 

Cinétique 2 : WT-No : n = 6 ; WT-HR : n 

= 7. RO : Reconnaissance d’objets. No : 

Normoxie ; HR : Hypoxies Répétées.   

 

Remarque :  

Sur l’ensemble des tests comportementaux que nous avons réalisés chez les animaux WT, 

environ un tiers des tests effectués n’a pas pu être exploité en raison des difficultés mnésiques 

présentées par les animaux du groupe témoin (les animaux WT-No). 
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A la lumière de ces deux tests comportementaux, il apparaît que les animaux exposés à un 

stress hypoxique répété présenteraient une atteinte de leur mémoire spatiale à court terme et 

de leur mémoire de travail dès que l’évaluation mnésique serait réalisée plus de 3 jours après 

la dernière exposition à l’hypoxie. En deçà de ce délai, (ou tout au moins lorsque le test est 

réalisé 3 jours après le dernier stress hypoxique), la mémoire des animaux serait préservée. 

Les résultats des évaluations comportementales réalisées au cours du protocole d’hypoxies 

répétées chez les souris WT ont fait l’objet d’un article publié dans la revue de Médecine du 

Sommeil (Alves Pires et al., 2014). Le manuscrit de cette communication est présenté en 

annexe de cette thèse. 

(2)  Animaux THY-Tau22 

A la différence des résultats des tests comportementaux réalisés chez les souris WT, les 

résultats obtenus sur les animaux transgéniques THY-Tau22 sont plus difficiles à interpréter.  

En effet, d’après notre connaissance du modèle, l’atteinte de la mémoire spatiale à court 

terme visualisable par le test du labyrinthe en Y survient entre 6 et 9 mois. La mémoire de 

travail dans ce modèle n’a quant-à-elle pas été évaluée à ce jour, hormis dans le cadre de ce 

travail de thèse. 

(a) Test du labyrinthe en Y 

Concernant les résultats de l’évaluation mnésique par le test du labyrinthe en Y chez les 

animaux de la première cinétique, il semble que l’atteinte mnésique survienne entre la 25ème 

et la 29ème semaine (soit entre 6 et 7 mois), ces données étant cohérentes avec la littérature 

(Tableau 7). Il ne semble par ailleurs pas exister de différence majeure sur le plan mnésique 

entre les animaux exposés à la normoxie et ceux exposés au protocole d’hypoxies répétées. 

En revanche, les résultats obtenus chez les animaux THY-Tau22 de la seconde cinétique 

expérimentale nous indiquent qu’au même âge, alors que les animaux de la première 

cinétique présentaient déjà une atteinte mnésique, ceux de la seconde cinétique étaient 

toujours en mesure de reconnaître le bras nouveau lors du test du labyrinthe en Y. Ces facultés 

mnésiques semblaient d’ailleurs être conservées au moins jusqu’à l’âge de 13 mois chez ces 

animaux. Or, à cet âge, la quasi-totalité du cerveau est atteinte par la pathologie Tau, et les 

animaux présentent habituellement une atteinte cognitive sevère.  
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Tableau 7 : Tableau récapitulatif des résultats des différents tests de labyrinthe en Y réalisés chez les animaux 

transgéniques THY-Tau22 tout au long des deux cinétiques expérimentales. Les cinétiques 1 et 2 correspondent 

respectivement à celles effectuées chez les animaux âgés de 4,5 mois et 7,5 mois lors des premières expositions 

au stress hypoxique répété. Cinétique 1 : THY-Tau22-No : n = 5 ; THY-Tau22-HR : n = 5. Cinétique 2 : THY-Tau22-

No : n = 4 ; THY-Tau22-HR : n = 5. Réf : test de référence. No : Normoxie ; HR : Hypoxies Répétées.   

(b) Test de reconnaissance d’objets 

Le test de reconnaissance d’objets n’avait jusqu’à présent jamais été utilisé pour tester la 

mémoire des souris THY-Tau22. A la différence du Y maze, nous ne savions donc pas à quelle 

réponse des animaux du groupe contrôle nous attendre en fonction de leur âge, et donc de 

l’avancement de la pathologie.  

Il semblerait néanmoins qu’à l’âge de 33 semaines (7,5 mois), les souris THY-Tau22 du groupe 

contrôle (THY-Tau22-No) étaient encore capables de reconnaître un nouvel objet (Tableau 8).  

Par la suite, les tests de reconnaissance d’objets réalisés à partir de la 36ème semaine (soit 9 

mois) ont permis d’observer une altération mnésique pour l’ensemble des animaux : 

cinétiques 1 et 2, animaux contrôles (No) ou exposés au protocole d’hypoxies répétées (HR). 

Nous pouvons supposer que cette atteinte mnésique pourrait être une conséquence du 

développement de la pathologie Tau à cet âge. En effet, à un âge identique, les souris WT sont 

tout à fait capables de différencier un nouvel objet d’un objet familier.  
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Tableau 8 : Tableau récapitulatif des 

résultats des différents tests de 

reconnaissance d’objets réalisés chez 

les animaux transgéniques THY-Tau22 

au cours des deux cinétiques 

expérimentales. Les cinétiques 1 et 2 

correspondent respectivement à celles 

effectuées chez les animaux âgés de 4,5 

mois et 7,5 mois lors des premières 

expositions au stress hypoxique répété. 

Cinétique 1 : THY-Tau22-No : n = 5 ; 

THY-Tau22-HR : n = 5. Cinétique 2 : THY-

Tau22-No : n = 4 ; THY-Tau22-HR : n = 5. 

RO : Reconnaissance d’objets. No : 

Normoxie ; HR : Hypoxies Répétées.   

 

 

A la différence des observations réalisées chez les souris WT, aucun effet évident du stress 

hypoxique répété sur la mémoire spatiale à court terme ni la mémoire de travail n’a pu être 

observé dans notre modèle transgénique THY-Tau22. 

 Etude de la protéine Tau 

(1)  Analyses immunohistochimiques dans le cerveau des souris 

THY-Tau22 

Dans un premier temps, afin d’évaluer le développement de la DNF dans le cerveau de nos 

animaux transgéniques, en particulier au niveau de l’hippocampe, nous avons réalisé des 

immunomarquages anti-Tau sur plusieurs séries de coupes cérébrales. Par la suite, nous avons 

évalué la densité de marquage (reflet des quantités de protéines) dans l’hippocampe des 

animaux. 

Trois anticorps dirigés contre la protéine Tau ont été utilisés dans le cadre de ces 

expérimentations :  

- AT8, qui permet de reconnaître une hyper-phosphorylation de la protéine Tau ; 

- MC1, qui reconnaît une conformation de la protéine Tau caractéristique du stade pré-

agrégatif ; 

- AT100, qui reconnaît les protéines Tau agrégées. 

Les immunomarquages réalisés chez les animaux âgés de 10,5 mois (cinétique 1, Figure 27) et 

ceux réalisés chez les animaux âgés de 13,5 mois (cinétique 2, Figure 28) sont cohérents avec 

le développement de la DNF attendu à ces âges (Schindowski et al., 2006). Ils n’ont cependant 

pas permis de mettre en évidence d’effet du stress hypoxique répété sur les marquages 

immunohistochimiques de Tau. 
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Néanmoins, la technique d’immunohistochimie ne permet qu’une étude semi-quantitative de 

la protéine étudiée (ici la protéine Tau) ; ces résultats méritent donc d’être confirmés par 

d’autres études. 

 

Figure 27 : Marquages immunohistochimiques de la protéine Tau dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 âgées 

de 10,5 mois exposées ou non au protocole d’hypoxies répétées. A : Immunohistochimies AT8, MC1 et AT100 

réalisées dans l’hippocampe des souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 10,5 mois. B : Quantifications de la 

densité des marquages anti-Tau (reflet de la quantité protéique) dans l’hippocampe des animaux. THY-Tau22-

No : n = 5 ; THY-Tau22-HR : n = 5. Test Mann et Whitney : aucune différence significative. No : Normoxie ; HR : 

Hypoxies Répétées. 

 

Figure 28 : Marquages immunohistochimiques de la protéine Tau dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 âgées 

de 13,5 mois exposées ou non au protocole d’hypoxies répétées. A : Immunohistochimies AT8 et MC1 réalisées 

dans l’hippocampe des souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 13,5 mois. B : Quantifications de la densité des 

marquages anti-Tau (reflet de la quantité protéique) dans l’hippocampe des animaux. THY-Tau22-No : n = 4 ; 

THY-Tau22-HR : n = 5. Test Mann et Whitney : aucune différence significative. No : Normoxie ; HR : Hypoxies 

Répétées. 
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(2)  Analyses biochimiques : Western Blots 

Afin de déterminer si le protocole d’hypoxies répétées pouvait avoir un effet durable sur la 

biochimie de la protéine Tau (la mise à mort des animaux ayant eu lieu 14 jours après le 

dernier épisode hypoxique), nous avons réalisé une analyse biochimique par Western Blots à 

partir des échantillons de cortex de l’ensemble des animaux de chaque cinétique (24 souris 

issues de la cinétique 1 et 22 souris issues de la cinétique 2).  

Pour chaque groupe expérimental, nous avons utilisé un anticorps ciblant les protéines Tau 

hyperphosphorylées sur la sérine 396 (pS396), ainsi qu’un anticorps reconnaissant l’ensemble 

des protéines Tau (Tau-Cter).  

Ces études ne nous ont pas permis de mettre en évidence de modification de la 

phosphorylation de protéine Tau ni des quantités totales de protéines Tau (chez les animaux 

WT et THY-Tau22) pour les épitopes testés, qu’il s’agisse des animaux âgés de 10,5 mois 

(Figure 29) ou 13,5 mois (Figure 30) lors de la mise à mort des animaux. 

Ces observations mériteraient toutefois une étude biochimique plus approfondie de la 

protéine Tau pour être confirmés.  

 

Figure 29 : Western Blots représentatifs des marquages anti-Tau réalisés chez les souris WT et THY-Tau22 âgées 

de 10,5 mois lors de la mise à mort et exposées ou non au protocole d’hypoxies répétées. A, B : 

immunomarquages des protéines Tau phosphorylées (pS396) et totales (Tau-Cter) chez les souris WT-No (n = 7) 

et WT-HR (n = 7) (A), et chez les souris THY-Tau22-No (n = 5) et THY-Tau22-HR (n = 5) (B). C, D : Quantifications 

des immunomarquages des protéines Tau phosphorylées et totales chez les animaux WT (C) et les animaux 

transgéniques THY-Tau22 (D) exposés ou non au protocole d’hypoxies répétées. Les résultats ont été normalisés 

sur la β-actine. Test de Mann et Whitney : pas de différence significative entre les animaux exposés à la normoxie 

et ceux soumis au protocole d’hypoxies répétées. No : Normoxie, HR : Hypoxies Répétées. 
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Figure 30 : Western Blots représentatifs des marquages anti-Tau réalisés chez les souris WT et THY-Tau22 âgées 

de 13,5 mois lors de la mise à mort et exposées ou non au protocole d’hypoxies répétées. A, B : 

immunomarquages des protéines Tau phosphorylées (pS396) et totales (Tau-Cter) chez les souris WT-No (n = 6) 

et WT-HR (n = 6) (A), et chez les souris THY-Tau22-No (n = 4) et THY-Tau22-HR (n = 5) (B). C, D : Quantifications 

des immunomarquages des protéines Tau phosphorylées et totales chez les animaux WT (C) et les animaux 

transgéniques THY-Tau22 (D) exposés ou non au protocole d’hypoxies répétées. Les résultats ont été normalisés 

sur la β-actine. Test de Mann et Whitney : pas de différence significative entre les animaux exposés à la normoxie 

et ceux soumis au protocole d’hypoxies répétées. No : Normoxie, HR : Hypoxies Répétées.  

Au total, il semble donc que le protocole d’hypoxies répétées utilisé dans le cadre de nos 

expérimentations à Lille ne modifie pas de façon durable la biologie de la protéine Tau murine 

ni de la protéine Tau humaine étudiée par immunohistochimies et Western Blots. 

 Dosages plasmatiques de l’EPO 

Concernant les animaux WT et THY-Tau22 pour lesquels les expositions au stress hypoxique 

répété ont débuté à l’âge de 4,5 mois (Cinétique 1), aucune variation des concentrations 

plasmatiques d’érythropoïétine (EPO) n’a pu être observée chez les animaux exposés au 

protocole d’hypoxies répétées (HR) comparativement aux animaux des groupes contrôles (No) 

(Figure 31), indépendamment du nombre total d’expositions à l’hypoxie (ici 24 ou 33). Cette 

absence de variation dans les groupes exposés au stress hypoxique a été retrouvée de façon 

similaire lorsque leur dernière exposition à l’hypoxie datait de 3, 4, 14 ou 17 jours.   

De plus, afin d’évaluer l’évolution temporelle de la réponse à l’hypoxie dans un même groupe 

d’animaux, nous avons comparé, pour chaque groupe, les concentrations plasmatiques 

mesurées 3 ou 4 jours après le dernier épisode hypoxique avec les concentrations 

plasmatiques mesurées 14 ou 17 jours après celui-ci, grâce à un test Wilcoxon. A nouveau, 

aucune variation significative n’a pu être observée au sein d’un même groupe, les 
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concentrations plasmatiques d’EPO semblant être stables entre 3 et 17 jours après la dernière 

exposition au stress hypoxique.  

 

Figure 31 : Dosages ELISA de l’EPO chez les animaux WT et THY-Tau22 âgés de 10,5 mois au moment de la mise 

à mort. WT-No : n = 7 ; WT-HR : n = 7 ; THY-Tau22-No : n = 5 ; THY-Tau22-HR : n = 5. Dosage de l’EPO plasmatique 

après un total de 24 (A, B) et 33 (C, D) expositions à l’hypoxie (FiO2 égale à 8% pendant une heure) chez les 

animaux WT (A, C) et THY-Tau22 (B, D) âgés de 4,5 mois au début des expérimentations et 10,5 mois lors de la 

mise à mort. L’âge des animaux au moment de chaque prélèvement plasmatique est indiqué entre parenthèses 

à côté de la distance par rapport à la dernière exposition à l’hypoxie.  Comparaison des groupes exposés aux 

hypoxies répétées (HR) avec leurs contrôles (No) par un test Mann et Whitney. Comparaison des animaux du 

même groupe à J + 4 et J + 14 (exemple WT-No J + 4 versus WT-No J + 14) par un test Wilcoxon. Aucune différence 

significative n’a été observée. No : Normoxie ; HR : Hypoxies Répétées. 

En ce qui concerne les animaux WT et THY-Tau22 pour lesquels l’exposition au stress 

hypoxique répété a débuté plus tardivement (à 7,5 mois), les différents prélèvements 

plasmatiques effectués après un total de 22, 25 ou 30 expositions à l’hypoxie n’ont pas permis 

de mettre en évidence d’effet du stress hypoxique répété (HR) chez les animaux WT et THY-

Tau22 comparativement aux animaux des groupes contrôles respectifs (WT-No et THY-Tau22-

No) ; indifféremment du moment du prélèvement (3, 4, 14 ou 17 jours) par rapport à la 

dernière exposition à l’hypoxie (Figure 32).  

  



 
98 

 

Figure 32 : Dosages ELISA de l’EPO chez les animaux WT et THY-Tau22 âgés de 13,5 mois au moment de la mise 

à mort. WT-No : n = 6 ; WT-HR : n = 7 ; THY-Tau22-No : n = 4 ; THY-Tau22-HR : n = 5. Dosage de l’EPO plasmatique 

après un total de 22 (A, B), 25 (C, D) et 30 (E, F) expositions à l’hypoxie (FiO2 égale à 8% pendant une heure) chez 

les animaux WT (A, C, E) et THY-Tau22 (B, D, F) âgés de 7,5 mois au début des expérimentations et 13,5 mois lors 

de la mise à mort. L’âge des animaux au moment de chaque prélèvement plasmatique est indiqué entre 

parenthèses à côté de la distance par rapport à la dernière exposition à l’hypoxie.  Comparaison des groupes 

exposés aux hypoxies répétées (HR) avec leurs contrôles (No) par un test Mann et Whitney. Comparaison des 

animaux du même groupe à J + 4 et J + 14 (exemple WT-No J + 4 versus WT-No J + 14) par un test de Wilcoxon. 

* p < 0,05. No : Normoxie ; HR : Hypoxies Répétées 
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En revanche, la comparaison des concentrations plasmatiques d’EPO chez les animaux d’un 

même groupe à différents moments a permis de mettre en évidence une augmentation 

significative de cette concentration chez les animaux WT contrôles, 14 jours après l’exposition 

à la 25ème hypoxie, comparativement à la concentration plasmatique mesurée 11 jours plus 

tôt (à 3 jours de la 25ème hypoxie). Une tendance à l’augmentation des concentrations 

plasmatiques d’EPO à distance de la dernière hypoxie semble également exister dans les 

autres groupes expérimentaux, après 22 et 25 expositions à l’hypoxie, bien que ces variations 

ne soient pas significatives. Il est difficile d’expliquer ces observations ; néanmoins, 

puisqu’elles semblent survenir indifféremment chez les animaux exposés à la normoxie et 

ceux exposés au protocole d’hypoxies répétées, nous pouvons imaginer qu’un autre facteur 

que l’hypoxie puisse interférer avec ces observations.  

Le protocole d’hypoxies répétées utilisé dans le cadre de ces expérimentations ne semble pas 

entraîner de modification durable des concentrations plasmatiques d’EPO, puisqu’aucune 

différence n’a pu être mise en évidence entre les groupes hypoxiés et les animaux contrôles 3, 

4, 14 ou 17 jours après la dernière exposition à l’hypoxie.  
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III. Discussion intermédiaire 

 Dosages plasmatiques de l’EPO 

Les dosages ELISA réalisés sur les différents échantillons plasmatiques prélevés au cours de 

nos deux cinétiques expérimentales n’ont pas permis de mettre en évidence d’effet du stress 

hypoxique répété sur les concentrations plasmatiques d’EPO, 3 à 17 jours après la dernière 

exposition à l’hypoxie, indépendamment de la lignée murine étudiée (WT ou THY-Tau22) et 

du nombre total d’expositions à l’hypoxie.  

Ces études ne nous ont toutefois pas permis de caractériser la réponse immédiate de 

l’organisme à l’hypoxie, puisque les prélèvements les plus rapprochés ont été réalisés 3 jours 

après la dernière exposition à l’hypoxie. Or, il a été décrit dans la littérature que l’élévation 

des quantités plasmatiques d’EPO survenait rapidement en réponse au stress hypoxique 

(Jelkmann, 2011).  

Nos travaux montrent néanmoins l’absence de perturbation durable du métabolisme de l’EPO 

chez les animaux exposés pendant 6 mois à un stress hypoxique répété, suggérant un retour 

à la normale des quantités d’EPO plasmatiques entre deux expositions à l’hypoxie dans notre 

modèle. 

Lors de la préparation initiale de ces différentes expérimentations, nous avions envisagé la 

possibilité de réaliser des prélèvements sanguins chez les animaux lors de leur sortie du 

dispositif à hypoxies, afin de déterminer la réponse immédiate de l’organisme à l’hypoxie, 

puisque nous ne disposions pas à l’époque de matériel permettant une mesure de la SaO2 

chez nos animaux. Toutefois, il nous a semblé que réaliser un prélèvement sanguin sur un 

animal qui venait d’être exposé pendant une heure à une hypoxie sévère (FiO2 égale à 8%) 

pourrait aggraver l’hypoxémie en théorie présente dans son organisme (en raison de la baisse 

transitoire du volume sanguin causée par le prélèvement). Considérant que cela aurait pu 

constituer un biais dans le cadre de l’évaluation des conséquences de notre stress hypoxique 

répété, nous avons préféré différer les prélèvements plasmatiques à quelques jours après la 

dernière exposition à l’hypoxie.  

Par ailleurs, l’étude comparative des concentrations plasmatiques d’EPO au sein d’un même 

groupe 3 (ou 4) jours et 14 (ou 17) jours après la dernière exposition à l’hypoxie semble mettre 

en évidence une tendance à l’augmentation de ces concentrations pour les prélèvements 

effectués à distance (14 ou 17 jours) du dernier stress hypoxique. Toutefois, ces observations 

étant retrouvées également dans les groupes d’animaux contrôles (No), il est probable 

qu’elles ne soient pas dues au stress hypoxique lui-même. Nous pouvons en revanche 

imaginer que ces augmentations modérées reflèteraient plutôt une réponse physiologique de 

l’organisme par rapport à l’hypovolémie transitoire induite par le prélèvement sanguin 

effectué sur les animaux quelques jours auparavant.  
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  Evaluations comportementales : effets du protocole d’hypoxies 

répétées sur la mémoire à court terme des animaux 

Les évaluations comportementales réalisées chez les animaux WT dans le cadre de nos deux 

cinétiques expérimentales nous ont permis de mettre en évidence un effet inattendu du 

protocole d’hypoxies répétées sur la mémoire spatiale à court terme et la mémoire de travail 

des animaux.  

En effet, alors qu’aucune atteinte mnésique n’avait pu être observée lorsque les tests 

comportementaux étaient réalisés 3 jours après la dernière hypoxie, les animaux WT exposés 

au protocole d’hypoxies répétées présentaient une atteinte mnésique (dans le test du 

labyrinthe en Y et dans le test de reconnaissance d’objets) lorsque ces tests comportementaux 

étaient effectués 4, 14 ou 17 jours après la dernière exposition au stress hypoxique.  

De façon intéressante, l’atteinte mnésique présentée par ces animaux semblait être 

réversible, puisqu’à la suite de la reprise du protocole d’hypoxies répétées, les animaux du 

groupe WT-HR semblaient à nouveau être en mesure de reconnaître le bras nouveau dans le 

test du labyrinthe en Y ; témoignant d’une mémoire spatiale à court terme non altérée.  

Bien que n’ayant pas réalisé d’études dans ce sens, nous pouvons émettre l’hypothèse que la 

répétition du stress hypoxique chez nos animaux sur une longue durée leur permettrait de 

développer une forme de résistance cérébrale à l’hypoxie, comme cela a été décrit dans la 

littérature pour les modèles de préconditionnement hypoxique (Samoilov et al., 2003).  

L’existence de troubles de la mémoire à court terme dans un modèle murin WT exposé à un 

protocole d’hypoxies répétées sur une longue durée d’exposition est cohérente avec les 

données de la littérature ayant rapporté des troubles mnésiques similaires chez les 

montagnards se rendant régulièrement en haute montagne (et étant donc exposés de façon 

répétée à un stress hypoxique).  

En ce qui concerne les résultats des différents tests comportementaux réalisés chez les 

animaux WT, nous avons dû exclure de nombreux tests pour lesquels le comportement des 

animaux n’était pas exploitable. Plusieurs raisons peuvent expliquer les difficultés que nous 

avons rencontrées lors de ces études.  

La première d’entre elle est directement liée aux locaux dans lesquels ont été réalisés les tests 

cognitifs. En effet, les locaux dans lesquels se trouvaient les animaux étaient récents car le 

bâtiment dans lequel ils se trouvaient était en cours de rénovation. Malheureusement, il nous 

est arrivé à plusieurs reprises d’être dérangés au cours d’un test comportemental par des 

bruits d’un chantier situé à l’étage inférieur de celui où nous nous trouvions, perturbant les 

animaux dont nous essayions d’évaluer la mémoire.  

La seconde raison pour laquelle nous avons rencontré des difficultés lors de la réalisation des 

tests comportementaux est liée à la répétition des tests comportementaux eux-mêmes. En 

effet, lors des premières évaluations mnésiques réalisées dans le labyrinthe en Y, nous n’avons 

pas noté de comportement exploratoire inhabituel chez les animaux ; ceux-ci explorant 
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rapidement l’ensemble des 3 bras une fois qu’ils avaient été placés dans le labyrinthe. En 

revanche, lors des derniers tests comportementaux, nous avons pu remarquer une certaine 

« lassitude » des animaux vis-à-vis de ce test ; leur comportement exploratoire étant alors 

fortement réduit. Ainsi, lorsque les animaux étaient placés dans le bras de départ du 

labyrinthe, ils tardaient à explorer leur environnement, rendant complexe l’analyse des 

résultats. Il nous est même arrivés, à plusieurs reprises, d’observer une totale passivité de 

l’animal dans le test ; celui-ci restant assis à l’emplacement où nous l’avions posé, et semblant 

« attendre patiemment » que l’expérimentateur « revienne le chercher ». Ce désintérêt vis-à-

vis du test du labyrinthe en Y a été de plus en plus observé au fur et à mesure de la répétition 

des évaluations comportementales.  

En ce qui concerne les animaux transgéniques THY-Tau22 exposés au protocole d’hypoxies 

répétées, nos évaluations comportementales ne nous ont pas permis de mettre en évidence 

de différence des capacités mnésiques chez ces animaux, comparativement aux animaux 

transgéniques contrôles (THY-Tau22-No). De manière générale, l’ensemble des données 

comportementales obtenues chez les animaux transgéniques est difficilement interprétable, 

notamment du fait des incohérences retrouvées chez les animaux de la seconde cinétique, qui 

semblaient ne pas présenter de troubles cognitifs après un an alors qu’à cet âge la pathologie 

Tau est présente dans l’ensemble du cerveau, entraînant un déficit mnésique important chez 

ces animaux.  

Enfin, même si l’atteinte comportementale présente chez la souris transgénique THY-Tau22 

pouvait être aggravée par le protocole d’hypoxies répétées, il serait difficile de percevoir une 

aggravation du déficit mnésique chez ces animaux (THY-Tau22-HR), comparativement aux 

animaux contrôles (THY-Tau22-No), puisque ces derniers présentent eux-mêmes un déficit 

cognitif. Il aurait en revanche pu être possible d’observer, chez ces animaux, une survenue 

éventuelle précoce des troubles cognitifs sous hypoxies répétées (les animaux THY-Tau22-HR 

auraient alors présenté une atteinte cognitive à un âge plus jeune que les animaux THY-Tau22-

No). 

Pour finir, il faut garder à l’esprit que les résultats de ces évaluations comportementales 

concernent des faibles nombres d’animaux (n compris entre 4 et 7 selon le groupe 

expérimental et la cinétique). Ces observations mériteraient donc d’être reproduites pour 

confirmer les résultats de notre étude.  

 Etude de la protéine Tau 

Les premiers résultats disponibles concernant l’étude de la protéine Tau après 6 mois 

d’exposition à un protocole d’hypoxies répétées ne semblent pas indiquer d’effet majeur de 

ce stress hypoxique répété sur la phosphorylation de Tau ni sur les quantités totales de 

protéines Tau, pour les différents épitopes testés (AT8, MC1, AT100, pS396 et Tau-Cter). 

Ces études restent néanmoins très préliminaires, et auraient nécessité une investigation plus 

poussée pour confirmer l’absence d’effet du stress hypoxique répété. Nous aurions pu par 

exemple réaliser une électrophorèse bidimensionnelle afin d’étudier l’état de 
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phosphorylation global de la protéine Tau. Nous aurions pu également réaliser un 

fractionnement soluble/insoluble afin d’étudier la répartition des espèces protéiques de Tau 

entre ces deux fractions, et donc d’évaluer l’agrégation des protéines Tau. 

De même, les animaux ayant été mis à mort 14 jours après la dernière exposition au stress 

hypoxique, nous ne pouvons pas exclure l’existence d’un possible effet transitoire du stress 

hypoxique répété sur la protéine Tau (qui n’aurait pas pu être visualisé chez nos animaux en 

raison du délai important entre la dernière hypoxie et la mise à mort des souris).  

Enfin, notre étude par Western Blot a été réalisée uniquement dans le cortex des animaux. 

Bien que celui-ci soit atteint par la DNF aux âges auxquels les animaux ont été mis à mort, il 

aurait également été intéressant d’évaluer la protéine Tau dans l’hippocampe des animaux 

(siège notamment de la mémoire spatiale).  

 

Cependant, devant l’importante charge de travail qu’aurait constitué une étude plus poussée 

de la protéine Tau, et au vu de la complexité d’interprétation des données comportementales 

dans notre modèle transgénique, il nous a été recommandé, dans le cadre de ma première 

évaluation annuelle d’avancement des travaux de thèse (par les membres du Comité de Suivi 

de Thèse), de concentrer la suite de mes travaux de recherche sur l’évaluation des 

conséquences d’un stress hypoxique intermittent sur la mémoire et la pathologie Tau dans le 

modèle THY-Tau22.   
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 Partie expérimentale 2 : Etude des effets d’un protocole 

d’hypoxies intermittentes sur la cognition et la pathologie Tau chez des 

souris WT et THY-Tau22 (hypoxies Grenoble) 
 

I. Introduction / Objectifs 

La principale caractéristique du syndrome d’apnées du sommeil (SAS) est l’existence 

d’épisodes d’apnées et/ou d’hypopnées au cours du sommeil des patients, ayant pour 

conséquence une hypoxémie nocturne intermittente. Afin d’étudier dans quelles mesures 

cette hypoxémie nocturne pouvait affecter la protéine Tau, et donc éventuellement 

potentialiser la dégénérescence neurofibrillaire préexistante chez les patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer (MA) et présentant un SAS, nous avons exposé des animaux 

transgéniques modélisant la pathologie Tau a un protocole de stress hypoxique intermittent.  

Une corrélation entre la sévérité de l’hypoxémie et celle de l’atteinte cognitive semblant 

exister en clinique humaine chez les patients présentant un SAS et une MA, nous avons choisi 

d’utiliser un protocole de stress hypoxique intermittent modélisant un SAS sévère en clinique 

humaine (c’est-à-dire entraînant des désaturations artérielles en oxygène majeures) dans le 

cadre de nos expérimentations.  

Ainsi, des animaux transgéniques THY-Tau22 (modélisant la pathologie Tau) ainsi que leurs 

contrôles littermates ont été exposés à un protocole d’hypoxies intermittentes avec une FiO2 

variant de 21% à 5% par cycles de 60 secondes, 8 heures par jour pendant 15 jours. Afin 

d’évaluer l’effet de ce stress hypoxique intermittent sur la pathologie Tau à différents stades 

de développement, nous avons utilisé des animaux âgés de 5 mois dans le cadre d’une 

première série d’expérimentations, puis des animaux âgés de 8 mois, présentant donc une 

pathologie Tau plus développée que les précédents.  

Le premier objectif de ce travail de thèse a consisté en l’étude de la pathologie Tau dans le 

modèle transgénique THY-Tau22 après exposition à deux semaines de protocole d’hypoxies 

intermittentes.   

Le second objectif de ces travaux était d’évaluer la mémoire des animaux exposés au stress 

hypoxique intermittent.  

Enfin, nous avons souhaité caractériser la réponse à l’hypoxie dans notre modèle par l’étude 

du facteur induit par l’hypoxie (HIF), de l’érythropoïétine (EPO) et du facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire (VEGF) ; ainsi que par l’étude des marqueurs de stress oxydant, de 

neuroinflammation et d’apoptose ; des variations de ces différents marqueurs ayant été 

décrites sous hypoxie intermittente dans la littérature.     
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II. Résultats 

Dans la seconde partie expérimentale de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à 

l’effet d’un stress hypoxique intermittent (FiO2 variant de 21% à 5% par cycles de 60 secondes, 

8 heures par jour pendant 15 jours) sur différents paramètres (SaO2, fréquence cardiaque, 

études des facteurs HIF, de l’EPO et du VEGF, mémoire, pathologie Tau, stress oxydant, 

inflammation et apoptose).  

Un total de 81 animaux a été utilisé dans le cadre de ces expérimentations ; répartis en 40 

animaux âgés de 5 mois (WT-No : n = 10 ; WT-HI : n = 10 ; THY-Tau22-No : n = 10 ; THY-Tau22-

HI : n = 10) et 41 animaux âgés de 8 mois (WT-No : n = 11 ; WT-HI : n = 10 ; THY-Tau22-No : n 

= 9 ; THY-Tau22-HI : n = 11). 

 Validation du protocole d’hypoxies intermittentes 

Dans un premier temps, nous avons souhaité valider le modèle d’hypoxies intermittentes 

choisi. Pour cela, nous avons réalisé des enregistrements de la SaO2 et de la fréquence 

cardiaque des animaux au cours de l’exposition à l’hypoxie intermittente ou à la normoxie.  

En parallèle, un suivi du poids a été réalisé au début, pendant, et à la fin des deux semaines 

de protocole pour l’ensemble des animaux. 

Par ailleurs, une exploration de différents marqueurs de réponse au stress hypoxique a été 

réalisée, par des études biochimiques (dosages ELISA de l’EPO et du VEGF plasmatiques), une 

analyse immunohistologique (marquage anti-VEGF sur les coupes cérébrales) et une analyse 

transcriptomique (réalisée sur des échantillons de cortex et d’hippocampe). 

(1)  Enregistrements de SaO2 et de FC en fonction de la FiO2 

Au cours de nos deux cinétiques d’expérimentation (animaux âgés de 5 et 8 mois), nous avons 

réalisé des enregistrements de SaO2 et de FC sur plusieurs animaux des groupes HI lors de la 

phase d’exposition au protocole d’hypoxies intermittentes, mais aussi sur des animaux des 

groupes contrôles (No), dans les mêmes conditions environnementales (notamment en raison 

du bruit de l’appareillage lors de la phase d’hypoxies intermittentes). Pour cette exploration, 

2 souris contrôles (No) et 3 souris hypoxiées (HI) de chaque lignée (WT et THY-Tau22) ont été 

utilisées parmi les animaux âgés de 5 mois ; et seulement 1 souris contrôle (No) et 2 souris 

hypoxiées (HI) de chaque lignée (WT et THY-Tau22) parmi les animaux âgés de 8 mois. 

Remarque :  

A la fin des enregistrements, la cage des animaux des groupes HI a été placée en condition de 

normoxie pendant une dizaine de minutes, ceci afin d’observer les tracés de ces animaux lors 

des deux périodes (HI et normoxie). Au terme de ce court enregistrement en condition de 

normoxie, les animaux ont immédiatement été replacés avec leurs congénères, et donc à 

nouveau exposés au protocole d’HI. La figure 33 représente l’enregistrement d’un animal 

appartenant à un groupe exposé au protocole d’HI, lors de son exposition au protocole d’HI et 

de sa brève exposition à la normoxie. 
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Les différents enregistrements réalisés chez les animaux âgés de 5 mois et ceux âgés de 8 mois 

nous ont permis d’observer une corrélation étroite entre la courbe de SaO2 et celle de FiO2 

(figure 33), ainsi qu’une élévation importante de la fréquence cardiaque (FC) sous hypoxie. 

Les tracés obtenus chez les animaux transgéniques THY-Tau22 étaient comparables à ceux 

observés chez les animaux WT.  

 

Figure 33 : Exemple d’enregistrement de SaO2 et de fréquence cardiaque (FC) chez un animal exposé au protocole 

d’HI (ici une souris WT-HI âgée de 5 mois), pendant son exposition à la condition hypoxique et son bref retour à 

la condition de normoxie (entre la 30ème et la 40ème minute d’enregistrement). SaO2 : saturation en oxygène, FC : 

fréquence cardiaque, FiO2 : fraction inspirée en oxygène. 

 

Les tracés réalisés chez les animaux exposés au protocole d’HI nous ont permis d’observer une 

normalisation quasi immédiate de la SaO2 lors du retour à la condition de normoxie (Figure 

33).   

Ces constatations ont été confirmées lors de l’analyse des enregistrements. Ainsi, lorsque l’on 

s’intéresse aux valeurs moyennes, minimales et maximales de la SaO2 et de la FiO2, nous 

pouvons observer des valeurs comparables entre les animaux des groupes HI enregistrés 

brièvement en période de normoxie et leurs animaux contrôles respectifs (groupes No) 

(tableaux 9 et 10).  

Lorsque l’on s’intéresse plus particulièrement à la SaO2 chez les animaux exposés au protocole 

d’HI, on note, pour tous les groupes d’animaux (WT et THY-Tau22 ; 5 et 8 mois), une SaO2 
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moyenne d’environ 80% et une FiO2 d’environ 40%, ce qui correspond, en clinique humaine à 

un SAS sévère.  

 

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des enregistrements de SaO2, FiO2 et FC réalisés chez les animaux âgés de 5 

mois. SaO2 : saturation en oxygène, FC : fréquence cardiaque, FiO2 : fraction inspirée en oxygène. No : Normoxie ; 

HI : Hypoxie Intermittente. BPM : Battements par minute. WT-No : n = 2 ; WT-HI : n = 3 ; THY-Tau22-No : n = 2 ; 

THY-Tau22-HI : n = 3. 

 

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des enregistrements de SaO2, FiO2 et FC réalisés chez les animaux âgés de 8 

mois. SaO2 : saturation en oxygène, FC : fréquence cardiaque, FiO2 : fraction inspirée en oxygène. No : Normoxie ; 

HI : Hypoxie Intermittente. BPM : Battements par minute. *Remarque : un seul enregistrement a pu être réalisé 

dans les deux groupes d’animaux contrôles, expliquant l’absence de valeur d’écart type dans le tableau. WT-No : 

n = 1 ; WT-HI : n = 2 ; THY-Tau22-No : n = 1 ; THY-Tau22-HI : n = 2.  
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Concernant la fréquence cardiaque, les résultats sont plus difficiles à interpréter en raison de 

la plus grande variabilité interindividuelle. Alors que la FiO2 est une variable imposée par 

l’expérimentateur et la SaO2 une réponse physiologique de l’organisme à la FiO2 de son 

environnement, la FC, quant à elle, est sensible à plusieurs paramètres, notamment celui du 

stress des animaux. Il semblerait néanmoins qu’une élévation brève de la fréquence cardiaque 

survienne à chaque « pic » de désaturation (Figure 33), et que la fréquence cardiaque 

moyenne soit plus élevée sous hypoxie qu’en condition de normoxie, ceci ayant été observé 

sur différents tracés. Ces observations n’apparaissent toutefois pas à la lecture des tableaux 

9 et 10, probablement en raison du stress des animaux. En effet, la durée moyenne 

d’enregistrement était d’environ 30 minutes par animal, soit un temps relativement court si 

l’on prend en compte l’isolement brutal de l’animal dans une cage individuelle et la présence 

du clip cervical autour de son cou, deux évènements très stressants pour un rongeur. Afin de 

confirmer nos observations relatives à la FC, il aurait probablement fallu réaliser des 

enregistrements sur des durées beaucoup plus longues, afin que l’animal ait le temps de 

s’habituer à la présence du clip et à son isolement dans une cage d’expérimentation 

individuelle.  

En résumé : 

- La SaO2 est étroitement corrélée à la FiO2 imposée aux animaux, indépendamment de 

leur âge et de leur lignée. 

- Une normalisation quasi immédiate de la SaO2 a été observée lors du retour à la 

condition de normoxie chez les animaux des groupes HI ; suggérant l’absence d’effet 

résiduel du protocole d’HI sur ce paramètre. 

- Les SaO2 moyennes et minimales enregistrées sous hypoxie correspondent à un SAS 

sévère en clinique humaine et ne sont pas sensibles à l’âge ou à la lignée des animaux.  

- Il semblerait qu’une élévation globale de la FC ait lieu sous hypoxie, et qu’elle soit 

accompagnée d’une élévation transitoire de la FC à chaque « pic » de désaturation. 

(2) Suivi du poids des animaux 

Une perte de poids ayant été rapportée dans la littérature chez les animaux exposés à ce 

protocole d’hypoxies intermittentes (Polak et al., 2013), nous avons réalisé des mesures du 

poids de l’ensemble des animaux de nos différents groupes au début, au cours et à la fin du 

protocole d’hypoxie intermittente (Figure 34).  

Comme attendu, une perte de poids significative a pu être observée dans tous les groupes 

d’animaux exposés au protocole d’HI, indépendamment de l’âge ou de la lignée (Tableau 11). 

Ainsi, une perte de poids moyenne comprise entre -1,4 et -1,9 g a été observée lors de cette 

étude, ces résultats étant comparables à ceux de la littérature (Polak et al., 2013).  

Par ailleurs, nous avons noté une différence de poids de base (J0) significative entre les 

animaux des groupes WT et ceux des groupes THY-Tau22, le poids des animaux transgéniques 

étant significativement inférieur (-0,8 g à 5 mois et -2,2 g à 8 mois) à celui des animaux 

littermates. Cette différence se maintenait au terme de l’expérimentation (J14)  (Figure 35). 
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Ainsi, après 14 jours d’expérimentation, le poids des animaux THY-Tau22 était 

significativement inférieur à celui des animaux WT, dans les groupes contrôles (No) (-0,9 g à 5 

mois et -2,0 g à 8 mois) et dans les groupes exposés au protocole d’HI (-1,4 g à 5 mois et -2,7 

g à 8 mois).  

Cette différence de poids avait été préalablement décrite au sein du laboratoire (Leboucher 

et al., 2013), et serait due à une prise alimentaire inférieure à celle des animaux littermates, 

ainsi qu’à une augmentation d’activité (données non publiées car en cours de caractérisation 

au sein du laboratoire). 

 

 

 

Figure 34 : Suivi du poids des animaux. A, B : animaux âgés de 5 mois. C, D : animaux âgés de 8 mois. A : WT-No : 

n = 10 ; WT-HI : n = 10. B : THY-Tau22-No : n = 10 ; THY-Tau22-HI : n = 10. C : WT-No : n = 11 ; WT-HI : n = 10. D : 

THY-Tau22-No : n = 9; THY-Tau22-HI : n = 11. * p < 0,05 ; groupes No vs HI (test Mann et Whitney). # p < 0,05 ; 

J7/J8/J11/J14 vs J0 groupes No (test Wilcoxon). ° p < 0,05 ; J7/J8/J11/J14 vs J0 groupes HI (test Wilcoxon). No : 

Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 
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Tableau 11 : Tableau récapitulatif des variations de poids mesurées dans les différents groupes d’animaux entre 

le début et la fin du protocole d’hypoxies intermittentes. * p < 0,05 ; ΔJ14-J0 pour tous les groupes (test Wilcoxon). 

No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 

 

 

Figure 35 : Représentation des poids en baseline (A) et des poids au terme des expérimentations (B, C) chez les 

animaux âgés de 5 mois (A, B) et 8 mois (A, C). * p < 0,05 (test Mann et Whitney). A : WT 5 mois : n = 20 ; THY-

Tau22 5 mois : n = 20 ; WT 8 mois : n = 21 ; THY-Tau22 8 mois : n = 20. B : WT-No J14 : n = 10 ; THY-Tau22-No J14 : 

n = 10 ; WT-HI J14 : n = 10 ; THY-Tau22-HI J14 : n = 10. C : WT-No J14 : n = 11 ; THY-Tau22-No J14 : n = 9 ; WT-HI J14 : 

n = 10 ; THY-Tau22-HI J14 : n = 11. No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 

 

En résumé : 

- En accord avec les données de la littérature, nous avons observé une perte de poids 

significative chez nos animaux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes. 

- Cette perte de poids était comparable entre les différents groupes ; indifféremment 

de l’âge ou de la lignée. 

  

(3)  Etude des marqueurs de stress hypoxique 

Afin de mieux caractériser la réponse à l’hypoxie de nos différents groupes d’animaux, nous 

avons réalisé des dosages plasmatiques ainsi que des marquages immunohistochimiques et 

des études transcriptomiques à partir des échantillons cérébraux de différents marqueurs de 

réponse à l’hypoxie.  
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(a) Marqueurs périphériques 

Dans un premier temps, nous avons réalisé des dosages plasmatiques des quantités d’EPO et 

de VEGF, à partir des échantillons récupérés lors du sacrifice des animaux (Figure 36). A 

l’exception d’une souris âgée de 5 mois issue du groupe WT-HI pour laquelle le plasma n’a pas 

pu être collecté lors du sacrifice, les plasmas de tous les animaux ont été dosés (soit un total 

de 80 échantillons). 

  

Figure 36 : Dosages ELISA de l’EPO et du VEGF chez les animaux WT et THY-Tau22 âgés de 5 mois (A, C) et 8 mois 

(B, D). A : Dosage de l’EPO plasmatique chez les animaux âgés de 5 mois. WT-No : n = 10 ; WT-HI : n = 9 ; THY-

Tau22-No : n = 10 ; THY-Tau22-HI : n = 10. B : Dosage de l’EPO plasmatique chez les animaux âgés de 8 mois. WT-

No : n = 11 ; WT-HI : n = 10 ; THY-Tau22-No : n = 9 ; THY-Tau22-HI : n = 11. C : Dosage du VEGF plasmatique chez 

les animaux âgés de 5 mois. WT-No : n = 10 ; WT-HI : n = 9 ; THY-Tau22-No : n = 10 ; THY-Tau22-HI : n = 10. D : 

Dosage du VEGF plasmatique chez les animaux âgés de 8 mois. WT-No : n = 11 ; WT-HI : n = 10 ; THY-Tau22-No : 

n = 9 ; THY-Tau22-HI : n = 11. * p < 0,05 ; # p = 0.0554 ; test Mann et Whitney. No : Normoxie ; HI : Hypoxie 

Intermittente. 
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Concernant les animaux âgés de 5 mois, nous avons observé une augmentation significative 

(ou quasi significative pour le dosage d’EPO chez les souris WT) des taux plasmatiques d’EPO 

(de l’ordre du double chez les souris WT et du triple chez les souris THY-Tau22), associée à une 

diminution significative de VEGF chez les animaux exposés au protocole d’HI (les taux de VEGF 

étant environ 13 fois inférieurs sous hypoxie chez les animaux WT et 5 fois chez les animaux 

THY-Tau22).  

En revanche, chez les animaux âgés de 8 mois, les mêmes variations semblent persister mais 

les différences entre les groupes contrôles et les groupes hypoxiés ne sont plus significatives, 

suggérant une réponse atténuée à l’hypoxie. 

(b) Marqueurs cérébraux 

En parallèle de l’étude des marqueurs plasmatiques de réponse à l’hypoxie, nous avons réalisé 

des études transcriptomiques d’expression de HIF-1A et de VEGF-A dans le cortex et 

l’hippocampe des animaux (Figure 37). Pour cela, la moitié des échantillons de cortex et 

hippocampe issus des animaux de chaque groupe expérimental ont été utilisés (soit un 

nombre d’échantillons compris entre 4 et 6 par groupe).  

Remarque :  

La totalité des échantillons d’hippocampe des souris THY-Tau22 (No et HI) âgées de 8 mois 

ayant été utilisés pour le fractionnement soluble/insoluble des analyses biochimiques, nous 

n’avons pas pu réaliser d’études transcriptomiques dans l’hippocampe pour ces 2 groupes. 

Figure 37 : Représentation des résultats des études transcriptomiques d’expression de VEGF-A et HIF-1A. A – D : 

Expression de VEGF-A dans le cortex (A, C) et l’hippocampe (B, D) des animaux âgés de 5 mois (A, B) et 8 mois 

(C, D). E – H : Expression de HIF-1A dans le cortex (E, G) et l’hippocampe (F, H) des animaux âgés de 5 mois (E, F) 

et 8 mois (G, H). A, B, E, F : n = 5 par groupe. C, G : WT-No : n = 5 ; WT-HI : n = 5 ; THY-Tau22-No : n = 4 ; THY-

Tau22-HI : n = 6. D, H : WT-No : n = 6 ; WT-HI : n = 5. * p < 0,05, test Mann et Whitney. No : Normoxie ; HI : 

Hypoxie Intermittente. ND : Non Disponible. 
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Ces analyses ont permis de mettre en évidence une augmentation significative (d’environ 

50%) d’expression génique de VEGF-A sous hypoxie, comparativement aux animaux exposés 

à la normoxie. Cette augmentation n’est pas retrouvée dans les échantillons corticaux des 

souris WT âgées de 8 mois soumises au protocole d’hypoxie intermittentes, probablement en 

raison d’une trop grande variabilité interindividuelle dans le groupe contrôle.  

En revanche, aucune variation significative entre les animaux exposés au protocole d’HI et les 

animaux contrôles n’a pu être observée en ce qui concerne l’expression génique de HIF-1A.  

Au niveau protéique, nous avons également réalisé des immunomarquages anti-VEGF sur une 

série de coupes cérébrales pour chaque animal âgé de 5 mois, soit un total de 40 animaux 

(Figure 38). Les quantifications du marquage anti-VEGF réalisées dans le cortex et 

l’hippocampe de ces animaux n’ont pas permis de mettre en évidence de différence des 

quantités protéiques de VEGF sous hypoxie, indépendamment de la lignée murine étudiée 

(WT ou THY-Tau22). 

Figure 38 : Immunomarquages anti-VEGF réalisés dans le cortex (A, C) et l’hippocampe (B, D) des animaux WT et 

THY-TAU22 âgés de 5 mois. A, B : exemple d’immunomarquages anti-VEGF dans le cortex (A) et l’hippocampe 

(B). C, D : Quantifications de la densité de marquage anti-VEGF (reflet de la quantité protéique) dans le cortex 

(C) et l’hippocampe (D) des animaux WT et THY-Tau22 contrôles et exposés au protocole d’hypoxies 

intermittentes. N = 20 coupes cérébrales (issues de 10 animaux différents) par groupe. Test Mann et Whitney : 

aucune différence significative. No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 



 
114 

Remarque :  

En l’absence de variation d’immunomarquage anti-VEGF chez les souris âgées de 5 mois (alors 

que ces animaux présentent vraisemblablement une meilleure réponse à l’hypoxie que les 

animaux âgés de 8 mois en ce qui concerne l’EPO et le VEGF), et en raison du faible nombre de 

coupes de cerveau encore disponibles, nous n’avons pas réalisé de marquage anti-VEGF chez 

les animaux âgés de 8 mois, afin de conserver du matériel.  

L’étude des enregistrements de SaO2 et FC en fonction de la FiO2 imposée aux animaux nous 

indique que les animaux des groupes HI ont bien été sensibles au protocole d’hypoxies 

intermittentes que nous avons appliqué, et que l’organisme des animaux transgéniques répond 

similairement à celui des animaux contrôles au stress hypoxique intermittent. De plus, une 

perte de poids significative a pu être relevée pour l’ensemble des groupes d’animaux exposés 

au protocole d’hypoxies intermittentes, en accord avec les données de la littérature. Enfin, une 

modification des marqueurs d’hypoxie testés a pu être observée sous hypoxie, au niveau 

périphérique et au niveau central. 

L’ensemble de ces résultats valide le protocole d’hypoxies intermittentes utilisé au cours de 

cette étude. La lignée transgénique THY-Tau22 semble réagir de façon similaire au stress 

hypoxique comparativement aux animaux littermates. 

 Effets du protocole d’hypoxies intermittentes sur la mémoire à court 

terme des animaux 

Préambule : 

Lorsque nous avons réalisé nos expérimentations sur la première série d’animaux (ceux âgés 

de 5 mois), la réalisation d’un test comportemental s’était avérée impossible car le laboratoire 

d’accueil n’était pas équipé du matériel nécessaire, et que nous n’avions pas mis au point de 

test comportemental transportable de Lille à Grenoble. Les seules données comportementales 

disponibles chez les animaux exposés au protocole d’HI concernent donc les animaux âgés de 

8 mois. 

 

La figure 39 présente les résultats du test de reconnaissance d’objets réalisé le 14ème jour du 

protocole d’exposition à l’hypoxie intermittente.  

Au cours de ce test, les animaux du groupe WT-No (groupe de référence sur le plan cognitif) 

ont, comme attendu, montré une préférence significative pour l’exploration du nouvel objet, 

témoignant de l’efficacité de leur mémoire à court  terme.  

Concernant les animaux contrôles de la lignée transgénique (les souris THY-Tau22-No), la 

valeur de l’index de reconnaissance est proche de zéro, témoignant de l’absence de 

préférence d’exploration de l’un ou l’autre des deux objets, et donc une altération de la 

mémoire à court terme (Figure 39, A). Ces résultats sont cohérents avec l’état d’avancement 
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de la pathologie Tau dans ce modèle transgénique et l’atteinte mnésique qui avait déjà été 

décrite au sein du laboratoire à cet âge (Troquier et al., 2012).  

Concernant les animaux de type sauvage exposés au protocole d’HI, bien que l’IR moyen reste 

positif (Figure 39, A), lorsque l’on s’intéresse à la discrimination de chaque objet, la préférence 

pour l’exploration du nouvel objet n’est plus significative (Figure 39, B). Il semble donc que le 

protocole d’HI puisse affecter la mémoire à court terme des animaux WT. Ces résultats 

semblent concorder avec les données de la littérature qui ont mis en évidence des troubles 

cognitifs sous hypoxie en clinique humaine et dans le cadre de diverses expérimentations 

réalisées sur l’animal (voir chapitres IV et V de l’introduction de cette thèse).  

Enfin, lorsque l’on s’intéresse à la mémoire à court terme des animaux transgéniques exposés 

au protocole d’hypoxies intermittentes (THY-Tau22-HI), on observe, de façon inattendue, une 

restauration de leur mémoire à court terme (comparativement aux animaux THY-Tau22-No), 

leur faculté de discrimination étant alors semblable à celle des animaux de référence dans ce 

test, les souris WT-No (Figure 39, A).  

 

 

Figure 39 : Résultats du test de reconnaissance d’objets réalisé sur les animaux WT et THY-Tau22 exposés ou non 

au protocole d’hypoxies intermittentes pendant 14 jours et âgés de 8 mois. A : Présentation des résultats sous 

forme d’index de reconnaissance (IR). Une valeur positive de l’IR témoigne d’un comportement exploratoire 

préférentiel du nouvel objet. Une valeur négative témoigne d’un comportement exploratoire préférentiel de 

l’objet familier, un IR nul témoigne d’un comportement exploratoire identique pour les deux objets. B : 

Représentation des pourcentages de temps d’exploration de chaque objet (nouvel objet et objet familier) pour 

les 4 groupes d’animaux. Les temps d’exploration de chaque objet ont été comparés entre eux par un test Mann 

et Whitney (* p < 0,05). WT-No : n = 5 ; WT-HI : n = 5 ; THY-Tau22-No : n = 4 ; THY-Tau22-HI : n = 5. No : Normoxie ; 

HI : Hypoxie Intermittente ; OF : Objet Familier ; NO : nouvel objet.   

L’étude de la mémoire à court terme des animaux grâce au test de reconnaissance d’objets 

nous a permis d’observer un effet délétère de l’hypoxie intermittente chez les animaux WT  

âgés de 8 mois, comme attendu au regard des données de la littérature actuelle. En revanche, 

il semblerait que ce protocole ait eu un effet bénéfique sur la mémoire à court terme de notre 

modèle transgénique THY-Tau22 au même âge. 
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 Etude de la protéine Tau 

Afin de déterminer si le stress hypoxique intermittent de notre protocole pouvait agir sur la 

protéine Tau, nous avons réalisé plusieurs études complémentaires de cette dernière, par 

différentes approches méthodologiques : 

- Dosage plasmatique des protéines Tau humaines chez la souris THY-Tau22 ; 

- Marquages immunohistochimiques utilisant des anticorps dirigés contre différents 

états (hyper-phosphorylation, conformation pré-agrégative, agrégation) de la protéine 

Tau ; 

- Etude transcriptomique du tissu cérébral pour analyser l’expression des gènes codant 

pour la protéine Tau humaine et la protéine Tau murine ; 

- Analyses biochimiques permettant une étude précise de l’état de phosphorylation de 

la protéine Tau et de son agrégation (grâce au fractionnement soluble/insoluble).  

(1)  Dosage des protéines Tau humaines dans le plasma des souris 

THY-Tau22 

Dans un premier temps, nous avons effectué un dosage des quantités plasmatiques de 

protéine Tau humaine pour l’ensemble de nos animaux transgéniques âgés de 5 et 8 mois (n 

= 8 à 10 dans chaque groupe), et soumis ou non au protocole d’HI. Les résultats de ces dosages 

sont présentés dans la figure 40. Une diminution significative (de l’ordre de 50%) des quantités 

de protéines Tau humaines circulantes a été observée sous hypoxie, chez les animaux 

transgéniques âgés de 5 et 8 mois.  

Figure 40 : Dosages ELISA des protéines Tau humaines (hTau) dans le plasma des souris THY-Tau22 âgées de 5 

mois (A) et 8 mois (B), exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A : Animaux âgés de 5 mois : 

THY-Tau22-No : n = 10 : THY-Tau22-HI : n = 9. B : Animaux âgés de 8 mois : THY-Tau22-No : n = 8 : THY-Tau22-HI : 

n = 10. * p < 0,05 ; test Mann et Whitney. No : Normoxie, HI : Hypoxie Intermittente. 
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Remarque :  

En raison du volume limité de plasma collecté lors de la mise à mort des animaux et de la 

réalisation préalable des dosages ELISA de l’EPO et du VEGF plasmatiques, nous ne disposions 

plus d’échantillons à doser pour quelques animaux (1 souris THY-Tau22-HI âgée de 5 mois, 1 

souris THY-Tau22-No âgée de 8 mois et 1 souris THY-Tau22-HI âgée de 8 mois) lors du dosage 

ELISA des protéines Tau humaines.  

 

Le protocole d’hypoxies intermittentes utilisé dans ce travail de thèse entraîne une réduction 

significative des quantités plasmatiques de protéines Tau humaines dans notre modèle murin 

transgénique à 5 mois et 8 mois.  

  

(2)  Analyses immunohistologiques chez les souris THY-Tau22 

Afin d’étudier le développement de la pathologie Tau dans le cerveau des animaux 

transgéniques, et plus particulièrement au niveau de l’hippocampe, nous avons réalisé des 

immunomarquages anti-Tau sur plusieurs séries de coupes cérébrales, et nous avons ensuite 

évalué la densité de marquage hippocampique. Cette approche méthodologique par 

immunohistochimie permet une étude semi-quantitative des quantités protéiques retrouvées 

dans le tissu cérébral.  

Dans le cerveau des animaux âgés de 5 mois (n = 10 animaux par groupe), nous avons pu 

observer un marquage AT8 positif, ainsi qu’un début de marquage MC1 dans la CA1 de 

l’hippocampe (Figure 41).   

Pour rappel, l’anticorps AT8 reconnait les protéines Tau hyperphosphorylées ; et l’anticorps 

MC1 reconnait quant-à-lui un changement de conformation de la protéine Tau ; changement 

conformationnel survenant juste avant l’agrégation de la protéine Tau (on parle donc de stade 

pré-agrégatif).  

Ces observations sont cohérentes avec le développement de la pathologie attendu à cet âge 

(Schindowski et al., 2006).  

Bien qu’une tendance à l’augmentation du signal chez les animaux soumis au protocole 

d’hypoxies intermittentes semble exister à cet âge pour les deux anticorps testés, aucune 

différence significative n’a toutefois pu être observée.  
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Figure 41 : Marquages immunohistochimiques de la protéine Tau dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 âgées 

de 5 mois exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A : Immunohistochimies AT8 et MC1 réalisées 

dans l’hippocampe des souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 5 mois. B : Quantifications de la densité des 

marquages anti-Tau (reflet de la quantité protéique) dans l’hippocampe des animaux. n = 10 par groupe. Test 

Mann et Whitney : aucune différence significative. No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 

Nous avons également réalisé ces mêmes marquages immunohistochimiques chez les 

animaux transgéniques âgés de 8 mois, exposés ou non au protocole d’hypoxies 

intermittentes (THY-Tau22-No : n = 9 ; THY-Tau22-HI : n = 11).  

En complément des marquages AT8 et MC1 ; nous avons effectué un marquage AT100 (pour 

mémoire, cet anticorps reconnait les protéines Tau agrégées) chez ces animaux (Figure 42).  

Ces immunomarquages nous ont permis de mettre en évidence une augmentation du 

marquage MC1 dans l’hippocampe des animaux âgés de 8 mois, comparativement aux 

animaux âgés de 5 mois (Figure 42), ce qui témoigne d’un développement de la pathologie 

Tau, comme attendu en raison du vieillissement des animaux (Schindowski et al., 2006). Un 

marquage positif pour AT100 a également pu être observé chez les animaux âgés de 8 mois, 

témoignant de la présence de protéines Tau agrégées dans l’hippocampe des animaux.  

En revanche, de la même façon que chez les animaux âgés de 5 mois, les quantifications de la 

densité de marquage dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 âgées de 8 mois n’ont pas 

permis de mettre en évidence de différence significative entre les animaux du groupe contrôle 

(No) et ceux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes (HI) (Figure 42).  

Concernant le marquage MC1, il semblerait toutefois que les animaux exposés au protocole 

d’HI présentent une tendance à l’augmentation (non significative) des quantités de protéines 

Tau à un stade pré-agrégatif, cette observation n’étant pas associée avec une augmentation 

du marquage AT100 (donc des protéines Tau agrégées).  
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Figure 42 : Marquages immunohistochimiques de la protéine Tau dans l’hippocampe des souris THY-Tau22 âgées 

de 8 mois exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A : Immunohistochimies AT8, MC1 et AT100 

réalisées dans l’hippocampe des souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 8 mois. B : Quantifications de la 

densité des marquages anti-Tau (reflet de la quantité protéique) dans l’hippocampe des animaux. THY-Tau22-

No : n = 9 ; THY-Tau22-HI : n = 11. Test Mann et Whitney : aucune différence significative, mais # p = 0,0640. No : 

Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 

Les analyses immunohistologiques réalisées sur les coupes cérébrales des animaux 

transgéniques âgés de 5 et 8 mois ne nous ont pas permis de mettre en évidence un effet 

significatif de notre protocole d’hypoxies intermittentes sur les quantités de protéines Tau 

hyperphosphorylées ni celles se trouvant à un stade agrégé dans l’hippocampe. En revanche, 

nous avons pu observer un développement de la pathologie Tau associé au vieillissement des 

animaux, comme attendu à ces âges.  

(3) Analyses transcriptomiques : expression cérébrale des gènes 

codant pour les protéines Tau humaine et murine sous hypoxie 

intermittente 

(a) Expression cérébrale du gène codant pour la protéine Tau 

murine 

Afin de déterminer si notre protocole d’hypoxies intermittentes pouvait affecter la protéine 

Tau murine chez nos animaux, nous avons effectué une analyse transcriptomique à partir 

des échantillons cérébraux de cortex et d’hippocampe issus des animaux WT et des animaux 

transgéniques THY-Tau22 ; âgés de 5 mois et 8 mois. Dans le cadre de ces études 

transcriptomiques, nous avons utilisé les échantillons de cortex et d’hippocampe issus de la 

moitié des animaux de chaque groupe, à l’exception des souris THY-Tau22 âgées de 8 mois 

pour lesquelles nous ne disposions plus d’échantillons d’hippocampe, ceux-ci ayant été utilisés 

dans leur intégralité pour les analyses biochimiques. 
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(i) Animaux WT 

L’étude transcriptomique d’expression du gène codant pour la protéine Tau murine (mTau) 

n’a pas permis de mettre en évidence, chez les animaux WT, de différence entre les groupes 

exposés à l’hypoxie intermittente (WT-HI) et des groupes contrôles (WT-No) dans le cortex et 

l’hippocampe des animaux âgés de 5 mois (Figure 43, A) et 8 mois (Figure 43, B). 

Figure 43 : Représentation des résultats des études transcriptomiques d’expression du gène codant pour la 

protéine Tau murine (mTau) dans le cortex et l’hippocampe des animaux WT âgés de 5 mois (A) et 8 mois (B). A 

: n = 5 par groupe. B : Cortex : n = 5 par groupe ; Hippocampe : WT-No : n = 6 ; WT-HI : n = 5. Test Mann et 

Whitney : aucune différence significative entre les groupes contrôles (No) et les groupes exposés à l’hypoxie 

intermittente (HI). No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 

(ii) Animaux THY-Tau22 

De la même façon que chez les animaux WT, l’étude transcriptomique d’expression du gène 

codant pour la protéine Tau murine (mTau) dans le cortex et l’hippocampe des animaux 

transgéniques THY-Tau22 âgés de 5 mois (Figure 44, A) ainsi que dans le cortex des animaux 

THY-Tau22 âgés de 8 mois (Figure 44, B) n’ont pas permis d’observer de variation d’expression 

entre les animaux contrôles (No) et ceux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes (HI).  

Figure 44 : Représentation des résultats des études transcriptomiques d’expression du gène codant pour la 

protéine Tau murine dans le cortex et l’hippocampe, chez les animaux transgéniques THY-Tau22 âgés de 5 mois 

(A) et 8 mois (B). A : n = 5 par groupe. B : THY-Tau22-No : n = 4 ; THY-Tau22-HI : n = 6. Test Mann et Whitney : 

aucune différence significative entre les groupes contrôles (No) et les groupes exposés à l’hypoxie intermittente 

(HI). No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. ND : Non Disponible. 
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Le protocole d’hypoxies intermittentes utilisé dans le cadre de ces expérimentations ne semble 

pas affecter l’expression corticale ni hippocampique du gène codant pour la protéine Tau 

murine, chez les animaux WT comme chez les animaux transgéniques THY-Tau22, 

indépendamment de leur âge (5 ou 8 mois). 

(b)  Expression cérébrale du transgène (codant pour la protéine Tau 

humaine) chez les animaux THY-Tau22 

En parallèle de l’étude transcriptomique d’expression du gène codant pour la protéine Tau 

murine, nous avons également évalué l’expression du transgène (gène codant pour la protéine 

Tau humaine : hTau) dans le cortex et l’hippocampe de notre modèle THY-Tau22. Ainsi, de la 

même façon que précédemment, les échantillons de cortex et d’hippocampe de la moitié des 

animaux âgés de 5 mois, ainsi que des échantillons de cortex de la moitié des animaux âgés 

de 8 mois ont été utilisés pour ces expérimentations.  

Alors que le stress hypoxique intermittent ne semblait pas affecter l’expression cérébrale du 

gène codant pour la protéine Tau murine, il semble en revanche qu’il puisse affecter celle du 

gène codant pour la protéine Tau humaine. En effet, une augmentation significative 

d’expression (d’environ 40%) de ce gène a été observée sous hypoxie dans le cortex des 

animaux transgéniques âgés de 5 mois (Figure 45, A). Cette augmentation significative n’a en 

revanche pas été observée dans l’hippocampe des mêmes animaux, ni dans le cortex des 

animaux âgés de 8 mois. Dans ce dernier groupe, une tendance à l’augmentation a toutefois 

pu être observée (Figure 45, B) sous hypoxie intermittente, bien que la différence d’expression 

avec le groupe contrôle (No) ne soit pas significative (probablement en raison de la variabilité 

interindividuelle importante dans ce groupe). 

 

Figure 45 : Représentation des résultats des études transcriptomiques d’expression du gène codant pour la 

protéine Tau humaine dans le cortex et l’hippocampe, chez les animaux transgéniques THY-Tau22 âgés de 5 mois 

(A) et 8 mois (B). A : n = 5 par groupe. B : THY-Tau22-No : n = 4 ; THY-Tau22-HI : n = 6. * p < 0,05, test Mann et 

Whitney. No : Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. ND : Non Disponible. 

Le stress hypoxique intermittent appliqué aux animaux dans le cadre de ce travail de thèse 

pourrait entraîner une augmentation de l’expression du gène codant pour la protéine Tau 

humaine dans le cortex des animaux transgéniques âgés de 5 mois (et éventuellement dans 

celui des animaux âgés de 8 mois).  



 
122 

(4)   Analyses biochimiques : expression cérébrale des protéines Tau 

humaine et murine sous hypoxie intermittente 

Afin de déterminer si un stress hypoxique intermittent pouvait modifier l’état de 

phosphorylation de la protéine Tau, une part importante de nos travaux de thèse a été 

consacrée à la réalisation d’analyses biochimiques à partir des hippocampes des animaux WT 

et THY-Tau22 exposés ou non au protocole d’hypoxies intermittentes, âgés de 5 et 8 mois. 

(a) Analyses SDS-PAGE de la phosphorylation des protéines Tau 

humaine et murine 

Dans un premier temps, nous avons réalisé des électrophorèses SDS-PAGE à partir des 

hippocampes de 5 souris de chaque groupe expérimental, afin d’étudier la phosphorylation 

(grâce aux anticorps pS396, Tau-1, 12E8, pS404, AT8, AT100 et AT180) et les quantités totales 

de protéines Tau (grâce aux anticorps Tau-Nter et Tau-Cter reconnaissant l’ensemble des 

protéines Tau, phosphorylées ou non). 

(i) Animaux WT 

Concernant les animaux WT âgés de 5 mois,  nous n’avons pas mis en évidence de variation 

de phosphorylation des protéines Tau ni des quantités de protéines Tau totales dans 

l’hippocampe des animaux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes (WT-HI) 

comparativement aux animaux contrôles (WT-No) (Figure 46). 

Figure 46 : Western Blots représentatifs des marquages anti-Tau réalisés chez les souris WT âgées de 5 mois et 

exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A, B : immunomarquages des protéines Tau 

phosphorylées (A) et totales (B) chez les souris WT-No (n = 5) et WT-HI (n = 5). C, D : Quantifications des 

immunomarquages des protéines Tau phosphorylées (C) et totales (D). Les résultats ont été normalisés sur la β-

actine. Test de Mann et Whitney : pas de différence significative entre les animaux exposés à la normoxie et ceux 

soumis au protocole d’hypoxies intermittentes. No : Normoxie, HI : Hypoxie Intermittente. 
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De la même façon, nous avons réalisé des immunomarquages dirigés contre la protéine Tau 

dans l’hippocampe de souris WT âgées de 8 mois exposées ou non au protocole d’hypoxies 

intermittentes (n = 5 par groupe). A nouveau, ces analyses biochimiques ne nous ont pas 

permis de mettre en évidence de variation de phosphorylation de la protéine Tau ni des 

quantités de protéines Tau totales chez les animaux exposés au protocole d’HI (Figure 47).  

 

Figure 47 : Western Blots représentatifs des marquages anti-Tau réalisés chez les souris WT âgées de 8 mois et 

exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A, B : immunomarquages des protéines Tau 

phosphorylées (A) et totales (B) chez les souris WT-No (n = 5) et WT-HI (n = 5). C, D : Quantifications des 

immunomarquages des protéines Tau phosphorylées (C) et totales (D). Les résultats ont été normalisés sur la β-

actine. Test de Mann et Whitney : pas de différence significative entre les animaux exposés à la normoxie et ceux 

soumis au protocole d’hypoxies intermittentes. No : Normoxie, HI : Hypoxie Intermittente. 

 

Les analyses biochimiques de la protéine Tau murine réalisées dans l’hippocampe des souris 

WT âgées de 5 et 8 mois ne nous ont pas permis de mettre en évidence d’effet du protocole 

d’hypoxies intermittentes sur la phosphorylation ni les quantités de protéines Tau totales. 

Notre protocole d’hypoxies intermittentes ne semble donc pas affecter la biologie de la 

protéine Tau murine.  
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(ii) Animaux THY-Tau22 

En parallèle de nos études biochimiques réalisées chez les souris WT, nous avons également 

réalisé des immunomarquages dirigés contre les protéines Tau (phosphorylées et totales) 

dans notre modèle transgénique THY-Tau22 exposé ou non au protocole d’hypoxies 

intermittentes à l’âge de 5 et 8 mois.  

Les immunomarquages réalisés chez les animaux transgéniques âgés de 5 mois nous ont 

permis de mettre en évidence une diminution de la phosphorylation de la protéine Tau au 

niveau des sérines 262 et 356 (anticorps 12E8), ainsi qu’une tendance à la déphosphorylation 

de la sérine 396 chez les animaux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes (Figure 48).  

Cette déphosphorylation ne semble pas s’accompagner d’une baisse des quantités totales de 

protéines Tau, l’immunomarquage Tau-Cter étant stable sous hypoxie.  

 

 

 

Figure 48 : Western Blots représentatifs des marquages anti-Tau réalisés chez les souris THY-Tau22 âgées de 5 

mois et exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A, B : immunomarquages des protéines Tau 

phosphorylées (A) et totales (B) chez les souris THY-Tau22-No (n = 5) et THY-Tau22-HI (n = 5). C, D : 

Quantifications des immunomarquages des protéines Tau phosphorylées (C) et totales (D). Les résultats ont été 

normalisés sur la β-actine. * p < 0,05 (Test de Mann et Whitney). No : Normoxie, HI : Hypoxie Intermittente. 
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De façon similaire, les immunomarquages anti-Tau réalisés chez les souris transgéniques THY-

Tau22 âgées de 8 mois nous ont permis de mettre en évidence une déphosphorylation 

significative sur de nombreux épitopes de la protéine Tau sous hypoxie : sérines 262 et 356 

(12E8), sérine 396 (pS396), sérine 202 et thréonine 205 (AT8). Une tendance à la 

déphosphorylation sur la thréonine 212 et la sérine 214 (AT100, qui reconnaît les protéines 

Tau agrégées) a également été observée chez ces animaux hypoxiés (Figure 49).  

Cette déphosphorylation de la protéine Tau semble s’accompagner d’une diminution des 

quantités totales de protéines Tau, bien que seul le marquage Tau-Cter diminue sous hypoxie ; 

le marquage Tau-Nter restant comparable à celui observé chez les animaux contrôles THY-

Tau22-No. 

Figure 49 : Western Blots représentatifs des marquages anti-Tau réalisés chez les souris THY-Tau22 âgées de 8 

mois et exposées ou non au protocole d’hypoxies intermittentes. A, B : immunomarquages des protéines Tau 

phosphorylées (A) et totales (B) chez les souris THY-Tau22-No (n = 5) et THY-Tau22-HI (n = 5). C, D : 

Quantifications des immunomarquages des protéines Tau phosphorylées (C) et totales (D). Les résultats ont été 

normalisés sur la β-actine. * p < 0,05 ; ‡ p = 0,0556 (Test de Mann et Whitney). No : Normoxie, HI : Hypoxie 

Intermittente.  

Notre protocole d’hypoxies intermittentes semble être à l’origine d’une déphosphorylation de 

la protéine Tau humaine dans notre modèle murin transgénique THY-Tau22. Son effet sur les 

quantités totales de protéines Tau reste indéterminé.  
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(b) Fractionnement Soluble/Insoluble à partir des hippocampes de 

souris THY-Tau22 âgées de 8 mois 

La dernière partie de nos expérimentations consacrées à l’étude de la protéine Tau sous 

hypoxie a été réalisée chez les animaux transgéniques THY-Tau22 âgés de 8 mois, exposés ou 

non au protocole d’hypoxies intermittentes.  

Pour cela, nous avons réalisé un fractionnement soluble/insoluble à partir des hippocampes 

prélevés lors de la mise à mort des animaux, puis nous avons réalisé une électrophorèse SDS-

PAGE afin de séparer selon leur poids moléculaire les protéines contenues dans les fractions 

solubles (à savoir la fraction soluble et la fraction hypersoluble issues des ultracentrifugations 

réalisées lors du fractionnement) et celles contenues dans la fraction insoluble (c’est-à-dire 

dans le culot issu du fractionnement).  

Des immunomarquages anti-Tau ont ensuite été effectués, afin de visualiser la répartition 

dans les différentes fractions des protéines Tau totales (grâce aux anticorps dirigés contre les 

extrémités amino- et carboxy-terminales de Tau). Pour ces deux anticorps, nous avons 

quantifié le signal dans chaque puits ; soit 2 signaux correspondant aux fractions solubles 

(soluble + hypersoluble) ainsi que le signal correspondant à la fraction insoluble. Nous avons 

ensuite effectué, pour chaque animal, un rapport insoluble/(soluble + hypersoluble), et nous 

avons ensuite moyenné ces rapports pour les 6 animaux de chaque groupe. 

La figure 50 présente les immunomarquages et les moyennes des ratios insoluble/soluble 

réalisés à partir de 6 animaux de chaque groupe expérimental (THY-Tau22-No : n = 6 ; THY-

Tau22-HI : n = 6).  

Ces résultats nous indiquent que, dans l’hippocampe des animaux, le ratio insoluble/soluble 

diminue significativement sous hypoxie intermittente. En d’autres termes, les animaux 

transgéniques exposés au protocole d’hypoxies intermittentes présentent significativement 

moins de protéines Tau insolubles (les protéines Tau agrégées) que les animaux contrôles 

exposés à la normoxie.  

En complément de ces analyses, nous avons réalisé un immunomarquage AT100 (permettant 

de marquer les protéines Tau agrégées) sur les mêmes échantillons. Bien que nous n’ayons 

pas pu effectuer de quantifications en raison d’un trop faible signal détecté, nous avons pu 

constater, sur le plan qualitatif, un signal AT100 dans la fraction insoluble inférieur chez les 

animaux hypoxiés, comparativement aux souris contrôles. Cette observation renforce donc 

les résultats précédents.  
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Figure 50 : Effet du protocole d’hypoxies intermittentes sur le ratio insoluble/soluble de la protéine Tau dans 

l’hippocampe des souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 8 mois. A – C : Immunomarquages représentatifs 

des fractions solubles et de la fraction insoluble de la protéine Tau. Trois épitopes ont été évalués : Tau-Nter (A), 

Tau-Cter (B) et AT100 (C). Un total de 6 animaux par groupe (THY-Tau22-No et THY-Tau22-HI) a été évalué : souris 

numéro 1 à 6 pour le groupe contrôle (THY-Tau22-No) et numéro 1’ à 6’ pour le groupe soumis au protocole d’HI 

(THY-Tau22-HI). Seuls 2 animaux de chaque groupe sont présentés ici. D : Quantification du ratio 

insoluble/soluble pour les deux épitopes reconnaissant l’ensemble des protéines Tau : Tau-Nter et Tau-Cter. * p 

< 0,05 ; ° p = 0,0667 ; test de Mann et Whitney. PM : Poids Moléculaire. No : normoxie (n = 6), HI : Hypoxie 

Intermittente (n = 6). 

Le protocole d’hypoxies intermittentes utilisé dans le cadre de ces expérimentations a entraîné 

une diminution significative des quantités de protéines Tau agrégées dans l’hippocampe des 

animaux transgéniques THY-Tau22. 

 

 

Les résultats de l’étude de la protéine Tau et ceux des tests comportementaux sous hypoxie 

intermittente chez les souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 8 mois font l’objet d’un article 

en cours de soumission sous un format court dans European Respiratory Journal. Le manuscrit 

de cette communication est présenté en annexe de cette thèse. 
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 Etude des marqueurs de stress oxydant et d’inflammation 

En complément des expérimentations visant à valider le protocole d’hypoxies intermittentes 

et de celles ayant évalué la pathologie Tau et la cognition chez les animaux, nous avons réalisé 

une analyse transcriptomique de différents gènes impliqués dans le stress oxydant et 

l’inflammation dans le cerveau de nos animaux. En effet, un stress oxydant et une neuro-

inflammation avaient déjà été décrits dans la littérature sous hypoxie intermittente.  

Pour cela, nous avons utilisé les échantillons de cortex et d’hippocampe de la moitié des 

animaux de chaque groupe expérimental (WT et THY-Tau22, exposés ou non à l’hypoxie 

intermittente et âgés de 5 ou 8 mois). Au total, 8 gènes ont été étudiés ; 6 d’entre eux 

intervenant dans le stress oxydant (MnSOD, CuZnSOD, HO1, NCF1, NRF2 et Keap1) et 2 

intervenant dans les processus inflammatoires (TNFα et CCL3).  

Globalement, les résultats de cette étude transcriptomique n’ont pas permis de mettre en 

évidence d’effet majeur du stress hypoxique intermittent sur ces 8 gènes.  

Nous avons toutefois pu noter une diminution significative des taux d’ARNm de MnSOD dans 

l’hippocampe des souris WT âgées de 5 mois exposées au protocole d’hypoxies intermittentes, 

ainsi qu’une augmentation quasi-significative des taux de l’expression du gène codant pour 

CCL3 dans le cortex de ces mêmes animaux (Figure 51). Dans l’hippocampe des souris 

transgéniques THY-Tau22 du même âge (5 mois), nous avons également pu observer une 

diminution significative d’expression du gène codant pour NCF1 associée à une diminution 

quasi-significative des taux d’ARNm de CCL3. 

 

Figure 51 : Etude transcriptomique de différents gènes impliqués dans les processus de stress oxydant et 

d’inflammation dans le cortex et l’hippocampe des animaux WT et THY-Tau22 âgés de 5 mois et exposés ou non 

au protocole d’hypoxies intermittentes. n = 5 par groupe. * p < 0,05 ; ° p = 0,0556 (test Mann et Whitney). No : 

Normoxie ; HI : Hypoxie Intermittente. 
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En ce qui concerne les études transcriptomiques réalisées chez les animaux WT et THY-Tau22 

âgés de 8 mois, aucune variation d’expression n’a été observée sous hypoxie pour les 8 gènes 

que nous avons testés (Figure 52). 

 

Figure 52 : Etude transcriptomique de différents gènes impliqués dans les processus de stress oxydant et 

d’inflammation dans le cortex et l’hippocampe des animaux WT et THY-Tau22 âgés de 8 mois et exposés ou non 

au protocole d’hypoxies intermittentes. Cortex : WT-No : n = 5 ; WT-HI : n = 5 ; THY-Tau22-No : n = 4 ; THY-Tau22-

HI : n = 6. Hippocampe : WT-No : n = 6 ; WT-HI : n = 5.  Test Mann et Whitney : aucune différence significative 

entre les groupes contrôles (No) et les groupes exposés à l’hypoxie intermittente (HI). No : Normoxie ; HI : 

Hypoxie Intermittente. ND : Non disponible. 

En ce qui concerne les marqueurs de stress oxydant testés, nous avons donc observé une 

diminution d’expression du gène codant pour MnSOD sous hypoxie dans l’hippocampe des 

souris WT âgées de 5 mois. D’autre part, une diminution significative d’expression du gène 

NCF1 a été observée sous hypoxie dans l’hippocampe des animaux transgéniques âgés de 5 

mois. 

Concernant l’inflammation, nos résultats mettent en évidence un effet opposé de l’hypoxie 

intermittente chez les animaux WT et THY-Tau22 âgés de 5 mois. Alors que dans le cortex des 

animaux WT âgés de 5 mois, une augmentation des taux d’ARNm de CCL3 a été observée sous 

hypoxie, témoignant vraisemblablement de l’existence d’une inflammation, nous avons pu 

observer à l’inverse une diminution de l’expression du gène CCL3 dans l’hippocampe des 

souris THY-Tau22 âgées de 5 mois sous hypoxie.   

Remarque : 

Bien que ces données n’aient pas encore été publiées, une élévation des quantités de CCL3 a 

été observée dans le modèle transgénique THY-Tau22, comparativement aux animaux 

littermates du même âge ; cette différence apparaissant à partir de l’âge de 3 mois. Cette 
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diminution d’expression observée sous hypoxie correspondrait donc en réalité plutôt à une 

« normalisation » des taux d’ARNm de CCL3.  

Le protocole d’hypoxies intermittentes utilisé dans le cadre de ce travail de thèse ne semble 

pas avoir d’effet majeur sur l’expression des différents gènes impliqués dans le stress oxydant 

et l’inflammation que nous avons testés.  

 Etude d’un marqueur de l’apoptose chez les animaux âgés de 8 mois 

La dernière partie de nos travaux de recherche réalisés chez des animaux exposés à un 

protocole d’hypoxies intermittentes a consisté à effectuer un marquage NeuN (Neuronal 

Nuclei), c’est-à-dire un marquage des noyaux des neurones afin de déterminer si notre 

protocole d’hypoxies intermittentes pouvait induire une apoptose chez les animaux WT et 

THY-Tau22 âgés de 8 mois. 

Pour cela, nous avons réalisé un immunomarquage sur des séries de coupes issues de 5 souris 

de chaque groupe, et nous avons quantifié le marquage NeuN obtenu dans le cortex et 

l’hippocampe des animaux.  

Comme illustré dans la figure 53, aucune différence de marquage n’a pu être observée entre 

les groupes WT et THY-Tau22 âgés de 8 mois et exposés ou non au protocole d’hypoxies 

intermittentes.  

 

Figure 53 : Immunomarquages anti-

NeuN réalisés dans l’hippocampe et le 

cortex des animaux WT et THY-Tau22 

âgés de 8 mois et exposés ou non au 

protocole d’hypoxies intermittentes. 

A : Marquages immunohistochimiques 

représentatifs anti-NeuN dans 

l’hippocampe et le cortex des 4 

groupes d’animaux âgés de 8 mois. B, 

C : Quantifications de la densité de 

marquage anti-NeuN (reflet de la 

quantité protéique) dans 

l’hippocampe (B) et le cortex (C) des 

animaux. n = 5 souris par groupe (8 à 

12 coupes d’hippocampe et 2 à 7 

coupes de cortex ont été quantifiées 

pour chaque animal). Test Mann et 

Whitney : aucune différence 

significative. No : Normoxie ; HI : 

Hypoxie Intermittente 

   

Notre protocole d’hypoxies intermittentes ne semble pas induire d’apoptose dans le cortex ni 

l’hippocampe d’animaux WT et THY-Tau22 âgés de 8 mois. 
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III. Discussion intermédiaire 

 Validation du protocole d’hypoxies intermittentes 

La première partie de ce travail a consisté en la validation du protocole d’HI choisi, afin de 

s’assurer de l’effet réel de la FiO2 appliquée sur les organismes des animaux, et de s’assurer 

que nos animaux transgéniques répondaient au stress hypoxique de façon semblable aux 

animaux contrôles. Les expérimentations réalisées dans ce sens nous ont permis de confirmer 

la réponse des organismes animaux à la FiO2 imposée, puisque nous avons pu observer que 

celle-ci était parfaitement corrélée avec la SaO2 mesurée.  

Nous avons également pu observer une perte de poids chez les animaux exposés au protocole 

d’HI similaire à celle rapportée dans la littérature (Polak et al., 2013).  

Aucune différence n’a par ailleurs été observée entre les animaux âgés de 5 et 8 mois, ni entre 

les animaux WT et les animaux transgéniques THY-Tau22, suggérant que l’âge et la présence 

du transgène n’interfèrent pas dans ces réponses physiologiques (variation de la SaO2 et du 

poids) à l’hypoxie.  

Concernant l’étude des marqueurs de réponse au stress hypoxique HIF-1α, VEGF et EPO, les 

résultats que nous avons observés sont plus surprenants. Dans un premier temps, nous avons 

réalisé des dosages ELISA de l’EPO et du VEGF murins à partir des échantillons plasmatiques 

prélevés lors de la mise à mort des animaux.  

Comme attendu, nous avons observé une augmentation significative des quantités d’EPO 

circulantes chez les animaux WT et THY-Tau22 âgés de 5 mois exposés au protocole d’HI. A 8 

mois, une tendance à l’augmentation des taux d’EPO plasmatiques semblait persister, même 

si la différence entre les groupes contrôles et hypoxiés n’était plus significative. Cette 

élévation globale des quantités d’érythropoïétine consécutive à un stress hypoxique est 

cohérente au regard des données de la littérature sur le sujet (Cai et al., 2003; Zhang and 

Krzyzanski, 2014). 

Concernant le VEGF, une élévation des concentrations sériques (Gozal et al., 2002) et 

plasmatiques (Lavie et al., 2002) de VEGF avait été préalablement rapportée dans la littérature 

chez les patients présentant un SAS, ainsi que dans le sérum de volontaires sains exposés 

pendant 14 jours à un protocole d’hypoxies intermittentes (Briançon-Marjollet et al., 2014). 

Le VEGF pouvant être libéré à partir des plaquettes pendant le processus de coagulation in 

vitro (Gunsilius et al., 2000), une critique pourrait toutefois être formulée quant au choix de 

doser le VEGF à partir d’échantillons sériques. Néanmoins, l’étude de Lavie et collaborateurs 

(Lavie et al., 2002) ayant mis en évidence des variations plasmatiques de VEGF semblables à 

celles observées dans le sérum chez des patients présentant un SAS, nous nous attendions à 

observer une élévation des quantités plasmatiques de ce facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire. 

A l’inverse, les dosages réalisés sur les échantillons plasmatiques de nos animaux ont mis en 

évidence une diminution significative des taux de VEGF chez les animaux WT et THY-Tau22 

âgés de 5 mois et exposés au protocole d’HI, ainsi qu’une tendance à la diminution chez les 

animaux WT-HI âgés de 8 mois. Les dosages de VEGF plasmatique réalisés chez les animaux 



 
132 

transgéniques THY-Tau22 âgés de 8 mois ne montraient pas de différence entre le groupe 

contrôle et le groupe hypoxié. Bien qu’il ne s’agisse pas d’un protocole d’hypoxies 

intermittentes, nous pouvons tout de même comparer nos résultats avec ceux d’une étude 

réalisée chez des volontaires sains exposés à une hypoxie aigue pendant 30 minutes 

(Oltmanns, 2005). Dans cette étude, les quantités plasmatiques de VEGF ont été mesurées 30 

minutes et 180 minutes après l’initiation d’un stress hypoxique d’une durée de 30 minutes 

(soit des mesures effectuées immédiatement à la fin de l’exposition à l’hypoxie et 150 minutes 

après celle-ci). Ces mesures ont été comparées à celles effectuées 3 heures avant d’appliquer 

le stress hypoxique (niveau basal de VEGF). L’hypoxie a été réalisée en ajustant la FiO2 de l’air 

que les patients respiraient au travers d’un masque afin d’obtenir une SaO2 (mesurée en 

temps réel) égale à 75%, soit une FiO2 proche de la FiO2 moyenne chez nos animaux. Les 

auteurs de cette étude ont mis en évidence une diminution des concentrations de VEGF 

plasmatique à la fin de l’exposition à l’hypoxie et 150 minutes après (comparativement aux 

concentrations de base déterminées avant l’hypoxie), sans parvenir à expliquer ces 

observations. Sur le plan chronologique, le plasma de nos animaux ayant été collecté au 

moment de la mise à mort (qui a eu lieu entre 10 et 60 minutes après la fin de l’exposition au 

protocole d’HI), nos résultats semblent donc comparables à ceux de cette étude, bien que la 

durée du stress hypoxique en lui-même diffère. 

Devant ces résultats surprenants, nous avons ensuite cherché à évaluer l’expression protéique 

et génique du VEGF au niveau central. Dans un premier temps, nous avons donc réalisé un 

immunomarquage anti-VEGF sur les coupes de cerveau des animaux âgés de 5 mois, animaux 

pour lesquels nous observions des variations significatives des quantités plasmatiques de 

VEGF. Les quantifications de densité de marquage réalisées au niveau du cortex et de 

l’hippocampe des animaux n’ont pas mis en évidence de différence entre les 4 groupes 

d’animaux, suggérant que la diminution majeure observée en périphérie n’était pas retrouvée 

au niveau central chez ces animaux.  

En complément de ces études biochimiques, nous avons effectué une étude transcriptomique 

d’expression du gène VEGF-A dans le cerveau des animaux. Une étude récente, utilisant un 

protocole d’hypoxies intermittentes comparable au notre (FiO2 variant de 21% à 5% par cycles 

de 4 minutes, 8 heures par jour, pendant 3 semaines) chez des souris WT s’était également 

intéressée à l’expression du gène VEGF-A dans l’hippocampe des animaux (Aubrecht et al., 

2013). Les auteurs de cette étude n’avaient pas rapporté de différence d’expression de ce 

gène entre les animaux contrôles et ceux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes. A 

l’inverse de ces résultats, notre étude nous a permis de mettre en évidence une augmentation 

d’expression du gène VEGF-A dans le cortex et l’hippocampe des animaux WT et THY-Tau22 

exposés au protocole d’HI, à tous les âges (mais non significative dans le cortex des animaux 

WT âgés de 8 mois). Cette augmentation d’expression cérébrale du gène VEGF-A, bien 

qu’isolée et ne permettant pas d’expliquer les variations périphériques observées, semble 

toutefois nous indiquer que le cerveau des animaux a bien été sensible au stress hypoxique 

intermittent, argument supplémentaire pour valider l’utilisation de ce protocole d’HI.  
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Concernant l’atténuation vraisemblable de la réponse à l’hypoxie observée chez les animaux 

âgés de 8 mois en comparaison avec ceux âgés de 5 mois, une étude réalisée en 2011 (Rabie 

et al., 2011) avait montré que l’activation des gènes de l’EPO et du VEGF dans le cerveau de 

souris en réponse à un stress hypoxique diminuait au fur et à mesure du vieillissement des 

animaux.  

Enfin, une étude transcriptomique d’expression du gène HIF-1A a également été effectuée, 

mais n’a pas permis de mettre en évidence de variation entre les animaux contrôles et ceux 

exposés au protocole d’hypoxies intermittentes. A notre connaissance, l’expression du gène 

HIF-1A n’avait jusqu’à présent pas été évaluée chez des animaux exposés à un protocole HI. Il 

semblerait néanmoins que l’expression cérébrale du gène HIF-1A puisse être augmentée 

pendant l’exposition à un stress hypoxique aigu (Wiener et al., 1996), mais que cette 

augmentation disparaisse rapidement lors du retour à la normoxie (Heidbreder et al., 2003). 

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons cherché à étudier la sous-unité protéique 

HIF1α, mais nos tentatives de mises au point de marquage de cette protéine sont restées 

vaines. De plus, en raison de la demi-vie très courte de ce facteur HIF1α en condition de 

normoxie (environ 5 minutes) (Salceda and Caro, 1997), et de la durée d’exposition à la 

normoxie chez nos animaux avant la mise à mort (comprise entre 10 et 60 minutes), nous 

pouvons supposer qu’aucune variation protéique d’HIF1α n’aurait pu être observée chez nos 

animaux.  

 Effets du protocole d’hypoxies intermittentes sur la mémoire à court 

terme des animaux.  

L’étude de la mémoire à court terme des animaux dans le cadre de ces expérimentations nous 

a permis, dans un premier temps, de mettre en évidence une atteinte mnésique chez des 

animaux de type sauvage exposés à un protocole d’hypoxies intermittentes. A notre 

connaissance, nos travaux sont les premiers à rapporter ce type d’atteinte mnésique sous HI, 

les autres études réalisées dans ce contexte ayant essentiellement évalué la mémoire à long 

terme des animaux. En raison toutefois du faible nombre d’animaux que nous avons utilisé 

dans le cadre de cette évaluation mnésique, une nouvelle expérimentation utilisant un plus 

grand nombre d’animaux serait nécessaire afin de confirmer ces résultats et de pouvoir mettre 

en évidence une différence significative de l’index de reconnaissance entre les animaux 

contrôles et ceux soumis au protocole d’HI, ce qui n’a pas pu être le cas dans notre étude.  

D’autre part, l’évaluation comportementale réalisée chez les animaux transgéniques a permis 

de mettre en évidence un résultat inattendu. En effet, alors que les animaux transgéniques du 

groupe contrôle présentaient une altération de la mémoire à court terme, comme attendu au 

regard de leur âge et du développement de la DNF, il semblerait que le protocole d’HI ait été 

à l’origine d’une restauration des facultés mnésiques des animaux. Ainsi, notre hypothèse de 

travail initiale, selon laquelle un stress hypoxique intermittent pourrait aggraver les troubles 

cognitifs dans notre modèle transgénique ne s’est pas vérifiée.  

L’une des limites à ce travail de thèse est l’absence d’évaluation comportementale réalisée 

chez les animaux âgés de 5 mois, en particulier pour les animaux transgéniques. En effet, nous 



 
134 

avions prévu, dans le cadre de ces travaux de thèse, d’évaluer la mémoire des animaux 

exposés au protocole d’HI à deux âges différents, afin de pouvoir observer un éventuel effet 

de la pathologie Tau sur la mémoire des animaux sous hypoxie. Il aurait été intéressant de 

savoir si, chez des animaux présentant une pathologie Tau moins développée, le protocole 

d’HI aurait eu les mêmes conséquences sur la mémoire à court terme des animaux.  

Dans le test de reconnaissance d’objets, deux structures cérébrales semblent être impliquées : 

l’hippocampe et le cortex périrhinal (pour revue : Antunes and Biala, 2012). Alors que 

l’hippocampe semble être mis en jeu dans la phase d’apprentissage ainsi que dans la phase 

de restitution (lorsque le temps de rétention entre la présentation des objets au cours du test 

est long), le cortex périrhinal serait de son côté plutôt impliqué dans la phase de restitution 

lorsque ce temps de rétention est court (comme c’est le cas dans notre étude, le délai de 

rétention étant de 15 minutes) ; bien que cela soit toujours discuté au sein de la communauté 

scientifique.  

Ainsi, l’atteinte cognitive observée chez les animaux WT-HI pourrait être liée à une atteinte 

hippocampique, perturbant l’apprentissage lors de l’exploration des objets au cours de la 

phase d’acquisition (comme cela semble être le cas dans les autres études réalisées in vivo, 

montrant des difficultés d’apprentissage significatives dans le test de la piscine de Morris chez 

les animaux exposés à un protocole d’HI), et/ou à une atteinte du cortex périrhinal, 

empêchant la restitution de l’information encodée lors de la phase d’acquisition, et donc ne 

permettant pas aux animaux de reconnaître l’objet familier comme tel.  

A l’inverse, nous pouvons supposer que l’amélioration cognitive observée chez nos animaux 

transgéniques pourrait être associée à une réduction de la pathologie Tau dans l’hippocampe 

et/ou le cortex périrhinal ; ces deux structures étant affectées par la DNF lorsque les animaux 

sont âgés de 8 mois.  

 Effet du protocole d’hypoxies intermittentes sur la pathologie Tau 

L’étude des conséquences d’un stress hypoxique intermittent sur la protéine Tau murine chez 

les animaux WT âgés de 5 et 8 mois ne nous a pas permis de mettre en évidence de 

modification d’expression cérébrale du gène codant pour la protéine Tau chez les animaux 

hypoxiés, comparativement aux animaux contrôles. De même, l’étude de l’état de 

phosphorylation de cette protéine Tau murine par une approche biochimique n’a pas mis en 

évidence de différence entre les groupes exposés au protocole d’HI et les groupes contrôles. 

Ces résultats semblent donc indiquer que lors d’un stress hypoxique intermittent d’une durée 

de 15 jours chez une souris de type sauvage, la protéine Tau murine ne serait pas sensible au 

stress hypoxique. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que chez ces animaux, les troubles 

cognitifs observés dans le cadre de notre thèse (mais aussi ceux décrits dans la littérature) ne 

seraient pas liés à des modifications transcriptionnelles ni post-traductionnelles de la protéine 

Tau.  

Les études réalisées chez les animaux transgéniques THY-Tau22 âgés de 5 et 8 mois n’ont 

également pas mis en évidence de modification transcriptionnelle du gène codant pour la 

protéine Tau murine, confirmant les observations réalisées chez les animaux WT. Concernant 
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les analyses biochimiques réalisées par Western Blots, lorsque nous appliquions un anticorps 

dirigé contre la protéine Tau (phosphorylée ou totale) sur nos membranes, celui-ci 

reconnaissait la protéine Tau humaine mais également la protéine Tau murine. Toutefois, dans 

notre modèle transgénique (sur-exprimant la protéine Tau humaine), la détection du signal 

était beaucoup plus rapide que pour les membranes sur lesquelles nous avions déposé des 

échantillons de souris WT. Ainsi, le signal détecté lors de la révélation des membranes sur 

lesquelles se trouvaient des échantillons issus de souris THY-Tau22 correspond, en très grande 

majorité, aux anticorps anti-Tau ayant reconnu la protéine Tau humaine. 

Les différentes études de la protéine Tau humaine réalisées à partir du modèle transgénique 

THY-Tau22 nous ont permis d’observer plusieurs choses lors de l’application d’un stress 

hypoxique intermittent.  

Tout d’abord, les marquages anti-Tau réalisés en immunohistochimie semblent mettre en 

évidence une augmentation des quantités de protéines Tau au stade pré-agrégatif chez les 

animaux transgéniques âgés de 8 mois exposés au protocole d’hypoxies intermittentes ; sans 

que nous ne puissions observer de variation des quantités de protéines Tau agrégées (ce qui 

témoignerait d’une aggravation de la pathologie et serait cohérent avec l’augmentation du 

marquage MC1). Gardant à l’esprit que les études immunohistologiques ne constituent 

qu’une méthode expérimentale semi-quantitative, nous pouvons néanmoins imaginer que 

cette augmentation de protéines Tau à un stade pré-agrégatif pourrait en réalité 

s’accompagner d’une augmentation des quantités de protéines Tau agrégées, mais que ces 

dernières ne seraient pas visualisables car dégradées et éliminées de l’organisme aussitôt 

qu’elles sont formées.  

Nous avons également pu observer sous hypoxie une diminution importante des quantités de 

protéines Tau retrouvées dans le plasma des animaux. Au niveau cérébral, cette diminution 

serait associée à une augmentation d’expression du transgène dans le cortex des animaux 

âgés de 5 mois (et vraisemblablement également dans le cortex des animaux âgés de 8 mois). 

A l’heure actuelle, le métabolisme de la protéine Tau entre le système nerveux central et la 

périphérie n’est pas connu, rendant difficile l’interprétation de ces observations. Néanmoins, 

chez les patients atteints de la MA, il a été observé une augmentation des quantités 

plasmatiques de protéines Tau, comparativement aux dosages effectués dans le plasma de 

sujets sains du même âge (Zetterberg et al., 2013). Ainsi, il semblerait que dans la MA, 

l’augmentation des quantités de protéines Tau retrouvée au niveau central soit associée à une 

augmentation des quantités de protéines Tau retrouvées dans le plasma. Nous pouvons donc 

supposer que la baisse de quantités de protéines Tau observée dans le plasma de nos animaux 

transgéniques exposés au protocole d’hypoxies intermittentes pourrait être associée, à 

l’inverse, à une diminution des quantités de protéines Tau au niveau cérébral.  

Cette hypothèse est par ailleurs appuyée par les résultats de nos analyses biochimiques par 

Western Blot. En effet, il semble que dans le cerveau de nos animaux transgéniques âgés de 

8 mois et exposés au protocole d’hypoxies intermittentes, une diminution des quantités de 
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protéines Tau totales soit observée. En effet, ces animaux présentent un marquage Tau-Cter 

inférieur à celui des animaux contrôles (THY-Tau22-No). Toutefois, ce marquage ne 

s’accompagne pas d’une baisse du marquage Tau-Nter. Devant cette observation, nous avons 

émis l’hypothèse de l’existence d’une troncation de la protéine Tau au niveau de son 

extrémité carboxy-terminale. Nous avons alors observé le marquage obtenu avec l’anticorps 

Tau-Cter au niveau des poids moléculaires inférieurs à 50 – 60 kD (le poids moléculaire de la 

protéine Tau), afin de déterminer si le profil électrophorétique des fragments de troncation 

(observable sur nos membranes) était modifié sous hypoxie. Ces observations n’ayant pas mis 

en évidence de modification du profil électrophorétique des fragments de troncation sous 

hypoxie, nous pouvons supposer que la troncation de la protéine Tau n’est pas modifiée par 

le stress hypoxique intermittent que nous avons imposé à nos animaux transgéniques.  

Concernant la phosphorylation et l’agrégation de la protéine Tau, ces travaux de thèse ont mis 

en évidence des résultats inattendus. En effet, alors que nous nous attendions à observer une 

majoration de la pathologie Tau sous hypoxie (se traduisant par une hyper-phosphorylation 

de la protéine Tau et une augmentation de l’agrégation), nous avons observé les effets 

inverses chez nos animaux transgéniques soumis au protocole d’HI.  

En effet, les expérimentations réalisées chez les souris transgéniques THY-Tau22 âgées de 5 

et 8 mois ont permis d’observer une déphosphorylation de la protéine Tau sur plusieurs 

épitopes. Une électrophorèse bidimensionnelle aurait pu permettre de mieux caractériser la 

phosphorylation globale de la protéine Tau, mais n’a malheureusement pas pu être réalisée à 

partir de nos échantillons cérébraux. De la même façon, il aurait été intéressant d’évaluer 

l’expression et l’activité des protéines kinases et des protéines phosphatases impliquées dans 

la phosphorylation et la déphosphorylation des épitopes de la protéine Tau pour lesquels nous 

avons observé des modifications sous hypoxie intermittente, études que nous n’avons pas pu 

réaliser dans le cadre de ce travail de thèse. 

En parallèle de cette déphosphorylation, nos résultats indiquent également que les quantités 

de protéines Tau agrégées seraient moindres sous hypoxie intermittente, comparativement 

aux animaux contrôles.  

Ces observations de déphosphorylation et de diminution des quantités de protéines Tau 

agrégées pourraient être à l’origine de l’amélioration cognitive observée chez nos animaux 

transgéniques exposés au protocole d’hypoxies intermittentes. En effet, une amélioration 

cognitive a été préalablement décrite dans ce modèle animal lorsque la phosphorylation et 

l’agrégation de Tau étaient réduites (Santacruz et al., 2005; Troquier et al., 2012).  

En ce qui concerne les mécanismes ayant conduit à une diminution de la phosphorylation et 

des quantités de protéines Tau agrégées, nous n’avons pas à ce jour réalisé d’études 

complémentaires afin de les déterminer, mais nous pouvons formuler des hypothèses pour 

les expliquer.  
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La première hypothèse concerne la phosphorylation. Lorsque les quantités d’oxygène 

disponible diminuent (ce qui est le cas dans notre modèle d’hypoxies intermittentes), la 

mitochondrie ne peut plus fonctionner correctement et la cellule perd ainsi sa principale 

source d’ATP (adénosine tri-phosphate). En réduisant sa production d’ATP, la cellule voit alors 

sa source de phosphates disponibles pour la phosphorylation des protéines diminuer 

également. La mise à mort de nos animaux ayant eu lieu rapidement après la sortie du 

dispositif à hypoxies intermittentes, nous pouvons émettre l’hypothèse que la 

déphosphorylation de la protéine Tau que nous avons observée chez nos animaux hypoxiés 

pourrait refléter cette baisse d’ATP disponible, ou tout au moins qu’elle aurait pu y contribuer. 

Ceci reste néanmoins une simple hypothèse qui nécessiterait d’autres investigations pour être 

vérifiée, notamment la réalisation d’une cinétique de dosage des quantités d’ATP disponibles 

pendant le stress hypoxique intermittent (la durée du protocole étant de 8 heures chaque 

jour, il est probable que les cellules mettent en place un métabolisme anaérobie pour 

synthétiser leur ATP et continuer à fonctionner), ainsi qu’en condition de normoxie. 

La seconde hypothèse que nous pouvons formuler concerne quant à elle l’agrégation de la 

protéine Tau. Une étude récente a en effet montré que les agrégats de protéines Tau 

pouvaient être dégradés par la sérine protéase HTRA1 (Human High Temperature 

Requirement Serine Protease A1) (Tennstaedt et al., 2012). Dans le cerveau des patients 

atteints de la MA, les taux d’HTRA1 seraient négativement corrélés avec ceux des protéines 

Tau totales, phosphorylées et agrégées. Les auteurs de cette étude ont par ailleurs mis en 

évidence une augmentation des taux d’ARNm d’HTRA1 ainsi qu’une augmentation d’activité 

de cette protéase en réponse à des concentrations élevées de protéines Tau au niveau 

cérébral. Il semblerait qu’un stress hypoxique puisse également être responsable d’une 

augmentation activation d’HTRA1. A partir de ces résultats, nous pouvons émettre 

l’hypothèse d’une activation accrue d’HTRA1 dans notre modèle transgénique exposé au 

protocole d’HI, ce qui expliquerait la diminution des quantités de protéines Tau totales, 

phosphorylées et agrégées dans l’hippocampe de nos souris. Une exploration d’HTRA1 dans 

le cerveau de nos animaux est prévue au cours des prochaines semaines, et les résultats de 

cette étude pourront être présentés lors de la soutenance de thèse.  

 Effet du stress hypoxique intermittent sur différents gènes impliqués 

dans le stress oxydant et l’inflammation 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons réalisé une analyse transcriptomique de différents 

gènes intervenant dans le stress oxydant et l’inflammation.  

En ce qui concerne les marqueurs de stress oxydant testés, nous avons donc observé une 

diminution d’expression du gène codant pour MnSOD sous hypoxie dans l’hippocampe des 

souris WT âgées de 5 mois. Bien qu’isolés, ces résultats sont cohérents avec la diminution des 

taux de SOD récemment décrits dans la littérature (Deng et al., 2015).  

D’autre part, une diminution significative d’expression du gène NCF1 a été observée sous 

hypoxie dans l’hippocampe des animaux transgéniques âgés de 5 mois. Le gène NCF1 
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(pour Neutrophil Cytosolic Factor 1) code pour une protéine de 47 kD qui constitue une sous-

unité de la NADPH oxydase. Une diminution d’expression de ce gène pourrait donc en théorie 

conduire à une diminution des quantités de NADPH oxydase. Or, dans la littérature, une 

augmentation des taux de NADPH oxydase et de son activité ont été rapportées dans 

l’hippocampe de souris WT exposées à un protocole d’hypoxies intermittentes (Nair et al., 

2011a). Nos résultats se limitant cependant à l’étude de l’expression du gène, des études 

complémentaires seraient nécessaires pour évaluer les quantités et l’activité de la NADPH 

oxydase chez nos animaux. 

Ainsi, les résultats obtenus au cours de cette thèse ne nous ont pas permis de mettre en 

évidence d’effet majeur du stress hypoxique intermittent sur l’expression de ces différents 

gènes, alors que des variations avaient été décrites dans la littérature. Néanmoins, les 

données de la littérature rapportaient essentiellement des variations de quantités protéiques 

et/ou d’activités enzymatiques, et non des variations au niveau du gène. Il nous aurait donc 

fallu caractériser au niveau protéique les marqueurs de stress oxydant et d’inflammation que 

nous avons testés dans cette étude.  

Toutefois, par manque de temps et sachant que l’étude du stress oxydant sortait du cadre de 

recherche initial fixé pour ce travail de thèse (étude de la cognition et de la protéine Tau sous 

hypoxie), nous n’avons pas poursuivi ces investigations.  

 Etude de l’apoptose 

Alors qu’une apoptose avait été décrite dans la littérature sous hypoxie intermittente, le 

marquage NeuN que nous avons réalisé chez les animaux âgés de 8 mois n’a pas mis en 

évidence d’apoptose chez les animaux hypoxiés comparativement aux animaux contrôles. 

Bien que nous n’expliquions pas cette observation, elle nous permet tout de même de 

supposer que la baisse des quantités de protéines Tau observée dans le cerveau des animaux 

transgéniques à cet âge ne serait donc pas due à une mort neuronale plus importante sous 

hypoxie, et suggère qu’il existerait donc bien un autre mécanisme pouvant expliquer les 

observations réalisées sur la protéine Tau. 
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 Discussion générale 
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Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse nous ont permis d’évaluer l’effet chez la souris 

de deux types d’exposition à l’hypoxie sur la mémoire et la pathologie Tau in vivo. 

Pour cela, nous avons choisi d’exposer un modèle murin transgénique de pathologie Tau, la 

souris THY-Tau22, a deux protocoles de stress hypoxique ; afin d’évaluer leurs conséquences 

sur la mémoire et le développement de la pathologie Tau présente chez ces animaux.  

Le premier protocole a consisté en un stress hypoxique répété sur une durée de 6 mois. Les 

résultats de ces expérimentations nous ont permis de mettre en évidence une atteinte 

cognitive réversible chez les animaux hypoxiés, à l’image de ce qui a pu être décrit chez les 

montagnards se rendant en haute montagne. Cette atteinte cognitive n’a pas pu être reliée à 

des modifications de la protéine Tau.  

Le second protocole a consisté en la réalisation d’un stress hypoxique intermittent sur une 

courte durée (15 jours). Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence, chez les animaux 

WT, une atteinte cognitive qui ne semblait pas être associée à des modifications de la protéine 

Tau. Concernant les animaux transgéniques THY-Tau22, nous avons observé un effet 

inattendu de notre protocole d’hypoxies intermittentes. En effet, les animaux exposés à ce 

protocole ont pu retrouver des capacités mnésiques comparables à celles d’animaux WT du 

même âge, cette observation ayant été corrélée avec une réduction des agrégats de protéines 

Tau au niveau cérébral. 

Dans toutes les expérimentations réalisées au cours de cette thèse, des animaux contrôles WT 

de même âge et de même sexe que les animaux transgéniques ont été exposés aux mêmes 

stress hypoxiques que les animaux transgéniques. Ceci avait pour objectif de permettre 

l’étude de la mémoire des animaux. En effet, le modèle transgénique THY-Tau22 développe 

spontanément des troubles mnésiques en raison de la DNF retrouvée chez les animaux. De ce 

fait, il ne constitue pas un bon modèle d’étude lorsque l’on souhaite évaluer l’apparition des 

troubles mnésiques sous hypoxie dans un organisme sain, comme c’est le cas chez les sujets 

montagnards ; alors que les animaux WT permettent cette approche expérimentale. Le 

modèle THY-Tau22 constitue en revanche un bon modèle d’étude lorsque l’on s’intéresse à la 

potentialisation sous hypoxie des troubles cognitifs observés chez les patients présentant à la 

fois un SAS et une MA.  

 

La première partie de ces travaux de thèse a consisté à évaluer l’effet d’un stress hypoxique 

répété, mimant l’exposition des montagnards à l’hypoxie relative rencontrée en altitude. Pour 

cela, nous avons réalisé deux cinétiques d’expérimentation d’une durée de 6 mois, chez des 

animaux WT ainsi que des animaux transgéniques présentant une pathologie Tau modérée et 

d’autres une pathologie Tau a un stade plus avancé. Une évaluation comportementale a été 

effectuée tout au long de ces deux cinétiques d’expérimentation. Alors que chez les animaux 

transgéniques, nous avons rencontré des difficultés d’interprétation des résultats des tests 

comportementaux, nos expérimentations ont en revanche permis de mettre en évidence des 

troubles cognitifs chez les souris WT exposées au protocole d’hypoxies répétées. Ces résultats 
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sont cohérents avec les données de la littérature montrant une atteinte cognitive chez les 

montagnards se rendant en haute montagne (Hornbein, 2001). De façon intéressante, nous 

avons également pu observer une réversibilité de l’atteinte mnésique des animaux WT. Ces 

observations peuvent être rapprochées de celles ayant montré une atteinte mnésique 

transitoire chez les sujets se rendant en altitude. Nous pouvons imaginer que, de la même 

façon que dans le cadre des études de préconditionnement hypoxique (exposant par exemple 

des rats à une FiO2 égale à 10%, 2 heures par jour pendant 3 jours (Rybnikova et al., 2005)), 

l’exposition répétée à un stress hypoxique chez nos animaux pourrait jouer un rôle protecteur 

vis-à-vis de la survenue des troubles cognitifs, leur permettant de retrouver un statut cognitif 

normal peu de temps après leur retour à la condition de normoxie. A l’inverse, un effet 

délétère des hypoxies sur la mémoire des animaux semblerait pouvoir être observé dès lors 

que la répétition des hypoxies est interrompue.  

En revanche, l’étude de la protéine Tau réalisée chez les animaux WT et THY-Tau22 exposés 

au protocole d’hypoxies répétées n’a pas permis d’observer d’effet persistant de l’hypoxie (14 

jours après la fin de l’exposition des animaux) sur la biochimie de la protéine Tau ; suggérant 

que celle-ci ne serait pas responsable des troubles cognitifs observés chez les animaux au 

même moment ; une atteinte mnésique ayant été observée 4, 14 et 17 jours après la dernière 

exposition au stress hypoxique répété.  Il est donc probable que chez les sujets montagnards 

se rendant en haute altitude, les troubles cognitifs observés ne soient pas dus à une 

modification du métabolisme de la protéine Tau, et qu’ils fassent donc intervenir d’autres 

mécanismes moléculaires. 

 

La seconde partie de ces travaux de thèse a consisté en l’évaluation des conséquences d’un 

stress hypoxique intermittent sur la cognition et la pathologie Tau chez des animaux WT et 

des animaux THY-Tau22. Dans le cadre de cette étude, nous souhaitions évaluer l’effet d’un 

protocole d’hypoxies intermittentes modélisant un SAS sévère chez l’homme, ce qui a été le 

cas ici. En effet, les analyses des enregistrements de SaO2 nous ont permis de caractériser la 

sévérité de l’atteinte hypoxémique chez les animaux, et d’observer une désaturation 

moyenne située aux alentours de 80%.  

Ces études nous ont permis de mettre en évidence une atteinte de la mémoire à court terme 

chez les animaux WT. L’étude de la protéine Tau réalisée chez ces animaux ne nous a toutefois 

pas permis de relier ces troubles cognitifs à une perturbation du métabolisme de la protéine 

Tau, suggérant l’implication d’autres mécanismes moléculaires, comme cela a notamment été 

décrit dans la littérature pour l’inflammation (de Lima et al., 2015) et le stress oxydant (Asker 

et al., 2015). Nous n’avons cependant pas pu mettre en évidence de variation d’expression de 

gènes codant pour des marqueurs de stress oxydant et d’inflammation chez nos animaux 

hypoxiés. 
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L’évaluation cognitive des animaux transgéniques exposés à ce même protocole d’hypoxies 

intermittentes nous a permis d’observer un effet inattendu chez les animaux âgés de 8 mois. 

En effet, alors que les animaux transgéniques non exposés au protocole d’hypoxies 

intermittentes présentaient, à cet âge, une atteinte cognitive comme attendu au vu du 

développement de la DNF dans leur cerveau (Schindowski et al., 2006), nous avons pu 

observer une restauration des capacités mnésiques chez les animaux transgéniques exposés 

au protocole d’hypoxies intermittentes.  

Par la suite, nous avons pu relier cette amélioration cognitive avec une diminution des 

quantités de protéines Tau agrégées dans le cerveau des animaux. Bien que n’ayant à l’heure 

actuelle pas déterminé par quel(s) mécanisme(s) cette diminution d’agrégation de la protéine 

Tau avait été rendue possible, nous pouvons suspecter une activation de la sérine protéase 

HTRA1.  

Il a en effet été démontré dans la littérature que cette protéase pouvait dégrader les agrégats 

de protéines Tau dans le cerveau, et qu’elle pouvait être activée par des concentrations 

importantes de protéines Tau ainsi que par un stress hypoxique (Tennstaedt et al., 2012). Nous 

pouvons imaginer que, dans notre modèle d’exposition « courte » au protocole d’hypoxies 

intermittentes (pendant 15 jours), HTRA1 aurait pu jouer un rôle protecteur vis-à-vis du stress 

hypoxique, en permettant la dégradation des agrégats de protéines Tau dans le cerveau des 

animaux, conduisant alors à la restauration des capacités mnésiques chez ces animaux.  

Une amélioration cognitive avait déjà été rapportée dans ce modèle transgénique THY-Tau22 

chez les animaux présentant une réduction des agrégats protéiques de Tau (Santacruz et al., 

2005; Troquier et al., 2012).  

Lorsque l’on s’intéresse aux troubles cognitifs observés en clinique humaine chez les patients 

présentant un SAS et une MA, la durée d’exposition au stress hypoxique intermittent ne se 

limite toutefois pas à quelques semaines. Chez ces patients, nous pourrions envisager que le 

système de dégradation des protéines Tau par HTRA1 soit dérégulé et/ou saturé, en raison 

d’une exposition beaucoup plus longue à l’hypoxémie nocturne ainsi que des quantités 

importantes d’agrégats protéiques de Tau dans le cerveau des patients atteints de la MA. Il 

serait alors possible, chez ces patients, d’observer les conséquences délétères du stress 

hypoxique intermittent sur la pathologie Tau et la mémoire des patients.  

Une exposition de nos animaux transgéniques a un protocole d’hypoxies intermittentes 

pendant une durée d’exposition plus longue nous aurait peut-être permis d’observer une 

atteinte cognitive et une pathologie Tau majorées chez ces animaux, reflétant alors les 

observations réalisées en clinique humaine.  

 

 



 
143 

De façon plus globale, les deux protocoles de stress hypoxiques que nous avons utilisés dans 

le cadre de ces travaux de thèse ne nous ont pas permis d’observer d’effet de l’hypoxie sur la 

protéine Tau murine chez les animaux WT, alors que nous avons pu observer des troubles 

cognitifs chez ces animaux. Nous pouvons ainsi nous questionner sur les effets de l’hypoxie 

observés uniquement sur la protéine Tau humaine en dépit de l’homologie importante (88%) 

entre les protéines Tau humaine et murine (Poorkaj et al., 2001). Les différences entre ces 

deux protéines se situent essentiellement au niveau de l’extrémité N-terminale de la protéine 

(Poorkaj et al., 2001). A ce jour, deux haplotypes du gène MAPT ont été identifiés chez 

l’homme : H1 et H2. Une étude de 2012 a montré l’existence d’une région HRE (élément de 

réponse à l’hypoxie) sur l’haplotype H2 du gène MAPT (Maloney and Lahiri, 2012). A notre 

connaissance, aucune donnée de la littérature n’a mis en évidence l’existence similaire d’un 

élément de réponse à l’hypoxie sur le gène codant pour la protéine Tau murine. Ces données 

pourraient ainsi expliquer l’absence de modification de la protéine Tau murine en condition 

d’hypoxie, comme nous l’avons observé au cours de nos deux études expérimentales. Elles 

confortent par ailleurs notre hypothèse selon laquelle la protéine Tau humaine pourrait être 

modifiée en réponse à un stress hypoxique.  

 

Concernant l’ensemble de nos expérimentations, un autre point mérite d’être discuté : celui 

du sexe des animaux. Bien que n’ayant pas réellement « choisi » d’utiliser des animaux 

femelles dans le cadre de l’ensemble de nos expérimentations puisqu’il s’agissait d’un choix 

par défaut (les animaux mâles étant déjà destinés à d’autres études), nous pouvons 

aujourd’hui nous questionner sur l’utilisation des animaux femelles dans le cadre de nos 

études. En effet, bien que cela ne soit pas très clair dans la littérature, il semblerait qu’il puisse 

exister un dimorphisme sexuel dans la réponse à l’hypoxie (Chavez-Valdez et al., 2014; 

Gassmann et al., 2009; Yang et al., 2014), bien que ces observations soient controversées 

(Nakano et al., 2005). Il serait donc utile de reproduire ces expérimentations sur des animaux 

mâles pour confirmer nos résultats.  

 

De même, après analyse critique de nos résultats et de nos protocoles expérimentaux, il 

apparaît que certains points auraient pu être améliorés.  

En premier lieu, chez les animaux exposés au protocole d’hypoxies répétées, il nous aurait 

fallu espacer la réalisation de nos tests comportementaux et/ou multiplier la diversité des 

tests réalisés, afin de prévenir le comportement d’ « habituation » que nous avons pu 

observer chez nos animaux.  

De plus, il aurait peut-être été plus judicieux de réaliser l’évaluation comportementale le 

lendemain de l’exposition à l’hypoxie, au lieu de la réaliser 3 jours après. De même, il aurait 

probablement été préférable de réaliser les prélèvements sanguins de façon plus rapprochée 



 
144 

de l’exposition à l’hypoxie, afin de pouvoir observer la réponse à l’hypoxie de l’organisme, qui 

survient rapidement en condition de stress hypoxique. 

De la même façon, nous avons pris le parti d’effectuer la mise à mort des animaux 14 jours 

après la dernière exposition à l’hypoxie, car c’est à ce moment-là qu’ils présentaient une 

atteinte cognitive, et que nous espérions donc pouvoir observer un effet sur la pathologie Tau. 

Nous avons longuement discuté ce point lors de la préparation des expérimentations, lorsque 

nous avons observé la réponse comportementale des animaux. Nous avons également 

envisagé de sacrifier la moitié des animaux 3 jours après la dernière exposition à l’hypoxie, et 

l’autre moitié 14 jours après. Toutefois, en raison d’un nombre d’animaux par groupe trop 

faible (en moyenne nous disposions de 7 animaux par groupe WT et 5 animaux par groupe 

THY-Tau22), nous avons jugé plus judicieux de mettre à mort tous les animaux au même 

moment, afin de pouvoir réaliser des analyses statistiques par la suite lors de l’exploitation 

des résultats, ce qui aurait été impossible avec seulement 2 ou 3 animaux par groupe. A 

l’avenir, il serait intéressant de débuter l’exposition à notre protocole d’hypoxies répétées 

avec un plus grand nombre d’animaux. Ceci nous permettrait de procéder à des mises à mort 

de quelques animaux après différentes durées d’exposition au protocole d’hypoxies répétées, 

et également après un délai variable par rapport à la dernière exposition à l’hypoxie. Ainsi, 

nous pourrions envisager de sacrifier une partie des animaux immédiatement après la fin de 

l’exposition à hypoxie ; ou bien quelques heures ou jours après celle-ci.  

 

Ces travaux de thèse ne nous ont pas permis de vérifier notre hypothèse de travail initiale, qui 

proposait que l’aggravation des troubles cognitifs observés chez les patients présentant un 

syndrome d’apnées du sommeil et une maladie d’Alzheimer pourrait être médiée par une 

aggravation de la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) sous hypoxie. Toutefois, cette 

hypothèse n’a pas non plus été complètement écartée, et les résultats de nos observations 

nous ont permis de proposer une nouvelle piste de recherche : l’étude de la sérine protéase 

HTRA1.  

Nous pensons que lors d’une exposition à un stress hypoxique intermittent sur une période 

courte chez un animal présentant une DNF (ou par extension, chez un patient présentant une 

MA), cette protéase pourrait éliminer les agrégats de protéines Tau (sous l’effet conjoint de la 

présence de protéines Tau agrégées dans son environnement et d’un stress hypoxique). Cette 

hypothèse, si elle s’avère vraie, pourrait expliquer l’amélioration cognitive observée chez nos 

animaux transgéniques exposés au protocole d’hypoxies intermittentes (Figure 54). Lors d’une 

exposition à plus long terme, nous pouvons envisager que ce système de dégradation des 

agrégats de protéines Tau pourrait être saturé, permettant alors au stress hypoxique 

intermittent de promouvoir la dégénérescence neurofibrillaire préexistante  chez les patients 

atteints de la MA, entraînant alors l’aggravation cognitive observée en clinique humaine. 
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Figure 54 : Hypothèse de l’implication de la serine protéase HTRA1 dans la survenue des troubles cognitifs 

observés chez les patients présentant un syndrome d’apnées du sommeil et une maladie d’Alzheimer. DNF : 

dégénérescence neurofibrillaire. 

Afin de confirmer cette nouvelle hypothèse, il serait intéressant d’étudier l’expression 

d’HTRA1 dans le cerveau de nos animaux exposés au protocole d’hypoxies intermittentes.  

Il serait également intéressant de réévaluer la mémoire et la pathologie Tau chez les souris 

THY-Tau22 exposées à un protocole plus long d’hypoxies intermittentes.  

Ainsi, si nous parvenons à confirmer l’implication d’HTRA1 dans la survenue des troubles 

cognitifs observés sous hypoxie intermittente, nous apporterons un nouvel élément de 

réponse à la question à l’origine de ce travail de thèse :  

 

« Maladie d’Alzheimer et Syndrome d’Apnées du Sommeil : deux pathologies liées ? » 
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