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CHAPITRE | : L’APP : structure, métabolisme et fonctions
physiologiques

Le gene codant pour le précurseur du peptide B-amyloide, ou « 8-amyloid precursor protein » (noté APP),
a été identifié pour la premiere fois en 1987 (Goldgaber et al. 1987; Kang et al. 1987; Tanzi et al. 1987). Il
est localisé sur le chromosome 21 humain (Hsa21) en 21g21.3 et s’étend sur environ 290 kilobases (kb)
(données tirées d’Ensembl, version du génome GRCh38.p13). Il code pour une protéine homonyme, APP,
et se compose de 18 exons qui peuvent faire I'objet d’un épissage alternatif. Ainsi, 17 transcrits ont été
décrits a ce jour (données tirées d’Ensembl), dont les 3 principaux sont I’APP770, 'APP751 et I’APP695.
Ces isoformes se distinguent par la longueur de leur séquence en acides aminés qui est indiquée par un

nombre dans leur appellation. Ainsi, I’APP770 est la forme la plus longue.

Le géne APP est hautement conservé entre les especes ; il en existe a ce jour 279 orthologues (données
tirées d’Ensembl). On le retrouve ainsi sur le chromosome 16 chez la souris et sur le chromosome 11 chez
le rat, avec, respectivement, 88% et 89% d’homologie au niveau du gene (alighement des séquences
nucléotidiques réalisé sur blast.ncbi.nim.nih.gov). Il est également présent chez la Drosophile Drosophila
melanogaster, ol le gene est appelé Appl pour APP-like (Rosen et al. 1989), ou encore chez le vers
Caenorhabditis elegans, sous |'appellation Apl-1 pour Amyloid-8-like protein (Daigle et Li 1993) (homologie
faible au niveau du géne). Par ailleurs, chez les mammiféres, le géne APP fait partie d’une famille de génes
incluant deux autres membres appelés APLP1 et APLP2, pour APP-like protein 1/2 (Wasco et al. 1992;
1993). Ces geénes présentent une homologie de 73% et 71% avec le géne APP (alighement des séquences

nucléotidiques des génes humains réalisé sur blast.ncbi.nlm.nih.gov).

I- Structure de la protéine APP

L'APP est une glycoprotéine transmembranaire de type |, c’est-a-dire que sa région N-terminale (N-ter) se
situe du coté extracellulaire et sa région C-terminale (C-ter) du coté cytoplasmique. Elle se compose d’un
large domaine extracellulaire, d’'un unique domaine transmembranaire et d'un court domaine

intracellulaire (U. C. Mdller, Deller, et Korte 2017) (Figure 1-A).

Le domaine extracellulaire, ou ectodomaine, de I’APP débute par un peptide-signal qui va permettre son

adressage, en début de synthese, dans le réticulum endoplasmique (Figure 1-B). Par la suite, on distingue
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6 sous-domaines. Tout d’abord, le domaine E1 est un domaine riche en cystéine qui présente des
similarités avec certains facteurs de croissance (Rossjohn et al. 1999). Il peut étre subdivisé en 2 domaines :
un domaine ressemblant aux facteurs de croissance riche en cystéine, contenant un site de liaison a
I’'héparine, et un domaine de liaison au cuivre. Le domaine E1 est suivi d’'une région riche en acide
glutamique et acide aspartique, appelée domaine acide dont la fonction est inconnue. S’en suit un
domaine inhibiteur de protéases de type Kunitz (KPI) et le domaine Ox-2. Ces derniers, correspondant aux
exons 7 et 8 du géne App, sont absents de I'isoforme APP695 pour laquelle ces exons ont été épissés.
Concernant I'isoforme APP751, elle est issue de I'épissage de I'exon 8, elle est donc dépourvue du domaine
Ox-2. Ainsi, seule I'isoforme APP770 possede ces deux domaines. Enfin, on trouve le domaine E2 qui est
riche en hélices a. Il contient le second site de liaison a I’héparine ainsi que plusieurs sites de liaisons aux

métaux, comme le cuivre ou le fer.

Vient ensuite la région juxta-membranaire qui permet de faire le lien entre le domaine E2 et le domaine
transmembranaire. Cette région contient notamment les sites de clivages des enzymes a- et B-sécrétases
dont les voies protéolytiques seront décrites par la suite (Partie IV). C’'est également dans cette région que
débute la séquence du peptide B-amyloide (AB) qui se poursuit ensuite dans le domaine

transmembranaire. Ce dernier comporte le site de clivage d’une troisieme enzyme appelée y-sécrétase.

Enfin, le domaine intracellulaire posséde plusieurs sites de phosphorylation (van der Kant et Goldstein
2015). Il présente également un motif YENPTY qui est un motif d’internalisation impliqué dans
I’endocytose de I’APP. Ce domaine intracellulaire est, par ailleurs, hautement conservé avec les autres

membres de la famille APP (APLP1 et APLP2).

La majorité des domaines présents dans la structure de I’APP est retrouvée dans les protéines APLP1 et
APLP2. En effet, les domaines E1, E2 et la région acide sont également présents chez ces dernieres, la
protéine APLP2 possede en plus le domaine KPI (U. C. Miiller, Deller, et Korte 2017). Cependant, la

séquence de I’AB est spécifique de I’APP et n’est pas retrouvée chez les autres membres.
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Figure 1 : Structure de la protéine APP

(A) Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine APP basée sur I'isoforme APP695. L’APP est
constituée d’un large domaine extracellulaire divisé en 4 sous-domaines dans le cas de 'APP695 : le domaine E1 qui
est riche en cystéines, le domaine acide (AcD), le domaine E2 qui est riche en hélices a et le domaine juxta-
membranaire. Ce dernier contient le site de clivage des enzymes a- et B-sécrétases, indiquées par les lettres a et 3,
respectivement. La séquence du peptide AB, indiquée en rouge, est a cheval entre le domaine juxta-membranaire et
le domaine transmembranaire de I’APP (TMD) qui contient le site de clivage de la y-sécrétase (y). Enfin, 'APP
comporte un court domaine intracellulaire (AICD). (B) Représentation des différents domaines de la protéine APP et
des protéines APLP1 et APLP2. Certains des domaines présents dans la structure de I’APP sont retrouvés dans les
protéines APLP1 et APLP2. La séquence de I'AB est, quant a elle, spécifique a I’APP. La numérotation des acides
aminés se réfere a I'isoforme APP695. SP : Peptide Signal ; GFLD : domaine ressemblant aux facteurs de croissance
riche en cystéines (Growth Factor-Like Domain) ; HBD : domaine de liaison a I’héparine ; CuBD : domaine de liaison
au cuivre ; KPI : domaine inhibiteur de protéases de type Kunitz ; Ox-2 : domaine Ox-2 ; ALID : domaine intracellulaire
des protéines APLP (APP-Like Protein Intracellular Domain) ; H : résidu histidine ; Y : résidu tyrosine. (Figure de Miiller
et al. 2017).
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II- Synthése de I’APP

La synthese de la protéine APP se fait via la voie sécrétoire (Figure 2). En effet, la présence d’un peptide-
signal au début de sa séquence permet son adressage au réticulum endoplasmique dans lequel I’APP sera
synthétisée. Elle est ensuite transférée dans I'appareil de Golgi avant son transport a la membrane
plasmique. Entre sa synthese et son arrivée a la membrane, I’APP subit un processus de maturation via
des modifications post-traductionnelles. Ces derniéres incluent une N- et O-glycosylation, des
phosphorylations, de la palmitoylation, ou encore des sulfatations de la tyrosine (Weidemann et al. 1989;
Oltersdorf et al. 1990; Walter et al. 1997; Bhattacharyya, Barren, et Kovacs 2013). Des altérations dans ces
processus de maturation peuvent influencer la voie protéolytique par laquelle I’APP sera clivée. Ainsi, une
fois I’APP arrivée a la membrane, elle peut étre clivée selon les voies protéolytiques décrites dans la partie
IV. Si elle n"est pas clivée, elle est internalisée rapidement du fait de la présence du motif YENPTY dans son
domaine intracellulaire. L'endocytose de I’APP se fait par un mécanisme dépendant de la clathrine. Elle
est ainsi transportée jusqu’aux endosomes précoces qui sont des vésicules présentes dans le cytoplasme,
ils constituent la premiere étape de la voie endolysosomale. Deux devenirs sont alors possibles. Une
fraction de I’APP est recyclée et renvoyée a la membrane, alors que l'autre fraction est dégradée par
transfert dans les lysosomes. A noter que seulement 10% de I’APP synthétisée sont présents a la
membrane lorsque la cellule est a I’état de repos. La majorité de I’APP reste ainsi dans I'appareil de Golgi

(Haass et al. 2012) .

Dans le cas des neurones, une fois I’APP sortie de I'appareil de Golgi, elle est transportée jusqu’aux axones
via un transport axonal rapide (Koo et al. 1990). Par ailleurs, elle est également présente dans les
dendrites. Il a ainsi été proposé qu’une fraction de I’APP dans les axones est transportée dans les dendrites
par un mécanisme de transcytose (Simons et al. 1995). Cela correspond au transport de molécules d’une
surface de la cellule a une autre via des vésicules. Cependant, le mécanisme par lequel I’APP est adressée

aux axones ou aux dendrites est mal compris.
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Figure 2 : Voie de synthése de ’APP

(1) LAPP est synthétisée via la voie sécrétoire. Elle est donc adressée au réticulum endoplasmique, avant d’étre
transférée dans I'appareil de Golgi, puis transportée a la membrane plasmique. (2) Une fois a la membrane, I’APP est
clivée ou rapidement internalisée, elle est alors transportée jusqu’aux endosomes précoces. (3) Une fraction de I’APP
internalisée est alors recyclée a la membrane, le reste est dégradé dans les lysosomes. (Figure de Haass et al. 2012)
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IlI- Expression

L’APP est exprimée de fagon ubiquitaire. Ainsi, chez ’'Homme, son ARNm est détecté aussi bien dans le
cerveau que dans les tissus périphériques tels que le cceur, les reins, les muscles, les poumons, le pancréas,
ou encore le foie (Kang et Miller-Hill 1990; Tanaka et al. 1989). Le plus haut niveau d’expression de I’APP
est détecté dans le cerveau. Dans ce dernier, c’est I'isoforme APP675 qui est majoritairement exprimée,
alors que I'ARNm des isoformes APP770 et APP751 est principalement détecté dans les tissus
périphériques. Un profil d’expression similaire est retrouvé chez le rat dont la protéine APP présente 97%
d’homologie avec I’APP humaine. Ainsi, son ARNm est retrouvé dans les mémes tissus que cités

précédemment avec une répartition similaire des différentes isoformes (Kang et Miiller-Hill 1990).

Par ailleurs, des études ont été réalisées afin de déterminer le type cellulaire dans lequel est exprimée
I’APP dans le cerveau. Bien que plusieurs études réalisées in vitro sur des cultures d’astrocytes montrent

une expression de I’APP (LeBlanc et al. 1991; Rohan de Silva et al. 1997), celle-ci n’a pas été démontrée in
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vivo. En effet, la réalisation d'immunomarquage sur des coupes de cerveaux montre une expression de
I’APP dans les neurones de |'hippocampe, mais pas dans les cellules gliales (astrocytes, microglies,
oligodendrocytes) (Guo et al. 2012; Del Turco et al. 2016). Ces différences de résultats pourraient étre en
partie liées a la spécificité des anticorps. L’étude de Guo et al. (2012) montre que certains anticorps

manquent de spécificité dans le cadre d’approches immunohistochimiques.

Par ailleurs, le profil d’expression des autres membres de la famille de I’APP a également été étudié. Ainsi,
I’expression d’APLP1 est restreinte au systéme nerveux (Lorent et al. 1995) . A I'inverse, APLP2 présente

une expression ubiquitaire avec un pattern d’expression semblable a celui de I’APP.

IV-Voies protéolytiques

Au cours de sa vie, la protéine APP peut étre clivée par différentes enzymes. Les deux voies protéolytiques
principales connues sont les voies amyloidogénique et non-amyloidogénique (Haass et al. 2012).
Cependant, au cours des derniéres années, plusieurs nouvelles voies protéolytiques ont été identifiées

(Andrew et al. 2016; Norstrom 2017).

1- Les voies canoniques
1.1- La voie amyloidogénique
Le clivage de I'APP par la voie amyloidogénique fait intervenir une enzyme appelée B-sécrétase (Figure 3).
Cette enzyme clive 'APP dans son ectodomaine, ce qui conduit a la production d'un fragment
extracellulaire soluble, appelé sAPPB, qui est libéré dans le milieu extracellulaire. Cela donne également
lieu a un fragment qui reste lié a la membrane, appelé CTFB pour C-Terminal Fragment-8 ou C99. Le CTFB
est a son tour clivé par une autre enzyme appelée y-sécrétase. Cela donne naissance au peptide AB, qui
constitue les plaques amyloides dans la maladie d’Alzheimer, et au fragment AICD (APP Intracellular

Domain).
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Figure 3 : Voies de clivages amyloidogénique et non-amyloidogénique de ’APP

Dans la voie amyloidogénique, I’APP est clivée par I'enzyme B-sécrétase donnant naissance aux fragments sAPPp et
CTFB. Ce dernier est a son tour clivé par la y-sécrétase pour produire le peptide AB et le fragment AICD. Dans la voie
non-amyloidoénique, I’APP est clivée par I'enzyme a-sécrétase. Cela conduit a la production des fragment sAPPa et
CTFa. La y-sécrétase va ensuite cliver le fragment CTFa ce qui génére les fragments p3 et AICD. Les lettre B, a ety
indiquent le site de clivage des enzymes B-sécrétase, a-sécrétase et y-sécrétase, respectivement. TDM : domaine
transmembranaire. (Figure adaptée de Zheng et Koo 2011)

Le clivage par la y-sécrétase se fait dans le domaine transmembranaire. Cette enzyme posséde 3 sites de
clivages possibles situés dans la région C-ter de I’AB (Figure 4). En effet, cette derniére clive de fagon
successive I’APP donnant naissance a des peptides AB de longueur variable. Ainsi, le premier clivage de la
y-sécrétase se fait au site € qui se situe apres I'acide aminé 48 ou 49. Ensuite, I’APP est clivée au site , soit
apres I'acide aminé 45 ou 46. Enfin, le dernier clivage au site y n’est pas aussi précis que les 2 précédents.
En effet, il peut avoir lieu apreés les acides aminés 37, 38, 39, 40, 42 ou 43, mais il se fait principalement
aprés les acides aminés 40 ou 42. Ainsi, la succession de ces 3 clivages peut donner naissance a des
peptides AB dont la longueur varie entre 37 et 43 acides aminés. Dans des conditions physiologiques, 90%
de I'AB produit I'est sous la forme de 40 acides aminés (AB40), I'AB42 représentant seulement 10% de la
production (Thinakaran et Koo 2008). Ce dernier est considéré comme plus neurotoxique et plus enclin a

I’agrégation.
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Figure 4 : Sites de clivages de I’enzyme y-sécrétase dans le domaine transmembranaire de I’APP

La y-sécrétase possede 3 sites de clivages dans le domaine transmembranaire de I’APP : |e site € aprés I'acide aminé
48 ou 49, le site T aprés I'acide aminé 45 ou 46, le site y aprés les acides aminés 37, 38, 39, 40, 42 et 43. Cette
succession de clivages permet de générer des peptides AP dont la taille varie entre 37 et 43 acides aminés. (Figure

de Haass et al. 2012)

1.2- La voie non-amyloidogénique
Le clivage de I’APP par la voie non-amyloidogénique empéche la production du peptide AB. En effet, dans

un premier temps, I’APP est clivée par 'enzyme a-sécrétase dans la séquence de I’AB, au niveau de
I’ectodomaine (Figure 3). Comme lors du clivage par la B-sécrétase, cela conduit a la production d’un
fragment extracellulaire soluble et d’un fragment lié a la membrane, appelés respectivement sAPPa et
CTFa (C-Terminal Fragment a) ou C83. Ce dernier est également clivé par la y-sécrétase donnant naissance

a un petit peptide de 3kDa, appelé p3, qui est libéré au niveau extracellulaire. Cela conduit également a la

production d’un fragment AICD, libéré dans le cytoplasme.

1.3- Les enzymes a, B et y-sécrétases

La B-sécrétase

La BACE-1 (B-site APP-Cleaving Enzyme 1) est I’enzyme qui a été identifiée comme possédant les propriétés
pour cliver I’APP au niveau du site de la B-sécrétase (Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999; Lin et al. 2000).
Il s’agit d’une aspartyl-protéase transmembranaire qui est présente dans I'appareil de Golgi, au niveau de
la membrane plasmique ou encore dans les endosomes précoces. Ces derniers constituent le site majeur

de clivage de I’APP par la B-sécrétase. Par ailleurs, I’APP et BACE-1 interagissent au niveau de la membrane
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plasmique, constituant ainsi un site potentiel de clivage (Kinoshita et al. 2003). Bien que la BACE-1 soit
exprimée de facon ubiquitaire, son plus haut niveau d’expression se trouve dans le cerveau. C'est
également dans ce dernier qu’elle est la plus active (Sinha et al. 1999). Ainsi, dans le cerveau, la voie
amyloidogénique constitue la voie principale de clivage de I’APP. A linverse, c’est la voie non

amyloidogénique qui est majoritaire dans les autres organes.

Par ailleurs, il a été proposé que la cathepsine B puisse cliver I’APP au site de la B-sécrétase. Son role reste
cependant controversé, des résultats contradictoires étant observés quant a son effet sur la production

d’AB (Andrew et al. 2016).
L'o-sécrétase

L'enzyme a-sécrétase a été identifiée comme membre de la famille des Métalloprotéases et Désintégrines
ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease). Plusieurs enzymes de cette famille ont ainsi été identifiées
comme possédant une activité a-sécrétase. Ces enzymes sont ADAM9 (ou MDC9,
Metalloprotease/Disintegrin/Cysteine-rich Protein 9) (Koike et al. 1999), ADAM10 (Lammich et al. 1999),
ADAM17 (ou TACE, Tumor Necrosis Factor-Alpha Converting Enzyme) (Buxbaum et al. 1998) et ADAM19
(Asai et al. 2003; Tanabe et al. 2007). Par ailleurs, dans les neurones, ADAM10 serait la principale a-
sécrétase (Kuhn et al. 2010). Le clivage de I’APP par I'a-sécrétase est localisé a la membrane plasmique ou

I’enzyme est exprimée.

La y-sécrétase

L’enzyme y-sécrétase est un complexe qui se compose de 4 sous-unités : la préséniline 1 ou 2 (PS1 ou PS2),
la nicastrine (NCT), I’Anterior pharynx-defective 1 (APH-1) et la Presenilin enhancer 2 (PEN-2) (Edbauer et
al. 2003). Ainsi, il a été proposé que, dans un premier temps, APH-1 et NCT forment un complexe
intermédiaire qui recrute ensuite la PS puis la PEN-2 (LaVoie et al. 2003). APH-1 aurait un réle dans la
I’'assemblage du complexe et permettrait de stabiliser la PS. Cette derniére subit alors une endoprotéolyse
impliquant PEN-2 (Luo et al. 2003). Ce clivage donne naissance a 2 fragments, un fragment N-ter de 27-
28kDa et un fragment C-ter de 16-17kDa. Ces fragments restent associés, ce qui forme un hétérodimere.
C’est sous cette forme que la PS est active, conférant ainsi 'activité enzymatique au complexe de la y-
sécrétase (Thinakaran et al. 1996; Wolfe et al. 1999). Le rdle joué par la NCT est un peu moins clair : elle
jouerait un réle dans la sélection des substrats. En effet, elle serait capable d’exclure les substrats en
fonction de la taille de leur ectodomaine, évitant ainsi le clivage de protéines qui ne sont pas des substrats

de la y-sécrétase (Bolduc et al. 2016).
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Le complexe de la y-sécrétase sous sa forme mature est principalement exprimé au niveau de la membrane
plasmique et dans le systéme endolysosomal. Ainsi, la y-sécrétase est capable de cliver 'APP a la
membrane plasmique (Chyung, Raper, et Selkoe 2005), une activité y-sécrétase peut également étre

détectée dans les lysosomes (Pasternak et al. 2003).

2- Les nouvelles voies de clivages
En plus des voies de clivages amyloidogéniques et non-amyloidogéniques décrites ci-dessus, cing
nouvelles voies protéolytiques pour I’APP ont été décrites a ce jour (Andrew et al. 2016; U. C. Miiller,

Deller, et Korte 2017; Norstrom 2017).

Voie de la n-sécrétase

Comme pour les voies amyloidogénique et non-amyloidogénique, le clivage de I’APP par I'enzyme n-
sécrétase conduit a la production d’'un fragment extracellulaire soluble et d’'un fragment lié a la
membrane, appelés sAPPn et CTFn, respectivement. Ce dernier peut étre a son tour clivé par I'a- ou la -
sécrétase, ou dégradé dans les lysosomes. Dans le cas d’un clivage par I'a-sécrétase, cela donne naissance
aux fragments An-a et CTFa. Si le clivage se fait via la B-sécrétase, les fragments obtenus sont appelés An-
B et CTFB. L'enzyme identifiée comme ayant une activité n-sécrétase est une protéase appelée MT5-MMP

(Membrane Type-5 Matrix Metalloproteinase) (Figure 5).
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Figure 5 : Clivage de I’APP par I’enzyme n-sécrétase
Le site de clivage de I'enzyme n-sécrétase se situe dans le domaine extracellulaire de I’APP. Ce clivage permet de
générer les fragments sAPPn et CTFn. Ce dernier est ensuite clivé par I'enzyme a- ou B-sécrétase ce qui donne

naissance aux fragments An-a et CTFa, ou An-B et CTFB, respectivement. Le fragment rouge correspond a la séquence
de I'AB. (Figure adaptée de Miiller et al. 2017)

Voie de |la 6-sécrétase

Dans cette voie protéolytique, le clivage de I’APP peut se produire en 2 sites différents dans son
ectodomaine via I'enzyme AEP (Asparagine endopeptidase). Comme son nom I'indique, cette enzyme clive
aprées les résidus asparagine (Asp). Ainsi, le premier site de clivage situé aprés I’Asp373 conduit a la
production des fragments sAPP;.373 et CTF8374. Ce dernier peut étre clivé au second site de clivage de la 6-
sécrétase, soit aprés I’Asp585, donnant lieu a un fragment soluble appelé sAPPs74.585. Par ailleurs, la &-
sécrétase peut cliver directement I’APP apres I’Asp585, sans clivage préalable aprés I’Asp373. Cela conduit
a la production de sAPPisss et CTF&sgs. Le fragment CTFOsgs peut étre a son tour clivé par I'enzyme B-

sécrétase, puis par la y-sécrétase. Cela conduit notamment a la production d’ApB et d’AICD (Figure 6).
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Figure 6 : Clivage de I’APP par I’enzyme 8-sécrétase

La 6-sécrétase possede deux sites de clivages dans le domaine extracellulaire de I’APP, ce qui donne naissance aux
fragments sAPP1.sgs, SAPP1.373, SAPP374.585 et CTF&sg6. Le fragment CTF&sg6 peut ensuite étre clivé de fagon successive
par les enzymes B- et y-sécrétase ce qui permet de générer les fragments AB (en rouge) et AICD. (Figure adaptée de
Miller et al. 2017)

Voie de la B-sécrétase

L'activité O-sécrétase a été attribuée a I’enzyme BACE-2 qui partage 75% d’homologie avec la BACE1. Cette
enzyme est capable de cliver I’APP au niveau du site de la B-sécrétase avec cependant une affinité bien
moins importante que la BACE-1. Par ailleurs, elle est également capable de cliver I’APP au site 6 qui se
situe juste en-dessous du site de I'a-sécrétase. Cela empéche donc la production d’AB puisque le site O est
localisé dans la séquence de I’AB. Ce clivage va ainsi donner naissance au sAPPO et au CTFB. Ce dernier est

clivé par la y-sécrétase donnant un peptide p3-like et I’'AICD.

Voie de la Méprine-B

La Méprine-p est une métalloprotéase a zinc capable de cliver I’APP au site de |la B-sécrétase ou a proximité
de ce dernier. Ce clivage produit ainsi des fragments qui ressemblent au sAPPB (sAPPB*) et au CTFB
(CTFB*). Ces derniers ont, respectivement, 2 acides aminés en plus ou en moins comparés aux fragments
générés dans la voie amyloidogénique. Le CTFB* est ensuite clivé par la y-sécrétase permettant de générer
un peptide AB tronqué, noté AB* ou AB,, et I’AICD. Ainsi, ce peptide AB* débute au deuxieme acide aminé

de la séquence de I'AB.
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Par ailleurs, la Méprine-p posséde 3 autres sites de clivage dans I'’ectodomaine de I’APP. Ces derniers sont
situés apreés les acides aminés 124, 305 et 308, et conduisent a la production de fragments solubles appelés

SAPP1,4, SAPP305 et SAPP3gg (Figure 7).
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Figure 7 : Clivage de I’APP par I’enzyme Méprine-8

La Méprine-f possede trois sites de clivages dans le domaine extracellulaire de I’APP permettant de générer les
fragments sAPP1.124, SAPP1.305 0U SAPP;.305, SAPPB* et CTFB*. Ainsi, le fragment sAPPB* possede deux acides aminés
supplémentaires comparé au sAPPB issu du clivage par la voie amyloidogénique. A l'inverse, le CTFB* posséde deux
acides aminés en moins par rapport au CTFB. Ce dernier est a son tour clivé par la y-sécrétase ce qui conduit a la
production d’AB* (fragment rouge), qui possede 2 acides aminés en moins dans sa région N-ter par rapport a I’AB, et
d’AICD. (Figure adaptée de Miiller et al. 2017)

Voie des caspases

L'APP peut également étre clivée dans son domaine intracellulaire par des caspases. En effet, elle possede
dans ce domaine une séquence consensus qui peut étre reconnue par le groupe |l des caspases
(Weidemann et al. 1999). Ce dernier inclut les caspases 6, 8 et 9. Ce clivage donne lieu au fragment C31.
Par ailleurs, les fragments CTFa/B, issus du clivage de I'APP par les enzymes a- et B-sécrétase, peuvent
également étre clivés par les caspases. Ainsi, la succession des clivages des caspases et la y-sécrétase
donne naissance aux fragments CTFo/B auquel il manque les 31 derniers acides aminés de la région C-ter

(CTFa/BAC31), AP ou p3, et a un petit peptide appelé Jcasp (Figure 8).
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Figure 8 : Clivage de I’APP par la voie des caspases

L'APP peut étre clivée par des caspases dans son domaine intracellulaire donnant naissance a un fragment appelé
C31. Par ailleurs, si ce clivage est précédé d’un clivage de I’APP par I'enzyme a- ou B-sécrétase, cela conduit a la
production des fragments C31, CTFa/BAC31 qui correspond au CTFa/B sans les 31 derniers acides aminés de la région
C-ter, AR ou p3, et Jcasp. (Figure de Miiller et al. 2017)

Il existe donc a ce jour 7 voies protéolytiques identifiées pour la protéine APP qui peuvent donner
naissance a un total de 27 fragments. Autant de fragments qui peuvent avoir des fonctions physiologiques

variées et qui font de I’APP une protéine particulierement complexe a étudier.

V- Les fonctions physiologiques de I’APP

Bien que I"APP soit principalement connue et étudiée pour son implication dans la maladie d’Alzheimer
(MA), elle posséde également de nombreuses fonctions physiologiques. L’évolution de I'expression de
I’APP au cours du développement, le décryptage de sa structure nous donnent les premiers éléments
guant a ses possibles fonctions. En effet, I’APP est détectée dés le stade embryonnaire 7,25 chez la souris
(E7,25) ce qui laisse penser qu’elle jouerait un réle important dans le développement (Ott et Bullock 2001).
Elle est ainsi détectée dans I'épiblaste et le pli neural qui donne ensuite la partie antérieure du tube neural.
De plus, I'APP est détectée dans le tube neural au stade E9,5 (Salbaum et Ruddle 1994). Par ailleurs, du
fait de sa structure, il a été proposé que I’APP joue un réle de récepteur de surface cellulaire (Kang et al.

1987) ou qu’elle pourrait également agir comme un facteur de croissance (Rossjohn et al. 1999).

En complément de ces premiers éléments, |'utilisation de différentes techniques telles que les cultures
cellulaires, la réalisation de Knock-Down (KD) par ARN interférence, ou encore la création de modeles
Knock-Out (KO) totaux ou conditionnels pour I’APP ont permis d’en apprendre davantage sur les

implications physiologiques de cette protéine.

29



L'APP est exprimée de facon ubiquitaire, elle reste cependant majoritairement étudiée pour ses fonctions
dans le systéme nerveux central, du fait de son role dans la MA. Ainsi, les paragraphes suivants se
focaliseront sur ses fonctions principalement au niveau du systeme nerveux central. En effet, trés peu de
choses sont connues quant a ces fonctions dans le systeme nerveux périphérique ou dans d’autres organes
que le cerveau (Puig et Combs 2013). Il s’agit ici d’une description non-exhaustive des fonctions dans

lesquelles I’APP est impliquée, cette protéine intervenant dans de tres nombreuses fonctions.

1- Prolifération cellulaire

Le premier rble de I’APP que I'on peut citer est dans la prolifération cellulaire, qui constitue la premiere
étape importante du développement. Ainsi, en culture, la surexpression de I’APP entraine une
augmentation de la prolifération des cellules souches/progénitrices neurales (NSPC, pour Neural
Stem/Progenitor Cell) (Hu et al. 2013). A I'inverse, dans les NSPC issues de souris APP-KO, une réduction
de la prolifération est observée. L'APP pourrait assurer ce rdle via le fragment sAPPa issu de son clivage
par I'a-sécrétase. En effet, ce dernier présente dans sa région N-ter un domaine riche en cystéine qu’on
peut retrouver chez certains facteurs de croissance (Rossjohn et al. 1999). Cela laisse penser que le SAPPa
pourrait avoir une fonction neurotrophique. De plus, in vitro, ce fragment stimule la prolifération des
cellules souches neurales (Ohsawa et al. 1999). Plus précisément, c’est une région proche de I'extrémité

N-ter du sAPPa qui est responsable de cet effet, région contenant un domaine riche en cystéine.

Par ailleurs, ce rble dans la prolifération cellulaire est retrouvé chez les souris adultes, ce qui laisse
supposer une implication également dans la neurogénese adulte. En effet, le fragment sAPPa est
également capable de stimuler la prolifération des progéniteurs neuronaux dans la zone sous-ventriculaire

(Caillé et al. 2004). Cette derniere constitue I'un des foyers neurogéniques toujours présents a I’dge adulte.

2- Différenciation cellulaire

L’APP joue également un role dans la différenciation cellulaire. En effet, dans le cerveau du rat, au cours
du développement embryonnaire, I’APP est détectée dans les structures en différenciation (Kirazov et al.
2001). Ainsi au stade E14, I’APP est détectée dans la moelle épiniére, le bulbe rachidien, les ganglions de
la base et I'hypothalamus, stade auquel ces structures contiennent des neurones en cours de
différenciation. Par la suite, ’APP est détectée dans les structures ventrales, le cortex, les bulbes olfactifs

ou encore dans le systeme auditif lorsque ces structures rentrent dans un processus de différenciation.
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L’APP est ainsi exprimée dans les neurones qui ont commencé a se différencier (Salbaum et Ruddle 1994)
et son expression augmente lorsqu’on induit la différenciation de neurones hippocampiques en culture
(Hung et al. 1992). Par ailleurs, la surexpression de I'APP dans des cellules souches embryonnaires
humaines induit rapidement et spontanément leur différentiation en progéniteurs neuraux/neurones
(Freude et al. 2011). De la méme fagon, une étude réalisée a partir de NSPC de souris montre que lorsque
ces dernieres surexpriment I’APP, un nombre plus important de neurones est obtenu (Hu et al. 2013). A
I'inverse, des NSPC KO pour I’APP donnent naissance a moins de neurones comparées a des cellules « wild-

type » (WT).

De plus, alors que I'étude de Freude et al. 2011 montre que les fragments sAPPa et sAPPB sont capables
d’induire une différenciation des cellules souches embryonnaires humaines, I’étude de Hung et al. 1992
suggere plutét une implication de I’APP sous sa forme transmembranaire. En effet, dans cette étude,
I’'augmentation de I'expression de I’APP dans les neurones en différenciation n’est pas accompagnée par
une augmentation de I'expression des fragments issus de son clivage. Ces différences pourraient
s’expliquer par le fait que les conditions d’études ne sont pas similaires, différenciation cellulaire induite
ou spontanée, de méme le type cellulaire et I'espéce étudiés différent : neurones hippocampiques de rats

vs. cellules souches embryonnaires humaines.

3- Migration cellulaire

L'APP est aussi exprimée dans les cellules de la glie radiaire (Trapp et Hauer 1994), laissant supposer une
implication dans la migration cellulaire. En effet, la réduction de I'expression de I’APP, par la réalisation
d’un KD, dans les précurseurs neuronaux présents dans la zone ventriculaire altére la migration de ces
derniers dans la plaque corticale (T. L. Young-Pearse et al. 2007). Bien que ces précurseurs neuronaux
soient en mesure de sortir de la zone ventriculaire et de migrer au travers de la zone intermédiaire, les
précurseurs restent bloqués sous la plaque corticale. A l'inverse, la surexpression d’APP dans les
précurseurs neuronaux entraine une accélération de leur migration. Par ailleurs, les auteurs de cette étude
ont montré que les domaines extracellulaire et intracellulaire de I’APP étaient tous les deux requis pour la

migration des précurseurs neuronaux dans la plaque corticale.

Plusieurs protéines interagissant avec I’APP ont été identifiées comme pouvant contribuer a sa fonction
dans la migration neuronale. La premiére qui a été mis en évidence est la protéine Disabled-1 (DAB-1) (T.
L. Young-Pearse et al. 2007). Cette protéine joue un role essentiel dans la migration (Howell et al. 1997;

Tissir et Goffinet 2003). Par ailleurs, son KD dans les précurseurs neuronaux entraine un phénotype
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semblable a celui observé avec le KD de I’APP. A linverse, sa surexpression permet de restaurer

partiellement la migration altérée par le KD de I’APP. Cette protéine pourrait ainsi agir en aval de I’APP.

Une autre protéine interagissant avec I’APP pourrait étre impliquée, il s’agit de la protéine Disrupted-in-
schizophrenia 1 (DISC1) (T. L. Young-Pearse et al. 2010). Cette derniere est notamment exprimée au niveau
du centrosome des précurseurs neuronaux ou elle joue un rdle-clé dans la migration neuronale (Kamiya
et al. 2005). Les auteurs ont ainsi montré que I'interaction APP-DISC1 permettrait de réguler la localisation
subcellulaire de cette derniére et que DISC1 agirait en aval d’APP et de DAB-1. En effet, la surexpression
de DISC1 permet de restaurer le déficit de migration observé dans les modeles de KD d’APP et DAB-1.
Cependant, les mécanismes par lesquels ces différentes interactions régulent la migration cellulaire ne

sont pas connus.

L'interaction de I'APP avec la Pancortine pourrait également réguler la migration des précurseurs
neuronaux dans la plague corticale (Rice et al. 2012). Cette protéine, exprimée dans le cortex cérébral en
développement et mature, posséde 4 isoformes capables d’interagir avec I’APP. Plus particulierement,
I'interaction de I’APP avec deux d’entre elles permet de réguler la migration des précurseurs neuronaux

soit en inhibant, soit en favorisant leur entrée dans la plaque corticale.

Enfin, un autre mécanisme possible serait via I'interaction de I’APP avec la protéine Goa. En effet, il a été
mis en évidence, dans le systeme nerveux entérique du papillon Manduca sexta, que I’homologue de I’APP,
appelé APPL (APP-Like), colocalise avec la protéine Goa dans une population de neurones en migration
(Ramaker, Swanson, et Copenhaver 2013). Ainsi, le KD d’APPL, de méme que l'inhibition de la protéine
Goa, entrainent une migration excessive de ces neurones. Les auteurs proposent que 'interaction de I’APP
avec des facteurs extracellulaires induirait I'activation de cette protéine G qui provoquerait une entrée
d’ions calcium (Ca?*) dans la cellule, inhibant le processus de migration. Une étude précédente a mis en
évidence ce processus d’inhibition de la migration dépendant du Ca?* (Horgan et Copenhaver 1998). Par
ailleurs, cette interaction APP-Goa est également présente chez le rat, la souris et ’'humain (Ramaker,

Swanson, et Copenhaver 2013).

4- Croissance neuritique et guidage axonale

La détection de I’APP dans le cone de croissance laisse supposer un réle de cette protéine dans la
croissance neuritique (Ferreira, Caceres, et Kosik 1993; Kirazov et al. 2001). L'inhibition de la synthése

d’APP dans des cultures de neurones corticaux entraine une diminution de la longueur des neurites
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(Allinquant et al. 1995). De la méme fagon, I'application d’APP sous sa forme membranaire ou sous sa
forme soluble, entraine une augmentation de la longueur des neurites et de la complexité de leur
arborisation dans des cultures de phéochromocytomes (Milward et al. 1992). Ces études montrent donc
qgue I’APP favoriserait la croissance neuritique et sont en accord avec les observations faites dans le modéle
de souris APP-KO de Zheng et al. (1995) (description détaillée dans la Partie VI). En effet, les souris APP-
KO agées de 12-13 mois présentent une réduction de la longueur des dendrites apicales au niveau des
neurones de la région CA1 de I"hippocampe ainsi qu’une réduction de la complexité de I'arborisation
dendritique (Seabrook et al. 1999; Tyan et al. 2012). Ces réductions ne sont pas observées chez des souris
plus jeunes, agés de 2-4 mois. Une réduction de la complexité de I'arborisation dendritique est également
observée pour les neurones corticaux (Dawson et al. 1999), cette réduction étant visible des I'age de 3-4

semaines (Hoe et al. 2009).

Des mécanismes ont également été proposés pour ce role de I’APP dans la croissance neuritique. Cet effet
pourrait impliquer le facteur de croissance NGF (Nerve Growth Factor). En effet, alors que le NGF favorise
la croissance neuritique, I’utilisation d’un anticorps dirigé contre I’APP empéche son effet (Milward et al.
1992). Un autre mécanisme possible impliquerait une interaction avec la Reeline et I'Intégrine a3p1. Ces
dernieres sont impliquées dans le croissance neuritique (Niu et al. 2004; DeFreitas et al. 1995). Par ailleurs,
il a été montré que I’APP et la Reeline interagissent avec I'intégrine a3p1 (Hoe et al. 2009; Dulabon et al.
2000). Ainsi, in vitro, la présence de Reeline dans le milieu de culture ou la surexpression de I’APP dans les
neurones hippocampiques entraine une augmentation de la complexité et de la longueur des dendrites
(Hoe et al. 2009) ; cet effet est potentialisé avec la combinaison de ces 2 facteurs. A l'inverse, le KD de
I’APP entraine une diminution de la longueur des dendrites et prévient les effets de la Reeline sur la
croissance dendritique (Hoe et al. 2009). De plus, I'utilisation d’un anticorps dirigé contre I'intégrine a3p1
réduit la croissance dendritique et bloque les effets de I’APP et de la Reeline sur la croissance. Hoe et al.
(2009) proposent ainsi que la Reelin serait un lien extracellulaire entre ’APP et I'intégrine a3B1, qui elles,
sont présentent a la membrane, permettant ainsi de stabiliser leur interaction qui favoriserait la croissance

neuritique.

Il a également été montré que la perte de I'APP peut conduire a une augmentation de la croissance
neuritique, mais cette fois-ci au niveau de I'axone (Tracy L. Young-Pearse et al. 2008). Ainsi, les neurones
issus de souris APP-KO présentent un axone plus long comparé aux neurones issus de souris WT. Ce
résultat est obtenu a la fois pour les neurones hippocampiques et les neurones corticaux. Par ailleurs, cette

augmentation est également confirmée in vivo, puisque le KD de I’APP dans les précurseurs neuronaux,
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chez le rat, entraine une augmentation de la longueur de I'axone. Les auteurs proposent ainsi que I’APP
inhiberait I'effet de I'Intégrine B1 sur la croissance de |'axone. En effet, alors que I'application d’un
anticorps anti-Intégrine B1 n’a pas d’effet sur la croissance axonale de neurones WT, elle empéche
I’'augmentation de la croissance axonale observée dans les neurones APP-KO. Par ailleurs, le sAPPa est
capable de stimuler la croissance de I'axone et d’interagir avec I'Intégrine B1. Il a ainsi été proposé que le
sAPPq, en se fixant sur I'Intégrine 1, empéche I’APP d’interagir avec cette derniére et donc d’inhiber la
croissance axonale. De la méme facgon, le fragment sAPP est capable d’augmenter la croissance de I'axone
(Chasseigneaux et al. 2011). Cependant, dans cette étude I'application de sAPPa ou de sAPPJ, sur des
cultures de neurones corticaux, induit une diminution de la longueur et du nombre de dendrites, ces
résultats étant en contradiction avec les études citées précédemment. L’application de sAPPa ou de sAPPf
cause ainsi une diminution de I'adhésion cellulaire, favorisant la croissance axonale et conduisant a la

rétractation de certaines dendrites.

L'APP joue donc un réle dans la croissance neuritique avec des effets différents selon qu’il s’agisse des
dendrites ou de I'axone. Ainsi, elle favoriserait la croissance des dendrites alors qu’elle aurait un effet

inhibiteur sur celle de I'axone.

En complément de son implication dans la croissance neuritique, I’APP aurait également un réle dans le
guidage axonal. En effet, I’APP pourrait contribuer au guidage des axones commissuraux assuré par la
Nétrine-1 (Rama et al. 2012). Cette derniére est la premiere molécule identifiée ayant un role dans le
guidage des axones commissuraux (Kennedy, Brown, et Rossor 1994) via I’activation de son récepteur DCC
(Deleted in Colorectal Cancer), ce qui conduit a 'activation de voies de signalisation intracellulaires telle
que la voie MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (Forcet et al. 2002). Ainsi, I'APP est capable
d’interagir avec le récepteur DCC en présence de la Nétrine-1 induisant une activation plus importante de

la voie de signalisation MAPK.

5- Fonction synaptique
La protéine APP jouerait également un réle au niveau synaptique. En effet, une augmentation de son
expression est constatée au cours des 2 premiéres semaines postnatales, correspondant a la période de
synaptogéneése chez le rat (Loffler et Huber 1992; Kirazov et al. 2001). Elle atteint ainsi son maximum
d’expression 15-16 jours apres la naissance. Par ailleurs, I’APP a été détectée dans une préparation de
synaptosomes (Kirazov et al. 2001) et une colocalisation avec la synaptophysine a été mise en évidence

chez le rat au niveau du cervelet, des bulbes olfactifs, du cortex pariétal, ou encore de la jonction
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neuromusculaire (Schubert et al. 1991; Ohta et al. 1993). Cette colocalisation est également observée au
niveau du cortex temporal et de la jonction neuromusculaire chez I’'humain (Schubert et al. 1991). Toutes

ces observations suggerent donc un réle de I’APP dans la synaptogénése.

Ainsi, I’APP est nécessaire au bon développement de la jonction neuromusculaire (JNM). En effet, bien que
les souris APP-KO ne présentent pas d’anomalie de la morphologie de la JINM, I'expression de I’APP au
niveau pré- et post-synaptique est nécessaire pour son développement et son fonctionnement (Z. Wang
et al. 2009). En effet, le KO de I’APP dans les neurones moteurs ou dans le muscle chez des souris APLP2-
KO induit une réduction de I'apposition de la synaptophysine (marqueur pré-synaptique) et des récepteurs
de l'acétylcholine (marqueur post-synaptique) normalement observée chez des individus WT, un
bourgeonnement excessif des terminaisons nerveuses et une réduction de la fréquence des mEPPs
(miniature end-plate potentials), ce qui traduit un déficit pré-synaptique. Par ailleurs, ces altérations sont
également visibles chez les souris double KO pour I'APP et APLP2 (P. Wang et al. 2005). Ces résultats
traduisent donc l'importante de la présence de I"APP au niveau pré- et post-synaptique pour le
développement des synapses neuromusculaires. Par ailleurs, la réalisation de co-cultures de neurones
avec des cellules HEK293 exprimant I’APP induit la synaptogénése dans les axones en contact avec ces

derniéres (Z. Wang et al. 2009).

Par ailleurs, I'’APP joue également un réle important au niveau des épines dendritiques. En culture, alors
que la surexpression de I’APP induit une augmentation de la densité d’épines dendritiques des neurones
hippocampiques, son KD, tout comme son KO, induit une réduction d’environ 30-35% (Lee et al. 2010;
Tyan et al. 2012). Ce résultat est également retrouvé in vivo, puisqu’une diminution de la densité d’épines
est observée au niveau des neurones pyramidaux de I'hippocampe et du cortex chez les souris APP-KO de
12-15 mois. Cette diminution n’est pas présente chez des animaux jeunes agés de 2-4 mois. L'APP a donc
un réle de maintien des épines dendritiques au cours du vieillissement. Les épines dendritiques sont le site
de formation des synapses excitatrices, leur réduction chez les souris APP-KO pourrait conduire a une

altération de la fonction synaptique chez ces animaux.

En parallele des études portant sur la morphologie des neurones, I'implication de I’APP dans la plasticité
synaptique a été étudiée. Ainsi, les souris APP-KO de 12-15 mois présentent un déficit de potentialisation
a long terme (LTP) dans la région CA1 de I'hippocampe (Ring et al. 2007; Tyan et al. 2012). Ce déficit n’est
pas présent chez les souris jeunes de 2-4 mois. En revanche, aucun déficit de LTP n’a été mis en évidence
au niveau du gyrus denté chez des souris APP-KO de 9-11 mois (Jedlicka et al. 2012). Ces différences

pourraient s’expliquer par différents niveaux d’expression de I’APP entre les sous-régions de I’hippocampe
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(Del Turco et al. 2016). Ainsi, I’APP est plus fortement exprimée dans la région CA1 que dans le Gyrus
Denté, avec une expression 1,7 fois plus importante que ce soit au niveau de I’ARNm ou protéique. Cela

pourrait donc expliquer pourquoi I'absence d’APP a un impact plus marqué dans la région CAL.

A l'inverse, d’autres études montrent que I'absence d’APP favorise la fonction synaptique. En effet, en
culture, I'absence d’APP entraine une augmentation de I'amplitude des courants AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate) et NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique), du nombre de vésicules
du pool de vésicules compétentes prétes a étre libérées (RRP, Readily Releasable Pool) et du nombre de
synapses (Priller et al. 2006). Par ailleurs, chez les souris APP-KO, une augmentation du marquage de la
synaptophysine est constatée dans I’hippocampe a 3 semaines, traduisant une augmentation du nombre
de synapses. Une augmentation de la densité d’épines dendritiques a également été mise en évidence
dans le cortex somatosensoriel de souris APP-KO agées de 4-6 mois (Bittner et al. 2009) alors qu’aucune

différence n’avait été constatée dans I’hippocampe de souris de 2-4 mois (Tyan et al. 2012).

Les différences observées entre ces études peuvent étre liées a différents facteurs. Par exemple,
concernant les résultats contradictoires obtenus pour la densité d’épines dendritiques (Bittner et al. 2009;
Lee et al. 2010; Tyan et al. 2012), les structures étudiées ne sont pas les mémes, hippocampe dans un cas,
cortex somatosensoriel dans I'autre. Ce qui laisse supposer que I'implication de I’APP n’est pas la méme
dans ces 2 structures. Cette différence pourrait également étre liée au modele APP-KO utilisé, qui n’est

pas le méme entre les 2 études. Ces modeles de souris APP-KO sont décrits dans la partie VI de ce chapitre.

Enfin, ’APP joue également un role important au niveau cognitif, ce qui pourrait étre mis en lien avec les
altérations synaptiques développées précédemment. Cette implication au niveau cognitif a pu étre mise
en évidence grace a la caractérisation phénotypique des modeles de souris APP-KO ; elle sera développée

dans le paragraphe suivant.

VI- Caractérisation phénotypique des modeles de souris APP-KO

1- Les modeéles

Il existe a ce jour 4 modeles de souris KO pour I’APP. Chacun de ces modeéles cible différentes régions du
géne, mais leur construction se base sur la méme technique, celle de la recombinaison homologue dans

des cellules souches embryonnaires.

Le premier modele a été publié en 1994 par Miiller et al. et a été créé par introduction, dans I’'exon 2 du

géne, d’'une cassette de résistance a la néomycine et d’une séquence de terminaison de la transcription.
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La cassette de résistance a la néomycine permet ainsi de sélectionner les cellules qui ont intégré la
nouvelle construction. Cependant, cette construction n’a pas conduit a I'obtention d’'un KO complet. En
effet, 'expression d’une plus petite protéine, ne comportant pas I'exon 2, est observée a 5% du niveau

des animaux WT.

Par la suite, un autre modele a été créé par délétion de la séquence codant pour le promoteur et le 1¢
exon du gene App (Zheng et al. 1995). Cette délétion a conduit a un KO complet, en effet, ni 'ARNm, ni la

protéine ne sont détectés dans le cerveau ou dans les reins des souris.

L’année suivante, un troisieme modeéle a été créé. Il se base sur I'utilisation de la technique Cre-LoxP (Z.
W. Li et al. 1996). Ainsi, I'insertion d’une séquence LoxP dans I’exon 2 et d’une seconde séquence dans
I’exon 17 a permis d’éliminer une séquence de 200 kb aprés expression de la Cre-Recombinase. Le géne
de I’APP a une taille d’environ 290 kb (Données tirées d’Ensembl, version du génome GRCh38.p13). Cette
délétion représente donc la quasi-totalité du géne. L'absence d’APP dans ce modeéle a été confirmée par

western blot dans le cerveau (Ring et al. 2007).

Enfin, le dernier modeéle créé cible I'exon 1 du géne dans lequel un codon stop a été introduit (Sturchler-
Pierrat et Sommer, non publié). De la méme fagon que le précédent modele, I'absence d’APP a été
confirmée au niveau protéique par western blot sur des extraits d’hippocampe (Senechal, Kelly, et Dev
2008). La caractérisation de ces modeéles de souris APP-KO a permis de mettre en évidence plusieurs

phénotypes liés a I'absence d’APP, que ce soit au niveau comportemental ou au niveau moléculaire.

2- Caractérisation comportementale

Afin de facilité la compréhension, le paragraphe suivant décrit de maniere globale les différents
phénotypes observés chez les souris APP-KO, sans distinction entre les modeéles. Le Tableau 1 synthétise

les phénotypes observés pour chaque modeéle séparément.

De maniére générale, une réduction de la masse corporelle (7-20%) et de la force musculaire (15-27%)
sont observées dans tous les modeles de souris APP-KO (Zheng et al. 1995; Dawson et al. 1999; Phinney
et al. 1999; Ring et al. 2007; U. Miiller et al. 1994; Tremml et Lipp 1998; Senechal, Kelly, et Dev 2008). Une
réduction de la masse cérébrale (10-11%) a également été mise en évidence dans les modéles de Miiller
et al. 1994 et de Li et al. 1996 (Magara et al. 1999; Ring et al. 2007). Par ailleurs, I'activité locomotrice et
exploratoire ou encore I'activité au cours du nycthémere ont été évaluées. Les souris APP-KO agées de 2-

4 mois présentent une réduction de leur activité locomotrice et exploratoire (Zheng et al. 1995; U. Miiller
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et al. 1994; Tremml et Lipp 1998; Dawson et al. 1999; Ring et al. 2007; Senechal, Kelly, et Dev 2008), alors
gu’aucune différence n’est constatée aux ages de 8 et 10 mois (Senechal, Kelly, et Dev 2008). Des
différences dans I'activité locomotrice sont également retrouvées au plan du rythme circadien, les souris
APP-KO étant plus actives en début de phase nocturne alors qu’elles présentent une hypoactivité a la fin

de cette phase (Ring et al. 2007).

Différents tests ont aussi été réalisés afin d’évaluer la mémoire des souris APP-KO. Ainsi, dans le test du
labyrinthe en Y, un test qui permet d’évaluer la mémoire de travail, aucune différence quant au
pourcentage d’alternances spontanées n’est observée, que ce soit a 3 ou a 8 mois (Senechal, Kelly, et Dev
2008). La mémoire de travail ne semble donc pas impactée par I'absence d’APP. En revanche, pour la
mémoire a long terme de type associative, évaluée par un test d’évitement passif ou actif, un déficit est
mis en évidence a I'dge de 8-10 mois (Dawson et al. 1999; Senechal, Kelly, et Dev 2008). Aucune différence

n’est observée a un age plus précoce (3-4 mois).

Enfin, la mémoire spatiale a long terme a également été étudiée chez les souris APP-KO, en particulier
grace au test de la piscine de Morris. De maniéere générale pour tous les modeles, a I'age de 2-4 mois, les
souris APP-KO présentent de moins bonnes performances comparées aux animaux WT, ce qui traduit un
déficit d’apprentissage (U. Miiller et al. 1994; Tremml et Lipp 1998; Dawson et al. 1999; Ring et al. 2007).
Lors de la phase de rappel, aucun déficit n’est constaté a cet age. A I'dge de 10 mois, un déficit
d’apprentissage est retrouvé, il semble cependant plus marqué qu’a I’dge de 4 mois (Dawson et al. 1999).
De plus, bien gu’aucune différence ne soit observée entre les WT et les souris APP-KO lors de la phase de
rappel a 10 mois, I'analyse de la figure indique que les WT passent plus de 25% de leur temps dans le
quadrant cible, ce qui n’est apparemment pas le cas des souris APP-KO. Il semble donc qu’a 10 mois, les
souris APP-KO présentent un déficit de mémoire spatiale. Ce test a également été réalisé a un stade bien
plus avancé, a savoir a I’age de 18-28 mois (Phinney et al. 1999), 4ge pour lequel un déficit d’apprentissage
et de mémoire spatial est retrouvé. Par ailleurs, certaines études ont réalisé, dans la piscine de Morris, un
test de « reversal » en changeant la localisation de la plateforme, test mesurant notamment la flexibilité
comportementale. Ainsi, certaines études montrent que les souris APP-KO ne sont pas capables
d’apprendre la nouvelle localisation de la plateforme (U. Miiller et al. 1994; Phinney et al. 1999), ce qui
traduit un déficit de flexibilité. En revanche, dans d’autres études, les souris APP-KO présentent plus de
difficultés a apprendre la nouvelle localisation, cependant, elles restent capables d’apprendre, visible par
la diminution de la latence, ou de la distance pour atteindre la plateforme (Tremml et Lipp 1998; Ring et

al. 2007). Pour ces deux derniéeres études, le déficit observé serait a mettre en lien plutét avec un déficit
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d’apprentissage, comme observé lors de la phase d’acquisition, qu’avec un déficit de flexibilité
comportementale. Les différences entre ces études peuvent étre liées au modele APP-KO utilisé, les
études de Miiller et al. (1994), Phinney et al. (1999) et Ring et al. (2007) utilisant chacune un modele
différent (Tableau 1). En revanche, les études de Miiller et al. (1994) et Tremml et al. (1998) s’appuie sur
le méme modele, celui de Miiller et al. (1994), I'origine des différences entre ces études n’est pas connue.

En effet, elles ont été réalisées au méme age, avec des protocoles identiques.

Ainsi, alors que certains déficits cognitifs apparaissent avec I’'age, d’autres sont présents chez I'adulte
jeune et s’accentuent avec I'age. L’APP jouerait donc un role important dans le maintien des fonctions

cognitives au cours du vieillissement.

39



Interruption de I’exon
2
(Miiller et al. 1994)

Délétion du
promoteur et de
I'exon 1
(Zheng et al. 1995)

Délétion de 200kb
(Li et al. 1996)

Introduction d’un
codon stop dans
I'exon 1
(Sturchler-Pierrat et
al. Non publié)

Expression d’une
petite protéine

KO complet

KO complet

KO complet

Etudes

Miiller et al. (1994)
Tremml et al. (1998)
Magara et al. (1999)

Zheng et al. (1995)
Dawson et al. (1999)
Phinney et al. (1999)

Seabrook et al. (1999)

Tyan et al. (2012)

Magara et al. (1999)
Ring et al. (2007)
Jedlick et al. (2012)

Senechal et al. (2008)

Masse corporelle N (8-10%) N (15-20%) N (15-20%) N (7-12%)
Masse cérébrale N (10%) ne N (10-11%) ne
Force musculaire N (15-27%) N (20%) N (23%) N (22-23%)
A en début et N en fin .
s . ) ) N (3 mois) ou
Activité locomotrice N (2-3 mois) N (2-4 mois) de phase nocturne .
) @ (8 et 10 mois)
(8 mois)
Activité exploratoire ne ne N (3 mois) ne
Mémoire de travail .
(Labyrinthe en Y) ne ne ne @ (8 et 10 mois)
Mémoi iati
emolre assoclative @ (4 mois) ou @ (3 mois) ou
(Evitement ne N (10 mois) ne N (8-10 mois)
actif/passif) mols -5 mois
N apprentissage
N apprentissage (4, 10 et 18-28 mois) N apprentissage
Mémoire spatiale @ pour le r?ppel @ (4-10 m_ois) ouN @ pour le réppel ne
(Piscine de Morris) (2-3 mois) (18-28 mois) pour le (2-3 mois)
rappel
Déficit de reversal Déficit de reversal Déficit de reversal ne
(2-3 mois) (18-28 mois) (2 mois)
N de LTP dans CA1
Potentialisation a (12-15 mois) N de LTP dans CA1 (9-

long terme

@ de LTP dans le gyrus
denté (9-11 mois)

12 mois)

Tableau 1 : Synthése des résultats des études comportementales réalisées chez les modéles de souris

APP-KO

En plus des observations faites chez ces modeles APP-KO au niveau comportemental, ce tableau récapitule les
résultats obtenus pour les études de potentialisation a long-terme qui ont été décrits dans Partie V, Point 5. N et A,
indique respectivement une diminution et une augmentation par rapport aux WT; @, indique une absence de
différence entre les souris APP-KO et les WT ; ne : non évalué.

3- Caractérisation cellulaire et moléculaire cérébrale

Des analyses au niveau cellulaire et moléculaire ont également été réalisées chez les différents modéles
APP-KO (Tableau 2). Ainsi, aucune perte neuronale n’a été mise en évidence chez ces souris a I'age de 18-

28 mois, que ce soit dans le cortex ou dans I'hippocampe (Phinney et al. 1999). Par ailleurs, Zheng et al.
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(1999) n’ont pas mis en évidence d’anomalie de la forme des neurones - gonflement ou atrophie - dans le
cortex, I’hippocampe et le cervelet. Cependant, il a été constaté dans les modeéles de Miiller et al. (1994)
et de Li et al. (1996) chez les souris APP-KO une augmentation de la fréquence de I’agénésie du corps
calleux, qui peut étre observée avec un fond génétique 129Sv (U. Mdiller et al. 1994; Magara et al. 1999).

L'expression de ce phénotype est par ailleurs influencée par le fond génétique utilisé.

Les autres types cellulaires du cerveau ont également été étudiés. Ainsi, pour étudier les astrocytes, le
marqueur de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) a été utilisé. Une augmentation de son expression a
été observée dans I’hippocampe et le cortex des souris APP-KO a 3 et 8-12 mois, ce qui traduit une réaction
inflammatoire de type astrogliose (Zheng et al. 1995; Seabrook et al. 1999; Dawson et al. 1999). En
revanche, aucune différence d’expression de la GFAP n’a été mise en évidence a I'age de 18-28 mois
(Phinney et al. 1999). Cette différence de résultat est probablement liée a I'dge des animaux, car ces 4
études utilisent le modele de Zheng et al. (1995). De facon similaire, dans I'étude de Ring et al. (2007),
aucune différence d’expression de la GFAP n’est observée a I’dge de 11 mois. On peut cependant noter
que le modele étudié n’est pas le méme que dans les études précédentes, cette étude utilise le modéle de
Li et al. (1996). De plus, les cellules microgliales ne semblent pas impactées par I'absence d’APP, si on
considere le marqueur de la microglie, Mac-1 (Phinney et al. 1999). Certaines études ont également mis
en évidence des différences dans I'expression du marqueur dendritique MAP-2 (Microtubule Associated
Protein 2), avec des résultats qui varient d’'une étude a I'autre. Ainsi, une diminution de son expression est
observée dans une sous-population de souris APP-KO, dans I"hippocampe comme dans le cortex (Dawson
et al. 1999). Dans I’étude de Seabrook et al. (1999), I'expression de MAP-2 ne diminue pas. En revanche,
MAP-2 s’accumule dans le corps cellulaire des neurones du fait de la perte des dendrites apicales.
Finalement, I'étude de Phinney et al. (1999), ne montre aucune différence dans I'expression de ce

marqueur dans le cortex et I’hippocampe aux ages de 18-28 mois.

De plus, certaines études chez les souris APP-KO ont mis en évidence une altération de I'expression de
marqueurs synaptiques. Ainsi, une diminution de I'expression de la synaptophysine et de la synapsine,
deux marqueurs pré-synaptiques, est observée dans le cortex et I’"hippocampe de souris APP-KO de 8-10
mois (Dawson et al. 1999). Une autre étude montre un marquage plus diffus de la synaptophysine bien
gue son expression ne soit pas diminuée (Seabrook et al. 1999). Ces résultats laissent donc supposer une
potentielle altération de la fonction synaptique chez ces animaux, ce qui est en accord avec un réle de
I’APP au niveau de la synapse. Cependant, les études de Phinney et al. (1999) et de Tyan et al. (2012) ne

mettent pas en évidence de différence d’expression de la synaptophysine, bien que ces 4 études utilisent

41



le méme modele, celui de Zheng et al. (1995). Ces différences de résultats pourraient étre liées a I’dge des
animaux qui varie d’une étude a l'autre (4, 8-12 et 18-28 mois), de méme que la technique utilisée
(immunomarquage, western blot). Par ailleurs, I’étude de Ring et al. (2007), qui utilise le modéle de Li et
al. (1996), ne montre pas non plus de différence d’expression de la synaptophysine. Enfin, I'expression du
marqueur post-synaptique PSD-95 (Postsynaptic Density Protein 95) a également été étudiée, aucune

différence n’a été mise en évidence (Tyan et al. 2012).

Par ailleurs, la possibilité d’'une compensation par les autres membres de la famille de I’APP (APLP1 et
APLP2) a également été étudiée pour le modele de Zheng et al. (1995). Ainsi, aucune différence
d’expression d’APLP1 et APLP2 n’est visible, ce qui laisse supposer que ces 2 protéines ne compensent pas

pour la perte de I’APP.
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Interruption de I’exon
2
(Mdller et al. 1994)

Délétion du
promoteur et de
I'exon 1
(Zheng et al. 1995)

Délétion de 200kb
(Li et al. 1996)

Introduction d’un
codon stop dans
I'exon 1
(Sturchler-Pierrat et
al. Non publié)

Expression d’une
petite protéine

KO complet

KO complet

KO complet

Etudes

Miiller et al. (1994)
Magara et al. (1999)

Zheng et al. (1995)
Dawson et al. (1999)
Phinney et al. (1999)

Seabrook et al. (1999)
Hoe et al. (2009)
Tyan et al. (2012)

Magara et al. (1999)
Priller et al. (2006)
Ring et al. (2007)
Bittner et al. (2009)

Neuroanatomie

A agénésie du corps
calleux

Pas de perte neuronale
(18-28 mois)
Pas de gonflement/
atrophie des neurones
(2-3 mois)

A agénésie du corps
calleux

ne

Structure neuronale

ne

N des épines
dendritiques, Hipp (12-
15 mois)

A épines dendritiques,
Cx somatosensoriel (4-
6 mois)

ne

ne

N longueur des
dendrites, Hipp (12-13
mois)

N complexité
arborisation
dendritique, Cx et Hipp
(3-4 sem, 8-13 mois)

ne

ne

Marqueurs cellulaires

ne

A (3, 8-12 mois) ou @
GFAP (18-28 mois)

N (8-10 mois) ou @ (8-
12 et 18-28 mois)
MAP-2

@ Mac-1 (18-28 mois)
Pour Hipp et Cortex

@ GFAP (11 mois)

ne

Marqueurs
synaptiques

ne

N synapsine (8-10
mois)

\ (8-10 mois) ou @
(18-28 mois)
synaptophysine
@ PSD-95 (4 et 12
mois)

Pour Hipp et Cortex

A (3sem)ou @ (11
mois) synaptophysine
dans Hipp

ne

APLP1 - APLP2

ne

@ au niveau de 'ARNm

ne

ne

Tableau 2 : Synthése des résultats des analyses cellulaires et moléculaires réalisées chez les modéles

de souris APP-KO

Ce tableau récapitule, en plus des éléments décrits dans ce point 3, les atteintes de la structure neuronale décrites
dans la Partie V, Points 4 et 5. N et A, indique respectivement une diminution et une augmentation par rapport aux
WT ; @, indique une absence de différence entre les souris APP-KO et les WT ; ne : non évalué ; Hipp : Hippocampe ;
Cx : Cortex ; sem : semaines.
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CHAPITRE Il : L’APP dans la Maladie d’Alzheimer associée au
Syndrome de Down

I- La maladie d’Alzheimer

La démence est, selon la définition donnée par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), « un syndrome
dans lequel on observe une dégradation de la mémoire, du raisonnement, du comportement et de
I'aptitude a réaliser les activités quotidiennes ». Ainsi, en 2020, les démences concernaient 50 millions de
personnes dans le monde (Données tirées du site de 'OMS datant du 21 septembre 2020). D’apres les
projections, ce chiffre va continuer d’augmenter dans les années a venir et devrait atteindre environ 82
millions de personnes en 2030 et 152 millions en 2050. Cette augmentation est liée a 'allongement de
I’espérance de vie, au vieillissement de la population, et également a I'augmentation du nombre de cas
dans les pays a faibles revenus. La maladie d’Alzheimer est la principale cause de démence au monde, elle
représente ainsi 60 a 70% des cas. |l s’agit d’une maladie neurodégénérative liée a I’age qui se caractérise

entres autres par un déclin progressif de la mémaoire.

La MA a été décrite pour la premiére fois le 4 novembre 1906 par le Dr. Alois Alzheimer lors de la 37°™m¢
Conférence des psychiatres allemands a Tibingen en Allemagne. Cela a ensuite fait I'objet d’une
publication en 1907 dans laquelle il décrit une « maladie particuliéere du cortex cérébral ». Cette
publication, rédigée en allemand, a par la suite été traduite en anglais (Stelzmann, Norman Schnitzlein, et
Reed Murtagh 1995). Alois Alzheimer y décrit ainsi le cas d’une patiente agée de 51 ans, Auguste Deter,
qui présente un déclin de la mémoire, une désorientation et des hallucinations. L'autopsie du cerveau
montre une atrophie et une neurodégénérescence. Par ailleurs, le Dr. Alzheimer met en évidence la
présence de fibrilles dans les neurones et de faisceaux épais a la surface des cellules. Cela correspond a ce
qgu’on connait aujourd’hui comme étant les dégénérescences neurofibrillaires et les plaques amyloides,
respectivement, qui sont les caractéristiques histopathologiques de la MA. Ces derniéres seront définies

par la suite.

1- Les différentes formes de la maladie d’Alzheimer

On distingue 3 formes de MA en fonction de leurs origines et de I'age auquel elles se déclarent (Chen et
Mobley 2019). Les formes familiales, aussi appelées « Early-Onset Alzheimer Disease » (EOAD), se
déclarent avant I'age de 65 ans. Dans certains cas, elles peuvent méme apparaitre dés I'age de 30 ans.

Elles ne représentent que 1% des cas de MA (« 2020 Alzheimer’s Disease Facts and Figures » 2020) et
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possedent une origine génétique. Ces formes familiales sont liées a la présence d’'une mutation
autosomale dominante dans I'un des 3 génes suivants : APP, PS1 et PS2. Elles incluent également les cas

de duplication du géne APP.

Les formes les plus fréquentes sont les formes sporadiques ou « Late-Onset Alzheimer-Disease » (LOAD)
pour lesquelles aucune mutation dans un gene n’a été identifiée. Elles sont causées par une interaction
entre des facteurs génétiques et environnementaux et se déclarent aprés I'dge de 65 ans. Plusieurs
facteurs de risques ont ainsi été identifiés pour ces formes sporadiques. Tout d’abord, au niveau
génétique, le facteur de risque le plus connu est I’allele 4 de I’Apolipoprotéine E (APOE £4). Ainsi, le risque
de développer une MA est 3 fois plus important pour les personnes porteuses d’une copie de ’APOE €4 et
de 8 a 12 fois plus important pour celles qui en ont 2 copies (Corder et al. 1993; Farrer 1997; « 2020
Alzheimer’s Disease Facts and Figures » 2020). Par ailleurs, les études d’association pangénomique
(« Genome-Wide Association Studies » ou GWAS), ou encore le séquencage complet du génome ou de
I’exome, ont permis d’identifier de nouveaux facteurs de risques génétiques. Ces différents genes sont
impliqués dans le métabolisme du cholestérol, la réponse immunitaire ou encore I'endocytose (Giri, Zhang,
et LU 2016). Parmi ces genes sont présents, entres autres, la clusterine (CLU), le « Sortilin-Related Receptor-
1 » (SORL1), la « Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2 » (TREM2), la « Bridging Integrator 1 »
(BIN1), ou encore la « Phosphatidylinositol Binding Clathrin Assembly Protein » (PICALM). Par ailleurs, il
existe des facteurs de risques non-génétiques. Ainsi, le facteur de risque majeur pour le développement
de la MA est I'age. Cependant, d’autres éléments augmentent également le risque de développer une MA
comme le diabéte, le tabagisme, un niveau d’éducation faible, I'inactivité, qu’elle soit physique ou

mentale, ou encore un faible niveau de stimulations sociales (Hersi et al. 2017).

Enfin, dans certains des cas de formes sporadiques, la MA se déclare avant I'age de 65 ans, sans pour
autant qu’elle ne puisse étre liée a une mutation génétique « familiale ». On parle alors de « Young-Onset

Alzheimer Disease » (YOAD).

2- Les signes cliniques

La MA est une pathologie évolutive qui se traduit, entre autres, par un déclin progressif des facultés
cognitives, dont plusieurs formes de mémoires (par ex., de travail, épisodique, sémantique). Son
développement peut ainsi étre découpé en 3 phases (« 2020 Alzheimer’s Disease Facts and Figures » 2020)

(Figure 9).
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T Dementia due to AD

Preclinical AD MCI* due to AD Mild Moderate Severe

No symptoms Very mild symptoms Symptoms interfere Symptoms interfere Symptoms interfere
that do not interfere with some everyday with many everyday with most everyday
with everyday activities activities activities activities

Figure 9 : Décours temporel du développement de la maladie d’Alzheimer

La MA est évolutive, son développement peut ainsi se découper en 3 phases. Tout d’abord, la phase préclinique, pour
laguelle aucun symptéme n’est visible. A mesure que les altérations cérébrales s’accentuent, les premiers
symptémes vont apparaitre, aussi appelé « Mild Cognitive Impairment » (MCI). Il s’agit alors de la phase
prodromique. Les atteintes de la mémoire et de la réflexion vont s’accentuer progressivement jusqu’a atteindre la
phase de démence. Cette derniere est également évolutive, et peut-étre divisé en 3 phases en fonction de la sévérité
des atteintes. (Figure de 2020 Alzheimer’s disease facts and figures)

Tout d’abord, la phase préclinique pendant laquelle les caractéristiques neuropathologiques de la maladie
commencent a se développer. A ce stade, aucun symptome n’est observé que ce soit au niveau cognitif
ou au niveau du comportement. Le cerveau reste capable de compenser les altérations fonctionnelles liées

au développement de la pathologie.

Ensuite, vient la phase prodromique pour laquelle des altérations subtiles de mémoire et de la réflexion
apparaissent. Cependant, cela n’interfere pas avec la réalisation des activités de la vie quotidienne. On
parle alors de déficience cognitive légere (MCI, pour Mild Cognitive Impairment). La mémaoire épisodique
commence déja a étre impactée lors de cette phase prodromique. Il s’agit de la mémoire des événements
personnellement vécus, elle inclut ainsi trois composantes qui permettent de répondre aux questions

« ol », « quand » et « quoi » (Tulving 1972).

Finalement, lorsque les dommages au niveau du cerveau deviennent trop importants pour que ce dernier
puisse compenser les déficits, c’est 'entrée dans la phase de démence. La mémoire et la réflexion sont
altérées, des changements du comportement sont également observés. Ces altérations sont sévéres au
point d’interférer avec la réalisation des taches de la vie quotidienne et avec la vie en société. Ainsi, un
déclin des fonctions exécutives, une altération de la communication, une désorientation et de la confusion
sont observés. Par ailleurs, des symptomes non-cognitifs peuvent également étre observés comme
I’apathie, la dépression ou encore de I'agressivité. A noter que la phase de démence est également
évolutive puisqu’elle progresse d’un stade léger a un stade sévere. Ainsi, lors de la phase de démence

légére, les personnes atteintes de la MA gardent un certain niveau d’'indépendance mais ont besoin d’aide
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pour réaliser certaines activités. Lorsque la démence atteint le stade sévere, les personnes atteintes de la
MA deviennent totalement dépendantes. Elles sont alors alitées et ont besoin de soins de fagon continue.
Elles deviennent vulnérables aux infections, comme les pneumonies qui sont la cause principale de décés

chez les personnes avec la MA (Dubois et al. 2010; « 2020 Alzheimer’s Disease Facts and Figures » 2020).

3- Les caractéristiques neuropathologiques

Le développement de la MA au niveau cérébral se traduit par I'apparition de plaques amyloides et de
dégénérescences neurofibrillaires, les 2 caractéristiques histopathologiques de la maladie, mais

également par une neurodégénérescence et une neuro-inflammation.

3.1- Les plaques amyloides

Les plaques amyloides sont des dépots extracellulaires du peptide AB issu du clivage de la protéine APP.
On en distingue 2 types, les plaques diffuses et les plaques neuritiques ou séniles (Serrano-Pozo et al.
2011). Les premieres sont composées d’AB non-fibrillaire. Elles ne contiennent pas de neurites
dystrophiques et ne sont généralement pas associées a des cellules gliales réactives qui constituent la
réaction neuro-inflammatoire (Itagaki et al. 1989). Les plagques diffuses ne sont pas caractéristiques de la
MA puisqu’elles peuvent également étre observées dans le cerveau de personnes agés ne présentant pas
d’atteinte cognitive. Les plaques neuritiques sont quant a elles composées d’AB sous forme fibrillaire. Elles
possedent un coeur dense et compact et sont entourées de neurites dystrophiques. Elles sont également

associées a des astrocytes et des cellules microgliales réactifs.

Le développement de la pathologie amyloide est progressif et peut étre divisé en 5 phases (Thal et al.
2002) (Figure 10). Les premieres plagues AR sont détectées dans les cortex frontal, pariétal, temporal et
occipital (Phase 1). Par la suite, en Phase 2, la pathologie amyloide affecte le cortex entorhinal,
I’'hippocampe et le cortex insulaire. Elle continue ensuite de se propager et affecte alors les régions sous-
corticales (Phase 3) comme le striatum, les noyaux du cerveau antérieur basal, le thalamus ou encore
I’hypothalamus. A ce stade, des plaques amyloides sont également présentes dans la substance blanche.
Lors de la Phase 4, c’est au tour des noyaux du tronc cérébral d’étre affectés, avec le noyau olivaire
inférieur, la formation réticulaire et la substance noire. Enfin, des plaques sont détectées dans le cervelet
et la pathologie continue de progresser dans les noyaux du tronc cérébral affectant notamment les noyaux

du raphé, le locus coeruleus et le noyau parabrachial (Phase 5).
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Figure 10 : Progression de la pathologie amyloide dans le cerveau de personnes atteintes de la maladie
d’Alzheimer

Le développement des plaques amyloides dans le cerveau se découpe en 5 phases, avec dans un premier temps une
atteinte corticale (Phase 1). La pathologie se propage ensuite a I’hippocampe et aux cortex entorhinal et insulaire
(Phase 2) avant d’atteindre les régions sous-corticales (Phase 3). Sa progression se poursuit, affectant les noyaux du
tronc cérébral (Phase 4), puis le cervelet (Phase 5). (Figure adaptée de Thal et al. 2002)

Cependant, le peptide AB ne s’accumule pas uniquement sous forme de plaques. Il peut étre également
détecté dans la paroi de vaisseaux sanguins (Serrano-Pozo et al. 2011). On parle d’angiopathie amyloide
cérébrale (AAC) qui touche principalement les capillaires corticaux, les petites artérioles, les artéres de
taille moyenne ou encore les artéres leptoméningées. Ces AAC affectent principalement les lobes
occipitaux et pariétaux postérieurs. Leur gravité peut varier et peut étre scorée selon une échelle allant de
0 a4, le score de 4 étant le plus sévéere. Ainsi, environ 80% des personnes atteintes de la MA présentent

une AAC.

3.2- Les dégénérescences neurofibrillaires

Les dégénérescences neurofibrillaires sont des dépdts intracellulaires de la protéine TAU (Tubuline
Associated Unit) sous sa forme hyperphosphorylée. Cette protéine fait partie de la famille des protéines
associées aux microtubules MAP (Microtubule-Associated Proteins). Ainsi, en temps normal, TAU est
associée aux microtubules, mais son hyperphosphorylation va entrainer son détachement de ces derniers
et son accumulation dans le cytoplasme des neurones. Tout comme pour les plagues amyloides, on
distingue différents types de dégénérescences neurofibrillaires (Serrano-Pozo et al. 2011). Tout d’abord,

les pré-dégénérescences, ou dégénérescences neurofibrillaires diffuses, correspondent a des dép6ts diffus
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de TAU dans le cytoplasme des neurones. Ces derniers présentent une morphologie normale. Ensuite, les
dégénérescences neurofibrillaires matures sont des dép6ts filamenteux de TAU. lls sont présents dans le
cytoplasme des neurones, mais peuvent aussi étre détectés dans les dendrites et dans le segment proximal
des axones. Ces dépoOts entrainent le déplacement du noyau des neurones vers la périphérie du corps
cellulaire. Enfin, les dégénérescences neurofibrillaires extraneuronales, ou « fantémes », sont présentes

au niveau extracellulaire du fait de la mort des neurones qui les contenaient.

Le développement de la pathologie Tau est également progressif, il peut étre divisé en 6 stades numérotés
de | a VI, aussi appelés stades de Braak (Braak et al. 2006). Par ailleurs, ces stades peuvent étre regroupés
en 3 stades principaux appelés : transentorhinal (Stades | et Il), limbique (Stades Il et IV) et isocortical
(Stades V et VI) (Figure 11). Les premiers sites d’apparition des dégénérescences neurofibrillaires sont les
régions transentorhinale et entorhinale, avec une atteinte progressive de I'hippocampe (Stades | et Il).
Elles vont ensuite progressivement se propager aux autres structures du cerveau affectant notamment le
subiculum, I'amygdale ou encore le thalamus (Stades Il et IV) jusqu’a atteindre les aires associatives du
cortex (Stades V et VI). Récemment, des dégénérescences neurofibrillaires ont été détectées dans des
noyaux sous-corticaux en |'absence d’atteinte de régions corticales (Braak et al. 2011). Il s’agit d’un stade
de pré-dégénérescences qui est détecté dans le locus coeruleus, les noyaux du raphé et le noyau
magnocellulaire. A noter que le développement des dégénérescences neurofibrillaires est corrélé aux

déficits cognitifs, ce qui n’est pas le cas des plaques amyloides.
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Transentorhinal Limbic Isocortical
(I-11) (1-1V) (V-VI)

4 3-1-2

Figure 11 : Progression des dégénérescences neurofibrillaires dans le cerveau des personnes atteintes
de la maladie d’Alzheimer

Le développement des dégénérescences neurofibrillaires peut-étre divisé en 3 stades principaux. Le stade
transentorhinal qui se caractérise par une atteinte des régions transentorhinale et entorhinale. La pathologie se
propage aux structures comme I'amygdale, le thalamus et le subiculum ce qui correspond au stade limbique. Les
dégénérescences neurofibrillaires finissent par affecter I'ensemble du cortex, le stade isocortical est alors atteint.
Plus la couleur est foncée, plus la densité de dégénérescences neurofibrillaires est importante. Amyg : Amygdale ;
EC: Cortex entorhinal; CAl: Corne d’Ammon 1; Cg: Cortex cingulaire; Prec: Precuneus; 4: Cortex moteur
primaire ; 3-1-2 : Cortex sensoriel primaire ; 17 : Cortex visuel primaire ; 18 : Cortex visuel associatif. (Figure de
Serrano-Pozo et al. 2011)

3.3- Neuro-inflammation

La MA est aussi caractérisée par la présence de microglies et d’astrocytes réactifs qui constituent la
réaction neuro-inflammatoire. Ces derniers sont associés aux plagues amyloides compactes (Itagaki et al.
1989). Ainsi, les microglies réactives sont présentes au centre des plaques AB alors que les astrocytes
réactifs sont en périphérie. Par ailleurs, des microglies et des astrocytes réactifs peuvent également étre

détectés a proximité des dégénérescences neurofibrillaires (Serrano-Pozo et al. 2011).

Bien que dans un premier temps cette réaction pourrait avoir un réle bénéfique en réduisant le niveau
d’AB dans le cerveau par phagocytose, son activation prolongée pourrait contribuer au développement de
la pathologie (Chen et Mobley 2019; Kinney et al. 2018). En effet, les microglies et astrocytes activés de
facon prolongée libérent des cytokines pro-inflammatoires ou encore des espéces réactives de I'oxygene,
de l'oxyde nitrique, l'interleukine 1-B. Cela accentue la neuro-inflammation et contribue a Ia

neurodégénérescence. Par ailleurs, I'activation prolongée des microglies entraine une altération de leur
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capacité a phagocyter I’AB, ce qui contribue a exacerber la pathologie amyloide. Cette neuro-inflammation

accentue également la pathologie Tau.

3.4 Pertes synaptiques et neuronales

Le cerveau des personnes atteintes de la MA présente une atrophie, en particulier au niveau du lobe
temporal postérieur (Serrano-Pozo et al. 2011). Cette l'atrophie est liée aux importantes pertes

synaptiques et neuronales qui peuvent étre observées dans le cadre de la MA.

Ainsi, des pertes synaptiques ont été observées dans différentes régions du cerveau. Par exemple, une
réduction progressive du nombre de synapses est constatée dans le gyrus denté de I’"hippocampe a mesure
que la démence évolue (Masliah et al. 1994). Alors que la perte synaptique est estimée a 20% chez des
personnes avec une MA a un stade précoce, elle est de 50-65% chez les personnes avec une MA aux stades
léger et avancé. De la méme facon, une perte synaptique est observée dans la région CA1 de I'hippocampe
ou encore dans le cortex frontal (Stephen W. Scheff, DeKosky, et Price 1990; S. W. Scheff et al. 2007). Dans
ce dernier, la perte synaptique s’accentue également avec |'évolution de la démence (DeKosky et Scheff
1990). Par ailleurs, un élargissement de la taille des synapses restantes a été mis en évidence (DeKosky et
Scheff 1990; Stephen W. Scheff, DeKosky, et Price 1990). Cela pourrait traduire un mécanisme de
compensation mis en place afin d’essayer de palier la perte synaptique tant que celle-ci n’est pas trop
importante. A noter que la réduction du nombre de synapses n’est pas uniquement liée a de la
neurodégénérescence. Elle peut se produire de fagcon indépendante. De plus, une corrélation est observée

entre le déclin cognitif et la perte de synapses (DeKosky et Scheff 1990; S. W. Scheff et al. 2007).

Une neurodégénérescence est également observée dans plusieurs structures cérébrales comme au niveau
de la formation hippocampique, incluant I'amygdale, le cortex frontal ou encore le cortex entorhinal
(Andrade-Moraes et al. 2013 ; Gomez-Isla et al. 1996). Ainsi, dans le cortex entorhinal, une
neurodégénérescence est visible dés un stade précoce de la maladie (Gomez-Isla et al. 1996). Cette
derniére affecte dans un premier temps les couches Il et IV, puis s’étend aux autres couches lorsque la
pathologie progresse. Ainsi, a un stade de démence légére, une réduction de 60 et 40% du nombre de
neurones est observée dans les couches Il et IV du cortex entorhinal, respectivement. Cette réduction
s’accentue a un stade de démence séveére, atteignant alors une réduction de 90% dans la couche Il et 70%
dans la couche IV. Par ailleurs, le cortex entorhinal n’est pas la seule structure a étre affectée de facon
précoce. Une neurodégénérescence est également observée de facon précoce dans des régions sous-

corticales comme le noyau basal de Meynert ou encore le locus coeruleus (Arendt et al. 2015). A l'inverse,
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d’autres structures sont affectées a un stade plus tardif du développement de la pathologie, c’est
notamment le cas pour le sulcus temporal supérieur (Gomez-Isla et al. 1996). Le cervelet quant a lui semble
préservé de cette neurodégénérescence puisqu’aucune perte neuronale n'y est visible (Andrade-Moraes
et al. 2013). Par ailleurs, tout comme pour la perte synaptique, la neurodégénérescence est corrélée au

déclin cognitif.

Il- Le Syndrome de Down

Le Syndrome de Down (SD), ou Trisomie 21, est la premiére cause de déficience intellectuelle d’origine
génétique. Il a été décrit pour la premiére fois par John Langdon Down en 1862, et le lien entre le SD et la
présence du chromosome 21 surnuméraire a été établie en 1959 par Marthe Gautier, puis repris par
Jéréme Lejeune et Raymond Turpin (Lejeune, Turpin, et Gautier 1959). Le séquencage quasi complet du
chromosome 21 (Hsa21) a été réalisé en 2000 (Hattori et al. 2000). Ce dernier, acrocentrique, comporte
un bras court de 0,3 Mégabases (Mb) et un bras long de 33,65 Mb. Aujourd’hui, 236 genes codant pour
des protéines ont été identifiés ainsi que 424 genes non-codant et 188 pseudo-genes (données tirées

d’Ensembl, version du génome GRCh38.p13).

La fréquence du SD est estimée a environ 1 naissance sur 800 (De Graaf, Van Hove, et Haveman 2014).
Cependant, le risque d’avoir un enfant atteint du SD augmente avec I'age de la mére (Mai et al. 2013).

Ainsi, il est de 1/1500 a 20 ans, 1/1000 a 30 ans et passe a 1/100 a I’age de 40 ans.

1- Les différentes formes de SD

Le SD est la conséquence d’une non-disjonction des chromosomes ou chromatides lors de la phase de
méiose ou mitose. Cela conduit a la présence de 47 chromosomes dans les cellules au lieu de 46. On en
distingue ainsi 4 formes (Bull 2020; https://www.jeromefdn.org/). Tout d’abord, la trisomie compléte
représente la majorité des cas de SD, soit 95% (Figure 12). Elle se traduit par la présence de 3 copies
complétes du chromosomes 21 qui sont présentes dans toutes les cellules de I'organisme. On dit de cette
trisomie qu’elle est libre, complete et homogéne. Ensuite, la translocation Robertsonienne concerne 2 a
4% des cas. Dans cette forme, le bras long du chromosome 21 supplémentaire se retrouve attaché a un
autre chromosome, généralement le chromosome 14, mais il peut aussi se retrouver associé aux
chromosomes 21 ou 22. Dans certains cas, les personnes atteintes du SD vont posséder 3 copies du

chromosome 21 seulement dans une sous-population de leurs cellules, le reste de leurs cellules possédant
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un nombre normal de chromosomes. Le nombre de cellules affectées varie d’'une personne a l'autre. On
parle ainsi de trisomie mosaique, elle concerne 1 a 2% des cas. Enfin, dans de tres rares cas (< 1%), la
trisomie peut étre partielle. Elle se traduit alors par la duplication d’un fragment du chromosome 21 et

non du chromosome entier.
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Figure 12 : Caryotype d’une femme porteuse d’une trisomie complete
Figure de Antonarakis et al. 2004

2- Les signes cliniques

Les personnes atteintes du SD présentent des phénotypes tres variables. Cependant, certains phénotypes
sont caractéristiques et sont retrouvés chez toutes les personnes atteintes du SD. Elles présentent ainsi
des dysmorphies physiques, une déficience intellectuelle et une hypotonie musculaire. Par ailleurs, elles
sont plus a risques de développer d’autres problemes de santé parmi lesquels on peut citer les anomalies
cardiaques, des problemes auditifs, visuels, hématologiques ou encore la maladie d’Alzheimer
(Antonarakis et al. 2020; Bull 2020). D’un point de vue clinique, aucune différence n’est observée entre
une trisomie compléte et une trisomie par translocation. En revanche, pour les trisomies mosaique et
partielle, la déficience intellectuelle est souvent moins sévére et les personnes atteintes développent

moins de complications médicales.
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2.1- Les dysmorphies

Les personnes atteintes du SD possedent des traits physiques caractéristiques (Sureshbabu et al. 2011).
Ainsi, elles présentent une brachycéphalie, c’est-a-dire un aplatissement de I'arriere de la téte (Figure 13-
A). Leur visage rond se caractérise par des petites oreilles dont la position est plus basse, un petit nez avec
une aréte aplatie et un pli épicanthique (Figure 13-B et C). Ce dernier correspond a un repli cutané sur la
paupiére supérieure au niveau du coin interne de I'ceil. Leur bouche est également petite et entrouverte,
une protrusion de la langue pouvant étre observée. Cette derniere présente un aspect fissuré ainsi qu’une
augmentation de son volume, on parle de macroglossie. Des anomalies dentaires sont aussi présentes
avec un possible retard de la dentition. Outre des anomalies au niveau de la face, les personnes atteintes
du SD possédent un cou court et large avec un exces de peau au niveau de la nuque. Au niveau des mains,
un seul pli palmaire est observé celui-ci s’étendant d’un c6té a I'autre de la paume de la main. L'auriculaire
présente une courbure vers les autres doigts de la main, on parle de clinodactylie, ainsi qu’une hypoplasie
de la seconde phalange (Figure 13-D). Enfin, au niveau des pieds, I'espace entre le premier et le second

orteil est élargi (Figure 13-E).

Figure 13 : Dysmorphies physiques associées au Syndrome de Down

Les personnes atteintes du SD présentent une brachycéphalie (A), un nez avec une aréte aplatie et une bouche
entrouverte (B). Au niveau des yeux, un pli épicanthique est observé (C). Des anomalies de la morphologie des mains
(D) et des pieds (E) sont également mises en évidence. Les mains possédent un unique pli palmaire, ainsi qu’une
clinodactylie et une hypoplasie de la seconde phalange de I'auriculaire. (Figure de Sureshbabu et al. 2011)
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2.2- La déficience intellectuelle

La déficience intellectuelle est la caractéristique majeure du SD. Cependant, le degré de déficience est
variable d’un individu a I'autre avec un quotient intellectuel (Ql) de 50 en moyenne. Ce dernier pouvant
varier entre 30 et 70 (Grieco et al. 2015). Ainsi, la majorité des personnes atteintes du SD présentent une
déficience intellectuelle modérée a sévere. En effet, dans I'étude réalisée par Maatta et al. (2006), 19%
des personnes atteintes du SD présentaient une déficience Iégere avec un Ql entre 50 et 69, une déficience
modérée dans 30% des cas (Ql entre 35 et 49), sévere dans 33% (Ql entre 20 et 34) et profonde dans 18%
des cas (Ql<20) (M&atta et al. 2006).

Les personnes atteintes du SD présentent des déficits dans diverses fonctions cognitives. Tout d’abord au
niveau du langage, pour lequel un retard d’acquisition est constaté chez les enfants atteints du SD. Ce
retard apparait dés I'acquisition des premiers mots et se maintient alors que le vocabulaire s’enrichit
(Buckley et Oliver 1994). Ainsi, les enfants atteints du SD mettent 12 mois de plus a atteindre un stade de
10 mots de vocabulaire. Ils mettent également plus de temps pour commencer a construire des phrases a
plusieurs mots. Les enfants avec un développement normal atteignent le stade de phrases composées de
2 mots a I'age d’environ 19 mois, alors que les enfants avec le SD |'atteignent en moyenne a 37 mois, soit

18 mois plus tard.

Des altérations sont également observées au niveau des fonctions exécutives ou encore de la mémoire.
Parmi les fonctions exécutives, des déficits sont constatés dans la planification, I'inhibition ou encore la
flexibilité cognitive chez les adolescents atteints du SD (S. Lanfranchi et al. 2010; Borella, Carretti, et
Lanfranchi 2013). Par ailleurs, un déficit de flexibilité cognitive est retrouvé chez I'adulte (Rowe, Lavender,
et Turk 2006). Cette étude met également en évidence un déficit d’attention, alors que les capacités
d’inhibition ne semblent pas altérées chez les adultes atteints du SD. Concernant la mémoire, la mémoire
de travail (MDT) est impactée. Cette derniére permet le maintien d’information sur du court terme et
implique une manipulation mentale de l'information. Ainsi, un déficit de MDT reposant sur une
composante verbale est observé chez les adolescents tout comme chez les adultes atteints du SD (Rowe,
Lavender, et Turk 2006; S. Lanfranchi et al. 2010; Borella, Carretti, et Lanfranchi 2013). Par ailleurs, ce
déficit semble indépendant de I'altération des capacités verbales observée chez les personnes atteintes
du SD (Silvia Lanfranchi, Jerman, et Vianello 2009). A I'inverse, la MDT reposant sur une composante visuo-
spatiale semble relativement préservée. En effet, I'’étude de Lanfranchi et al. 2009 montre qu’en fonction
du degré de complexité de la tache de MDT visuo-spatiale, une altération de cette derniére peut étre

visible ou non. Ainsi, pour une tache de complexité faible, aucun déficit n’est observé (Rowe, Lavender, et
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Turk 2006; Silvia Lanfranchi, Jerman, et Vianello 2009). A l'inverse, lorsque la tache présente une
complexité élevée et donc un exercice mental plus important, une altération de la MDT visuo-spatiale est

mise en évidence (Silvia Lanfranchi, Jerman, et Vianello 2009; S. Lanfranchi et al. 2010).

Enfin, la mémoire a long terme a également été évaluée chez les personnes atteintes du SD. Cette derniére
peut étre subdivisée en 2 types de mémoire. Tout d’abord, la mémoire explicite qui implique un rappel
conscient des informations et qui peut étre exprimée par le langage. Cette derniere peut également étre
subdivisée et comporte notamment la mémoire épisodique. Ainsi, un déficit de mémaoire épisodique est
observé chez les personnes atteintes du SD (Carlesimo, Marotta, et Vicari 1997; Vicari, Bellucci, et
Carlesimo 2000). Il serait en partie lié a un déficit de récupération des informations qui ont été
précédemment stockées. La mémoire implicite, par opposition a la mémoire explicite, ne nécessite pas de
rappel conscient de I'information. Elle comprend les apprentissages procéduraux et non-associatifs, les
habitudes et les conditionnements. Ainsi, la mémoire implicite est préservée chez les personnes atteintes

du SD.

2.3- L’hypotonie musculaire

L’hypotonie musculaire est présente chez tous les individus atteints du SD. Elle traduit une réduction du
tonus et de la force musculaire (A. F. Morris, Vaughan, et Vaccaro 1982). Par ailleurs, une réduction du
réflexe rotulien est également constatée. Cette hypotonie a différentes conséquences avec, notamment,
un retard dans I'acquisition de la motricité. Elle contribue également a I'apparition de désordres musculo-
squelettiques (Foley et Killeen 2019) ou encore aux dysfonctionnements oro-faciaux (Faulks et al. 2008).
Une hypotonicité est ainsi observée au niveau de la langue et des levres. Cela impacte I'alimentation

comme, par exemple, a la naissance ou la faible musculature de la machoire affecte I'allaitement.

2.4- Les comorbidités

Aux 3 traits caractéristiques du SD viennent s’ajouter de nombreuses comorbidités (Antonarakis et al.
2020; Bull 2020). En effet, les personnes atteintes du SD présentent une susceptibilité plus importante au
développement de nombreuses complications de santé. Ces dernieres varient d’un individu a 'autre.

Certaines de ces comorbidités sont décrites dans ce paragraphe ; il s’agit ici d’'une liste non-exhaustive.

Des anomalies cardiaques congénitales sont ainsi couramment observées. Elles concernent 54% des

enfants atteints du SD (Bergstro m et al. 2016). Chez ces derniers, 3 formes d’anomalies cardiaques
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congénitales sont diagnostiquées : la communication auriculo-ventriculaire qui représente la majorité des
cas (42%), la communication interventriculaire et la communication interauriculaire, dans 22 et 16% des
cas, respectivement. Par ailleurs, des anomalies cardiaques peuvent étre détectées chez des adolescents
et adultes atteints du SD qui ne présentaient pas d’antécédents d’anomalies cardiaques congénitales

(Geggel, O’'Brien, et Feingold 1993).

Des troubles du sommeil sont également constatés chez les personnes atteintes du SD. Une étude réalisée
sur des enfants agés entre 7 et 17 ans montre que 65% d’entre eux présentent des troubles du sommeil
(Hoffmire et al. 2014). Des apnées du sommeil sont le plus fréquemment observées. Elles peuvent étre en
partie liées aux dysmorphies faciales présentes chez les personnes atteintes du SD. Par ailleurs, une autre
altération du sommeil a été mise en évidence dans cette étude, le syndrome des jambes sans repos. Ce

dernier correspond a des mouvements involontaires des jambes pendant le sommeil.

A cela se rajoutent des problémes auditifs et visuels. L'étude réalisée par Roizen et al. (2014) chez 440
enfants atteints du SD a mis en évidence que 39% d’entre eux présentent des problémes auditifs et 57%
des problémes visuels (Roizen et al. 2014). Des pertes d’audition sont fréquemment observées ; elles
concernent 34 a 78% des enfants (Nightengale et al. 2017; Chen et al. 2021). Elles peuvent étre liées a une
altération de la transmission du son, on parle alors de surdité de transmission, ou a des altérations de la
structure sensorielle et nerveuse de la cochlée, on parle alors de surdité neurosensorielle. Les enfants
atteints du SD présentent également un risque plus élevé de développer des otites (Austeng et al. 2013).
Concernant la vision, des troubles de la réfraction sont principalement observés (Fong et al. 2013). Cela
inclut la myopie et I'astigmatisme. Cette étude montre également un nombre important de cataractes,

concernent 72,2% des yeux, ainsi que du strabisme (40% des yeux).

Les personnes atteintes du SD présentent également un risque élevé de développer une leucémie. En
effet, les leucémies représentent 95% des cancers chez les enfants atteints du SD agés de moins de 4 ans
alors qu’elles ne représentent que 34% des cancers chez les enfants de la population générale (H. Hasle
2001; Henrik Hasle et al. 2016). Par ailleurs, le risque de développer une leucémie reste élevé jusqu’a I'age
de 30 ans. Ainsi, a I'age adulte les leucémies représentent 18% des cancers chez les individus avec le SD
contre seulement 2,4% dans la population générale. A I'inverse, les personnes atteintes du SD ont un

risque plus faible de développer des tumeurs solides.

Enfin, les personnes atteintes du SD présentent un risque accru de développer une démence précoce de

type Alzheimer. Cet aspect sera développé plus en détails dans la Partie Il de ce chapitre.
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3- Les anomalies cérébrales

Les déficits cognitifs décrit précédemment sont le résultat de nombreuses anomalies au niveau de la
structure du cerveau. Une réduction du volume cérébral est observée chez les personnes atteintes du SD ;
on parle de microcéphalie (Jernigan et al. 1993; Pinter et al. 2001). Cependant, cette réduction n’affecte
pas toutes les structures cérébrales de la méme facon. En effet, alors que certaines structures apparaissent
plus petites, d’autres ne sont pas affectées. Ainsi, une réduction du volume du cervelet, aussi appelée
hypoplasie cérébelleuse, est observée (Wisniewski 1990; Jernigan et al. 1993; Pinter et al. 2001). De la
méme fagon, le cortex frontal ou encore I’hippocampe sont de taille réduite (Wisniewski 1990; Jernigan et
al. 1993; Aylward et al. 1999). A l'inverse, les structures corticales postérieures, le thalamus,
I’hypothalamus ou encore I'amygdale sont préservés (Jernigan et al. 1993; Aylward et al. 1999). Les
ganglions de la base ont également été étudiés, notamment le volume du noyau caudé, du putamen et du
globus pallidus. Alors que Jernigan et al. (1993) ne mettent pas en évidence d’atteinte des ganglions de la
base, Aylward et al. (1997) confirment que le noyau caudé et le globus pallidus ne sont pas affectés par
cette réduction de volume cérébral, alors qu’en revanche ils relevent une augmentation du volume du
putamen. Cette différence entre les 2 études pourrait s’expliquer par le fait que Jernigan et al. (1993) ont
mesuré le volume du noyau lenticulaire, comprenant le putamen et le globus pallidus, alors que dans

I’étude de Aylward et al. (1997) le volume de chaque structure a été mesuré séparément.

Par ailleurs, des anomalies au niveau cellulaire sont également observées. Ainsi, une réduction du nombre
de neurones a été mise en évidence dans le cortex, en particulier dans les couches Il et IV (Wisniewski
1990). De la méme fagon, la région hippocampique possede moins de neurones dés le stade feetal (Guidi
et al. 2008). Cela concerne notamment I’hippocampe, le présubiculum ou encore le cortex entorhinal.
Cette réduction neuronale pourrait étre en partie liée a une altération de la neurogénese. En effet, Guidi
et al. (2008) ont montré une réduction du nombre de cellules en prolifération dans la zone ventriculaire
de I'hippocampe au stade foetal. Un mécanisme d’apoptose plus important pourrait également contribuer
a cette réduction. En effet, une augmentation du nombre de cellules apoptotiques est mise en évidence
dans le gyrus denté et la zone ventriculaire (Guidi et al. 2008). Par ailleurs, la morphologie neuronale est
également affectée. Ainsi, la complexité de I'arborisation neuronale et la longueur des dendrites sont
diminuées dans les cortex visuel et temporal chez I'adulte (Takashima et lida 1994). Une réduction du
nombre d’épines dendritiques et de la densité synaptique est également observée dans le cortex visuel
(Wisniewski 1990; Takashima et lida 1994). Enfin, un retard de la myélinisation est constaté chez 22,5%
des enfants atteints du SD. Ces anomalies de la structure des neurones peuvent contribuer a altérer la

fonction synaptique, et donc la plasticité synaptique qui joue un réle clé dans les fonctions cognitives.

58



4- Les corrélations génotypes-phénotypes dans le Syndrome de Down

Afin d’identifier les genes responsables des phénotypes observés dans le SD, des études de corrélations
génotypes-phénotypes ont été réalisées. Ces derniéres s’appuient sur la comparaison de cas de trisomies
partielles et ont pour but de mieux comprendre la physiopathologie du SD. Ainsi, les premieres études
réalisées ont mis en évidence une petite région, située en 21922, comme étant responsable de la majorité
des traits phénotypiques associés au SD (Delabar et al. 1993). Cette région est appelée DCR, pour « Down
Syndrome Chromosome Region ». Les phénotypes observés dans le SD reposeraient alors sur des genes
contenus dans une région unique sur le chromosome 21. Par la suite, Korenberg et al. (1994) ont comparé
les phénotypes de 16 individus porteurs d’une trisomie partielle. Cela a ainsi permis d’associer certains
phénotypes a des régions spécifiques du Hsa21, créant ainsi une carte phénotypique (Korenberg et al.
1994). Par ailleurs, cette étude a mis en évidence I'implication de génes situés en dehors de la DCR. En
effet, les régions identifiées n’inclus pas toujours, ou ne sont pas limitées, a la DCR. Ces observations
viennent donc contredire I'idée d’une région unique, avec I'existence de plusieurs régions critiques
associées a des phénotypes particuliers. D’autres études ont, par la suite, cartographié de facon plus
précise les régions impliquées (Lyle et al. 2009; Korbel et al. 2009). Ainsi, plusieurs régions seraient
impliquées dans le développement des déficiences intellectuelles, deux régions ayant été identifiées. Des
observations similaires ont été faite pour I’hypotonie musculaire. De plus, pour certains phénotypes, des
geénes candidats ont été identifiés, c’est notamment le cas pour les anomalies cardiaques congénitales
pour lesquelles le gene DSCAM (« DS Cell Adhesion Molecule ») a été mis en évidence. De la méme fagon,
pour la MA dans ce contexte de SD, une région critique de 1,95 Mb qui inclus le gene APP a été définie.
L'importance de ce gene dans le développement de la MA dans le SD est décrite plus en détails dans la
Partie Ill, Point 2. Par ailleurs, des cas de trisomies partielles, qui n’incluent pas la DCR, ont été identifiés
(Korenberg et al. 1994; Weisfeld-Adams et al. 2016). Cela renforce donc I'idée que des génes, situés en-
dehors de cette région, sont également impliqué dans le développement du SD. L’étude de Weisfeld-
Adams et al. (2016) a ainsi mis en évidence I'implication des génes SOD1 (« Superoxide Dismutase 1 »),
SYNJ1 (« Synaptojanin 1 ») et ITSN1 (« Intersectin 1 ») dans le développement des caractéristiques

physiques associées au SD ainsi que des déficiences intellectuelles.

Les études réalisées chez les personnes porteuses de trisomie partielle ont permis d’accroitre nos
connaissances sur la physiopathologie du SD. Cependant, cette approche est limitée par le fait que les cas
de trisomies partielles sont tres rares, ils représentaient environ 60 cas dans le monde en 2010. Il est donc
nécessaire d’avoir recours a des modeles animaux afin de caractériser de fagon plus précise, le géne ou les

régions impliquées dans le développement de phénotypes particuliers.
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5- L’apport des modéles rongeurs du Syndrome de Down

Dans le but de comprendre la physiopathologie du SD, et de mieux comprendre les corrélations génotypes-
phénotypes, de nombreux modeles de souris SD ont été créés (Herault et al. 2017). Ainsi, chez la souris,
les régions synténiques au Hsa21 sont réparties sur 3 chromosomes différents : les chromosome 10
(Mmu10, Mmu pour Mus musculus), 16 (Mmu16) et 17 (Mmu17) (Figure 14). Le premier modele qui a été
créé est le modeéle Ts65Dn (Davisson, Schmidt, et Akeson 1990). Ce dernier est le plus couramment utilisé.
Il comporte un mini-chromosome supplémentaire qui inclut la région de synténie du Mmul6 entre les
geénes App et Zbtb21 (« Zinc Finger And BTB Domain Containing 21 ») ainsi que la région centromérique du
Mmul7. Cependant, cette derniére n’est pas homologue au Hsa21. Elle comporte ainsi des génes pouvant
avoir une influence sur les phénotypes observés sans qu’il n’y ait de lien avec le SD. Depuis, de nombreux
modeles ont été développés. Ces derniers présentent soit des duplications totales ou partielles de ces
différentes régions de synténie, soit des duplications de génes spécifiques semblant jouer un rdole-clé dans
le développement du SD. Le but de ces modeles est de nous permettre de mieux comprendre le réle joué

par ces différents régions/génes dans le développement des différents phénotypes associés SD.
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Figure 14 : Représentation des régions chromosomiques, de la souris et du rat, synténiques au
chromosome 21 humain

Le chromosome 21 humain (Hsa 21) est représenté au centre de la figure. Dans la partie supérieure, sont indiquées,
pour la souris, les régions chromosomiques Mmu16, Mmul7 et Mmu10 synténiques au Hsa21. Pour le rat, les régions
de synténie, présentes sur les chromosomes Rnol1 et Rno20, sont représentées dans la partie inférieure de la figure.
En-dessous de chaque région, quelques génes homologues au Hsa21 sont listés. Les intervalles dupliqués chez les
modeles Ts65Dn, Dup(Rno11), Dup(Rno20) et Dup(Rno11-20) sont également représentés.



Par ailleurs, la récente révolution de I'ingénierie génétique permet, depuis quelques années, de créer des
modeéles de rats du SD. En effet, la mise au point de la technique CRISPR/Cas9 permet de modifier
facilement et rapidement le génome du rat, ce qui était jusque-la difficile (Birling et al. 2017). Chez ce
dernier, les régions synténiques au Hsa21 sont présentes sur 2 chromosomes différents : les chromosomes
11 (Rnoll, Rno = Rattus norvegicus) et 20 (Rno20) (Figure 14). Ainsi, parmi les modeles qui ont été créés
a l'Institut Clinique de la Souris, deux modeles sont étudiés dans le cadre de cette thése, les rats
Dup(Rnoll) et Dup(Rno20). Le premier comporte une duplication de la région du Rnoll synténique au
Hsa21. Cette région de 24,4 Mb se situe entre les génes Lipi (« Lipase | ») et Zbtb21 et comporte 140 génes
codant pour des protéines. Le modéle Dup(Rno20), quant a lui, présente une duplication de la région
Rno20 synténique au Hsa2l. Cette derniere, d’une taille de 3,6 Mb, se situe entre les génes Umodl1
(« Uromodulin-like 1 precursor ») et Prmt2 (« Protein Arginine Methyltransferase 2 »). Cette région est
donc bien plus petite que la région du Rnoll et comporte uniquement 73 génes codant pour des
protéines. Ces modeles permettent d’étudier le réle de chacune de ses régions dans la physiopathologie
du SD. Par ailleurs, ils permettent d’obtenir facilement un modele de trisomie complete. En effet, le
croisement des modeles Dup(Rnoll) et Dup(Rno20) permet d’obtenir un modele de rat incluant une

duplication des 2 régions de synténies. Ce modele est appelé Dup(Rno11-20).

lll- La maladie d’Alzheimer dans le syndrome de down

1- Prévalence

En 1929, I'espérance de vie des personnes atteintes du SD n’était que de 9 ans (Bittles et Glasson 2007).
Avec I'amélioration des soins qui leur sont apportés, leur espérance de vie a progressivement augmenté
au cours de ces dernieres années. Cela est principalement lié a une meilleure prise en charge des
comorbidités associées au SD. Ainsi, une amélioration des procédures chirurgicales pour les malformations
cardiaques ou encore la mise en place des antibiotiques pour traiter les infections ont contribué a cette
augmentation de leur espérance de vie. De nos jours, les personnes atteintes du SD vivent en moyenne

jusqu’a 60 ans voire au-dela.

Par ailleurs, cette augmentation de I'espérance de vie a mis en évidence que les personnes atteintes du
SD présentent un risque élevé de développer, de facon précoce, une démence de type Alzheimer. Ainsi,
une étude de suivi réalisée sur 20 ans estime que le risque de développer une MA dans un contexte de SD
est de 23% a I'age de 50 ans (McCarron et al. 2017). Ce risque augmente avec I'age et passe a 45% a I'age

de 55 ans, et a 88% pour les personnes SD agées de 65 ans et plus. Cependant, la prévalence de la MA
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dans un contexte de SD varie d’une étude a I'autre, avec des prévalences qui peuvent étre plus faibles
(Coppus, Evenhuis, et van Duijin 2006; Bayen et al. 2018). Ainsi, I'étude de Coppus et al. (2006) met en
évidence une prévalence de 32,1% pour la tranche d’age de 55-59 ans, cette derniere diminuant chez les
personnes SD de plus de 65 ans, atteignant 25,6% du fait d’'un taux de mortalité plus élevé. L'étude de
Bayen et al. (2018) propose pour sa part une prévalence de 49% chez les plus de 65 ans. Les différences
entre ces études peuvent étre en partie liées a la difficulté de diagnostic de la démence chez les personnes
atteintes du SD du fait de leur déficience intellectuelle plus ou moins sévere. Par ailleurs, les études de
McCarron et al. (2017) et Coppus et al. (2006) se basent sur un suivi des patients sur plusieurs années,
alors que I'étude de Bayen et al. (2018) repose sur une analyse d’'un recueil de données sur 1 an. Enfin,
I’étude de McCarron et al. (2017) n’inclut que des femmes, alors que les 2 autres études considérent les 2
sexes. Voici autant d’éléments qui peuvent induire des variations dans les pourcentages trouvés.
Cependant, toutes ces études mettent en évidence que les personnes atteintes du SD ne vont pas

systématiquement développer une MA.

Par ailleurs, I’age moyen de diagnostic de la MA chez les personnes atteintes du SD est d’environ 55 ans

(McCarron et al. 2017; Sinai et al. 2018) avec une espérance de vie de 3 a 6 ans aprés le diagnostic.

2- Role majeur de I'APP

Dans le contexte du SD, le géne de I’APP joue un role-clé dans le développement de la MA. En effet, il est
présent sur le chromosome 21 et existe donc en 3 copies chez les personnes atteintes du SD. Par ailleurs,
sa duplication est suffisante pour induire le développement de la MA. Il existe ainsi des cas de
microduplications de régions du chromosome 21, incluant I’APP, qui induisent une MA chez des personnes
qui n’ont pas le SD (Anne Rovelet-Lecrux et al. 2006; A. Rovelet-Lecrux et al. 2007; Hooli et al. 2012). A
I'inverse, les personnes atteintes du SD qui présentent une trisomie partielle n’incluant pas le géne APP,
qui est donc en 2 copies, ne développent pas de MA. Ainsi, dans la littérature, le cas d’'un homme de 65
ans et celui d’'une femme de 78 ans avec trisomie partielle n’incluant pas I’APP ont été décrits (Prasher et
al. 1998; Doran et al. 2017). lls ne montraient aucun signe de démence et ne présentaient pas les
caractéristiques neuropathologiques associées a la MA. Par ailleurs, en accord avec les pourcentages de
prévalence décrits précédemment, toutes les personnes atteintes du SD avec une trisomie compléte ne
développent pas une MA. En effet, le cas d’'un homme de 70 ans avec une trisomie compléete sans MA a
été décrit (Krinsky-McHale et al. 2008). Ce dernier, suivi pendant 16 ans, ne présentait pas de déclin de ses

capacités cognitives, dont la mémoire épisodique qui est impactée dans la MA. Ainsi, bien que I’APP joue
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un réle clé dans le développement de la MA dans ce contexte de SD, la pénétrance incomplete du
phénotype laisse supposer I'implication d’autres genes. Il pourrait s’agir de génes également présents sur

le chromosome 21, et qui sont donc surexprimés, ou d’autres genes présents dans le reste du génome.

3- Symptomes cliniques
Des changements dans le comportement et la personnalité des personnes atteintes du SD ont été suggérés
comme étant les premiers signes du développement d’une démence de type Alzheimer (Holland et al.
2001; Ball et al. 2006). Ainsi, les principaux changements observés sont I'apathie, une perte de motivation,
une réduction de I'empathie, de I'obstination, ou encore une labilité émotionnelle. Ces changements de
comportement/personnalité sont plus typiques d’'une démence de type frontal. Cela laisse donc penser
gu’une atteinte frontale serait le premier signe de développement de la MA chez les personnes atteintes
du SD. Par ailleurs, I'’étude de Ball et al. (2006) montre qu’un déclin des fonctions exécutives est associé a
ces changements. Ces dernieres impliquent le cortex frontal ce qui renforce I'idée d’une atteinte frontale
précoce. Cependant, une autre étude indique qu’une altération de la mémoire serait le premier signe du
développement de la MA (Blok, Scheirs, et Thijm 2017). En effet, cette étude met en évidence une
altération de la mémoire immédiate. Bien que des changements dans le comportement et la personnalité
soient également observés, ils ne semblent pas précéder le déficit de mémoire. Des observations similaires
ont été faites dans d’autres études qui montrent un déficit dans le rappel d’informations chez des
personnes SD a un stade précoce de la MA (Krinsky-McHale et al. 2008; Devenny et al. 2002). Un déficit
dans le stockage de nouvelles informations est également constaté. Par ailleurs, ces déficits de mémoire
peuvent étre observés chez certaines personnes atteintes du SD avant méme que le diagnostic de MA soit
établi. Les différences entre ces études, sur le premier signe associé au développement de la MA,
pourraient s’expliquer par la difficulté de diagnostic de la démence. En effet, la présence d’un déficit
intellectuel plus ou moins sévére « en toile de fond » rend le diagnostic plus complexe. Ainsi, la démence

est souvent mise en évidence une fois qu’elle a atteint un stade déja avancé.

Certaines études s’intéressent également a la chronologie des déficits cognitifs au cours de la progression
de la MA chez les personnes atteintes du SD (Firth et al. 2019; Startin et al. 2019). Ainsi, au cours de la
phase prodromique de la maladie, soit avant que la démence ne soit diagnostiquée, les fonctions qui
semblent étre les premieres touchées sont la mémoire visuo-spatiale, I'attention, la coordination motrice,

les fonctions exécutives, ou encore la fluidité verbale. Par la suite, les capacités de planification,
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d’apprentissage et de flexibilité sont altérées, et ce n’est que plus tard que des changements au niveau du

comportement peuvent étre observés.

Par ailleurs, en plus des déficits cognitifs, une comorbidité est observée avec I'épilepsie (Altuna, Giménez,
et Fortea 2021). En effet, un nombre plus important de personnes atteintes du SD avec une MA présentent
une épilepsie, soit 41,1% contre 21,7% chez les personnes SD sans la MA (Bayen et al. 2018). De la méme
facon, un risque plus élevé d’épilepsie est constaté chez les personnes de la population générale qui ont
une MA (Giorgi et al. 2020). Un délai d’environ 2-3 ans est observé entre le diagnostic de la démence et la
premiere crise épileptique (Lott et al. 2012; Gholipour et al. 2017). Cependant, chez certaines personnes,
la démence et I'épilepsie peuvent se déclencher en méme temps. Ainsi, un déclin cognitif plus important
est constaté chez les personnes SD qui présentent de I'épilepsie. Il s’agit principalement de crises
myocloniques et tonico-cloniques généralisées qui peuvent coexister. Par ailleurs, cette épilepsie évolue
au cours du temps (d’Orsi, Specchio, et Apulian Study Group on Senile Myoclonic Epilepsy 2014). Ainsi, les
crises myocloniques précedent les crises tonico-cloniques généralisées et affectent principalement la
partie haute du corps. Ces crises myocloniques et tonico-cloniques se produisent au réveil et vont, au cours

du temps, laisser place a des myoclonies non-épileptiques.

4- Neuropathologie de la MA dans un contexte de SD

Tout comme les personnes atteintes de la MA, les personnes atteintes du SD développent les plaques
amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires caractéristiques de la MA. Cependant, les premiers
changements liés a la MA débutent des années avant que les premieres plaques ou premiers signes
cliniques ne soient observés. Ainsi, dans le cadre du SD, des changements peuvent étre observés dés le
stade foetal avec la détection d’AB soluble dans le cerveau de feetus dés la 218™ semaine de gestation
(Teller et al. 1996). Par ailleurs, avant l'apparition de dépoéts extracellulaires d’AB, des dépots
intracellulaires sont détectés chez les personnes atteintes du SD (Gyure et al. 2001). Ces dépots
intracellulaires sont notamment détectés dans le cortex cérébral et I'hippocampe, et peuvent étre

observés dés I'age de 1 an.

La présence de plaques amyloides extracellulaires n’est que trés rarement observée avant I'age de 20 ans
(D. M. A. Mann 1988). Dans un premier temps, des plaques diffuses apparaissent. Elles commencent a se
développer chez les personnes atteintes du SD entre la fin de I'adolescence et la vingtaine (D. M. Mann et
Esiri 1988; lwatsubo et al. 1995; Davidson et al. 2018). Par la suite, des plaques amyloides matures,

présentant un coeur dense, vont se développer. A mesure que les plaques se développent, le nombre de
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dépots intracellulaire d’AB diminue (Cataldo et al. 2004). L’étude de Davidson et al. (2018) met en évidence
que le premier site d’apparition des plaques serait le cortex temporal. Cependant, 'utilisation de la
technique de tomographie par émission de positrons (TEP) in vivo indique que le striatum serait le premier
site de formation des plagues amyloides (Handen et al. 2012; Annus et al. 2016). Ceci est similaire a ce qui
peut étre observé dans les formes familiales de la MA liée a une mutation dans le gene de la PS1 ou de
I’APP, et pour lesquelles le premier site de dép6t est également le striatum (Villemagne et al. 2009). Ces
différences de résultats pourraient étre liées aux techniques utilisées, immunomarquage vs. TEP. Cette
derniere utilise le composé PiB (Pittsburgh compound-B) capable de se lier a I’AB et qui présente une plus
forte affinité pour la forme fibrillaire. Ainsi, on pourrait supposer que ces différences soient liées a une
différence de sensibilité des techniques. Alors qu’avec I'immunomarquage, tous les types de plaques
seront détectées, dont les plaques diffuses, 'utilisation du PiB va permettre de détecter majoritairement
les formes matures. Par la suite, comme pour la MA dans la population générale, les plaques amyloides

vont s’étendre au reste du cerveau (Annus et al. 2016).

En plus des plaques amyloides, les personnes atteintes du SD vont également développer une angiopathie
amyloide cérébrale. Cette derniére ne semble pas apparaitre avant I’age de 40 ans (Davidson et al. 2018).
Cependant, elle est plus fréquente que dans les formes sporadiques de la MA. Ainsi, dans I'étude de
Davidson et al. (2018), 87% des personnes avec le SD présentaient une AAC contre 72% des personnes

présentant une forme sporadique de la MA. De plus, ces AAC peuvent devenir plus séveres avec |'age.

Concernant les dégénérescences neurofibrillaires, elles ne sont pas détectées dans le cerveau des
personnes atteintes du SD en I'absence de plaques amyloides (D. M. Mann et Esiri 1988; Rafii et al. 2017;
Davidson et al. 2018). Ainsi, elles ne sont pas visibles avant I’dge de 35 ans. Le développement de ces
dégénérescences neurofibrillaires suit un profil semblable a celui observé dans la MA dans la population
générale (Braak et al. 2006; 2011). Ces derniéres apparaissent en premier lieu au niveau du cortex
entorhinal, de I’'hippocampe, du locus coeruleus et du noyau du raphé dorsal (D. M. Mann et Esiri 1988;
Hof 1995; Davidson et al. 2018). Elles vont ensuite s’étendre et atteindre les régions corticales, cependant
pas avant I'dge de 45-50 ans. Par ailleurs, comme dans la MA dans la population générale, il y a une
meilleure corrélation entre la démence et la densité de dégénérescences neurofibrillaires qu’avec la
densité de plaques amyloides (Margallo-Lana et al. 2007). A I'dge de 40-50 ans, quasiment toutes les
personnes atteintes du SD ont développé les plaques amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires

caractéristiques de la MA (D. M. A. Mann 1988).
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Une neurodégénérescence est également mise en évidence dans le cerveau des personnes atteintes du
SD présentant de nombreuses plaques amyloides et dégénérescences neurofibrillaires (D. M. A. Mann et
al. 1987). Ainsi, chez ces derniéres, une réduction du nombre de neurones est constatée dans le cortex
temporal, I'hippocampe, le locus coeruleus ou encore dans le noyau du raphé dorsal. Ces réductions sont
également observées chez les personnes de la population générale atteinte de la MA. Cependant, le
pourcentage de pertes neuronales dans le locus coeruleus et le cortex temporal est moins important dans

le cadre du SD que chez les personnes atteintes de la MA sans le SD.

5- Comment étudier la MA dans un contexte de SD chez les rongeurs ?

Le gene App se situe chez le rat sur le Rnoll et chez la souris sur le Mmul6. Ainsi, le modele de rat
Dup(Rnol1l) présente 3 copies du gene App, c’est également le cas du modele de souris Ts65Dn. Chez ce
dernier, il a notamment été montré que I’APP est impliquée dans la neurodégénérescence des neurones
cholinergiques des noyaux de la base du cerveau antérieur, une dégénérescence également observée dans
la MA et le SD (Salehi et al. 2006). Cette neurodégénérescence est liée a une altération du transport du
facteur de croissance NGF (Nerve Growth Factor) causée par la surexpression de I'APP. D’autres
phénotypes associés a la MA ont été observés chez ce modele, dont une hyperphosphorylation de TAU,
une neurodégénérescence des neurones du locus coeruleus, ou encore une astrogliose et une microgliose
(Choong et al. 2015). Cependant, chez ce modeéle, il n’y a pas d’augmentation de I'expression des isoformes
AB40/42 dans le cerveau, ni de développement de plaques AB ou encore de dégénérescences
neurofibrillaires. En effet, les rongeurs ne développent pas naturellement les plagues amyloides
caractéristiques de la MA. Ainsi, certains des modeles utilisés pour étudier la MA reposent sur la
surexpression du géne APP humain comportant une mutation. Cela permet d’induire le développement
de dépots d’AB. Cependant, ces modeles s’éloignent de la pathologie humaine, puisque, dans la population
générale, la MA n’est pas liée a la surexpression d’une forme mutée de I’APP. L’absence de développement
de plagues AB chez les rongeurs pourrait s’expliquer par une différence de 3 acides aminés dans la
séquence de I’AB comparé a la séquence humaine (De Strooper et al. 1995) (Figure 15). De ce fait, 'APP
est moins clivé par I'enzyme B-sécrétase conduisant a une production moins importante d’AB. Afin
d’induire le développement de plagues amyloides dans nos modeles de rat du SD, I'idée a été de modifier
la séquence de I’AB du rat afin de la rendre identique a la séquence humaine. Le but était ainsi d’obtenir
des modeles de rat de la MA dans un contexte de SD qui se veulent physiologiquement plus proches des

conditions observées dans la pathologie humaine. Un modéle de rat dit « APP humanisée » (noté APP") a
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donc été créé a I'Institut Clinique de la Souris. L’étape suivante a été d’introduire cette version humanisée
dans nos modeles de rat du SD. La génération de ces modeéles est expliquée plus en détails dans la partie

Matériels et Méthodes.

Site B-sécrétase

Ex16 Ex17
1
APP Humaine 5’-SEVK MDAEFRHDSG YEVHHQKUYVFFAE- 3’

APP Rat 5’-SEVK MDAEFGHDSG FEVRHQKL|VFFAE- 3’

Humanisation

Figure 15 : Comparaison de la séquence de I’AB entre ’Homme et le Rat

Un fragment de la séquence protéique de I’APP est représenté. Il s’étend des acides aminés 667 a 695, ce qui
correspond a la fin de I'exon 16 (Ex16) et au début de I'exon 17 (Ex16). Ce fragment contient la séquence du peptide
AB, dont le premier acide aminé est indiqué par le chiffre 1. Les différences entre la séquence Humaine et celle du
Rat sont indiquées par les lettres rouge. Ces acides aminés ont été modifiés dans la séquence du rat afin de les rendre
identiques a ceux de la séquence humaine, on parle alors d’humanisation de I’APP.
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Au cours de ma these, j’'ai travaillé sur deux projets principaux. Ces projets ont pour point central le géne
APP qui a été étudié sous ces aspects a la fois physiologique et pathologique. Ainsi, le premier projet avait
pour but d’étudier les fonctions physiologiques de I’APP au cours du vieillissement. Pour ce faire, un tout
nouveau modele a été étudié, il s’agit d’'un modele de rat APP-KO. Ce dernier a été caractérisé au niveau
comportemental avec I'évaluation de fonctions non-mnésiques et mnésiques, mais également au niveau
neuroanatomique et moléculaire. Le but était donc d’étudier les effets de I'absence d’APP au cours du
vieillissement chez les rats. De plus, nous voulions comparer les résultats obtenus chez notre modele rat

avec les modeles souris afin de voir si des résultats similaires étaient obtenus.

Le second projet s’intéresse aux mécanismes de la Maladie d’Alzheimer (MA) dans le contexte du
Syndrome de Down (SD) et comporte deux objectifs. Le premier objectif était de caractériser de nouveaux
modeles de rat du SD : les modeles Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) afin de mieux comprendre
I'implication des différentes régions dupliquées dans le développement du SD. Ces modeles ont donc été
caractérisés, dans un premier temps, au niveau comportemental, puis une analyse transcriptomique a été
réalisée. Le second objectif, quant a lui, visait a étudier I'effet de I’humanisation de I’APP chez ces modéles.
Le but étant d’essayer de modéliser la MA dans ces modeéles du SD. Ainsi, la méme étude comportementale
que celle réalisée chez les modéles non humanisés a été reproduite chez les modeéles avec I’APP". Par
ailleurs, une étude de vieillissement a été réalisée chez ces derniers, et elle est toujours en cours. La MA

est une pathologie liée a I'age, il était donc important d’étudier cet aspect de vieillissement.
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Projet | : Caractérisation d’un nouveau modele de rat APP-KO

I- Les animaux

1- Le modéle
Les animaux utilisés dans cette étude sont des rats males OFA pour lesquels une inactivation du gene App
a été réalisée. Ce modeéle a été créé a I'Institut Clinique de la Souris (ICS, lllkirch, France) par I'équipe du
Dr. Yann Hérault. La construction de ce modele se base sur une mutagénese ciblée par utilisation du
systéeme CRISPR/Cas9 (Birling et al. 2017). Ce modéle est issu de la premiére stratégie mise en ceuvre pour
créer le modéle de rat APP". Cette stratégie cible I’exon 16 du géne de I'’APP, ce dernier comporte le début
de la séquence du peptide AB ol se trouve les différences entre 'Homme et le Rat. Pour ce faire, des
embryons au stade une cellule ont été injectés avec un cocktail comprenant I'endonucléase Cas9
(100ng/uL), deux ARN guides (ARNg, 50ng/uL), le premier ciblant la fin de I’exon 16, le second ciblant une
séquence au début de I'intron 16 (Figure 16). Ce cocktail comprenait également un ADN double brins
(5ng/uL) qui correspond a I’ADN donneur comportant les mutations ponctuelles. Ainsi, la combinaison
Cas9-ARNg devait favoriser la recombinaison homologue en réalisant une coupure double brin de I’ADN.
Cependant, cette approche n’a pas permis d’obtenir le modéle APP", 'approche qui a ensuite été mise en
ceuvre pour I'obtenir est décrite dans le Projet Il, Partie |, Point 1.2.1. En revanche, cela a induit une
délétion de 43 pb, qui est suffisante pour induire un KO total de la protéine APP. Le modeéle a été validé

au niveau protéique par réalisation de western blots pour I’APP dont la technique est décrite dans la Partie

V.
Fin Exon 16 | Début Intron 16
PAM PAM
Alléle APP wt TTCAGGCTTCGAAGTEGCCATCAAAAACTG TATGCAAAAGATAATCTGCCTCTCCCCACAACTGACT(‘.'ECAGATAGC
Alléle APP KO TTCAGGCTTCGAAGTCCGCCAT == === === —fr e e e e GACTGGCCAGATAGC
ARN guide 72 ARN guide 64

Figure 16 : Schéma de construction du modeéle de rat APP-KO

Représentation de la séquence nucléotidique de I’APP correspondant a la fin de I’exon 16 et au début de I'exon 17.
Les séquences reconnues par les ARN-guides sont indiquées par les rectangles bleu clair. Leur utilisation a permis
une délétion de 43 pb (allele APP-KO). Les paires de base délétées sont indiquées par des tirets sur la séquence de
I’allele KO. Les PAM (Protospacer Adjacent Motif) sont les séquences nucléotidiques reconnues par la Cas9 pour lui
permettre de se fixer a ’ADN et de réaliser une coupure double brin.
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2- Les effectifs

Cette étude a été réalisée sur 3 cohortes différentes agées de 2, 12 et 18 mois. Ces cohortes sont
composées d’animaux de 3 génotypes différents: sauvages (App”*), hétérozygotes (App*) et
homozygotes (App™°), le symbole « - » indiquant une délétion d’un alléle de I’APP. Les effectifs d’animaux
utilisés dans chacune des cohortes sont indiqués dans le Tableau 3. A noter que pour la cohorte de 18
mois, un plus grand nombre d’animaux a été produit afin de prévenir les pertes liées au vieillissement, qui

étaient attendues.

App** App* App”
2 mois 11 11 12
12 mois 13 13 12
18 mois 23 24 27

Tableau 3 : Effectifs d'animaux par génotypes pour chaque cohorte

3- Conditions d’hébergement

Tous les animaux utilisés dans ce projet ont été produits et hébergés au TAAM (Transgénese et Archivage
d’Animaux Modeéles, Orléans, France) jusqu’a leur arrivée au laboratoire de Neurosciences Cognitives et
Adaptatives (LNCA), environ deux semaines avant le début des tests comportementaux pour les cohortes
de 2 et 12 mois. Pour la cohorte de 18 mois, les animaux sont arrivés environ 3 mois avant le début des
tests, soit a I'dge de 15 mois. Le but était de pouvoir suivre les animaux vers la fin de la période de

vieillissement pendant laquelle des pertes liées a des problémes de santé étaient attendues.

A leur arrivée au laboratoire, les rats sont placés dans des cages transparentes en Makloron, soit seuls
pour les cohortes de 2 et 12 mois (dimensions de la cage : 42 x 26 x 15 cm), soit par groupe de 2 pour la
cohorte de 18 mois (dimensions de la cage : 60 x 38 x 19,5 cm). Les rats ont un accés ad libitum a I'eau et
a la nourriture et disposent d’'un baton a ronger en bois en guise d’enrichissement. La température
(23£1°C) et I'hygrométrie (50£10%) de la pieéce de stabulation et des pieces de comportement sont
contrélées. Ces piéces sont soumises a un cycle lumiére/obscurité de 12h (période éclairée 7h-19h a
I’'heure d’hiver et 8h-20h a I’heure d’été). Par ailleurs, un fond sonore constant est maintenu par le biais
d’une radio pendant la phase diurne. A noter que la piece de stabulation est différente des pieces de tests,

a I’exception du test du Double H pour lequel les animaux sont hébergés dans la piece d’expérimentation.
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La premiéere semaine apreés leur arrivée, les rats ne sont pas manipulés afin de leur laisser le temps de
s’acclimater a leur nouvel environnement. La semaine suivante, ou la semaine précédant le début des tests
comportementaux, les animaux sont manipulés a raison de 1-2min/jour pendant 5 jours afin de les
habituer a I'expérimentateur et a la manipulation. Les tests comportementaux sont réalisés pendant la
phase diurne. Un suivi du poids des animaux est réalisé tout au long de la période de test a raison d’'une

pesée par semaine.

4- Autorisation de projet

Toutes les procédures mises en ceuvre dans cette étude I'ont été en accord avec les directives nationales
(décret n°2013-118 du 1°" Février 2013, Ministére de I’Agriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la
Santé et de la Protection Animale) et européennes (directives 2010/63/UE) relatives a la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques. Par ailleurs, ce projet a été validé par le comité d’éthique local
CREMEAS le 7 avril 2016 (Comité Régional d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale de Strasbourg
—n° APAFIS : #3433).

II- Génotypage
1- Digestion tissulaire pour extraction d’ADN

L'extraction d’ADN est réalisée a partir d’'une biopsie du pavillon de I'oreille. Cette derniere est prélevée
une dizaine de jours apres la naissance lors de I'identification de I’'animal par la mise en place d’une boucle
d’oreille a numéro unique. Les biopsies sont digérées dans 100uL de tampon de lyse (DirectPCR Lysis
Reagent, Viagen #102-T) auquel on rajoute 10uL de Protéinase K 10mg/mL (#P6556-1G, Sigma-Aldrich).
Elles sont ensuite placées dans un bain-marie a 56°C sur la nuit. Le lendemain, les échantillons sont agités,
puis incubés a 95°C pendant 30 min afin d’inactiver la Protéinase K. lls sont ensuite centrifugés pendant 5

min a 13 000 rpm (rotations par minutes).

2- Amplification de ’ADN par Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

Afin de réaliser la PCR, le surnageant obtenu lors de I'extraction d’ADN (1,5uL) est mis en présence d’un
mix (14uL) permettant I'amplification de I’ADN. La composition de ce mix est décrite dans le Tableau 4. 1|
comporte les amorces suivantes : 8590-forward (5’- TCT GGG TTG ACA AAC ATC AAG ACA G -3’) et 8591-
reverse (5’- CTC AGT TTT GGC CCA GGA CGA GTC A -3’). Ces amorces permettent de différencier I'allele
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WT (Wild-Type), de I'allele KO. La réaction de PCR est alors réalisée dans un thermocycleur selon les

conditions de dénaturation, hybridation et élongation indiquées dans le Tableau 5.

Concentration

finale Volume final
Tampon de réaction + MgCl, 1x 1,5uL
dNTP 10pM 0,3pL
Amorces 10uM 0,5uL
Taq polymérase (Roche) 5U/uL 0,2uL
ADN 1,5uL
H,0 10,5 pL

Tableau 4 : Composition du mix pour I'amplification de I'ADN lors de la PCR
Les volumes indiqués correspondent a la préparation du mix pour un seul échantillon

Etape Température Temps Nombre de cycles
Dénaturation initiale 95°C 4 min 1
Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 62°C 30s 34
Elongation 72°C 1 min
Elongation finale 72°C 7 min
20°C 5 min

Tableau 5 : Conditions de réalisation de la PCR des rats APP-KO

3- Migration par électrophorése sur gel d’agarose

Les produits de PCR ainsi obtenus sont séparés par électrophorése suivant leur taille sur un gel d’agarose

2% contenant du bromure d’éthidium (BET, 1uL pour 80mL d’agarose, Euromedex #EU0070). Les

échantillons sont déposés sur le gel apres ajout de 4ulL de tampon de charge et migrent pendant 30 min a

130V. Le gel est ensuite révélé sous ultra-violets. Ainsi, une bande de 188 pb est obtenue pour les animaux

App**, alors qu’une bande de 145 pb est obtenue pour les animaux App”-. Pour les animaux hétérozygotes,

App*, ces 2 bandes sont visibles.

77



lll- Tests de comportement
Une batterie de tests comportementaux a été réalisée sur les 3 cohortes. Ces tests, réalisés au LNCA, sont

décrits dans ce paragraphe dans I'ordre dans lequel ils ont été réalisés (Figure 17).

Test de l'activité Test de la barre Double H
circadienne - Coordination - Stratégies
- Locomotion sensorimotrice - Flexibilité
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 >
Labyrinthe en croix Test du champ ouvert Piscine de Morris
surélevé - Locomation - Mémoire spatiale
- Anxiété - Flexibilité

Figure 17: Décours temporel des tests comportementaux réalisés chez le modele APP-KO

1- Labyrinthe en croix surélevé

Le test du labyrinthe en croix surélevé est un test de référence utilisé pour évaluer I'anxiété (Walf et Frye
2007). Il se base sur I'effet anxiogéne que représente les espaces ouverts et éclairés pour les rats. En effet,

ces derniers préférent les lieux clos et peu éclairés, qui sont considérés comme plus sécurisants.

1.1- Dispositif
Ce labyrinthe en plexiglas noir est constitué de 4 bras, 2 bras ouverts et 2 bras fermés (Figure 18). Ces
derniers, d’'une longueur de 50 cm et d’une largeur de 10 cm, se rejoignent au niveau d’une plateforme
centrale (10 x 10 cm). Alors que les bras fermés sont bordés d’une paroi opaque (40 cm de hauteur), les
bras ouverts ne sont entourés que d’un petit rebord (1,5 cm de hauteur). Le dispositif est situé a une
hauteur de 73 cm au-dessus du sol. L’éclairage de la piece est apporté par 4 lampes halogénes disposées
autour du labyrinthe. Ce dernier est réglé a I'aide d’un luxmétre de sorte a obtenir une intensité lumineuse
de 10 lux a I'extrémité des bras ouverts, 2 lux a I'extrémité des bras fermés, et 7 lux au centre du dispositif.
L'intensité lumineuse est controlée régulierement tout au long de la phase de test. Une caméra placée au-
dessus du dispositif et reliée a un ordinateur permet de suivre le comportement du rat. L’acquisition des

données est réalisée a I'aide du logiciel Chronos®.
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Figure 18 : Dispositif du labyrinthe en croix surélevé

1.2- Protocole

Le rat est amené dans la piece de test a I'aide d’une cage de transport ne contenant pas de litiere. Il est
alors laissé dans la pieéce pendant 5 min afin de s’habituer a ce nouvel environnement. Le rat est ensuite
déposé au centre du labyrinthe, la téte dirigée vers un bras fermé. Il est alors libre d’explorer le dispositif

pendant 5 min. Entre chaque rat, le labyrinthe est nettoyé a I'alcool 70% afin de réduire les odeurs.

Les parameétres mesurés sont le temps passé dans les bras ouverts et fermés, qui est un indicateur du
niveau d’anxiété des animaux. En effet, les animaux anxieux ont tendance a passer plus de temps dans les
bras fermés. Un indice d’anxiété peut également étre calculé. Il correspond au rapport entre le temps
passé dans les bras ouverts sur le temps total passé dans les bras, ouverts et fermés, le tout multiplié par
100. Le nombre de défécations dans la cage de transport et le labyrinthe est également compté. Enfin, le

nombre total d’entrées dans les bras est mesuré, car il traduit I'activité relative des animaux.

2- Test de I'activité circadienne

Le test de I'activité circadienne permet d’évaluer I'activité locomotrice horizontale des animaux au cours
de deux nycthémeéres successifs, soit dans notre cas sur une période de 48h. L'intérét de ce test est qu’il

permet d’évaluer I'activité spontanée des animaux dans leur cage d’élevage.

Les rats sont placés dans des cages transparentes en Makloron (dimensions: 42 x 26 x 15 cm) ne
comportant qu’une fine couche de litiere (Figure 19). Chaque cage est équipée de 2 cellules

photoélectriques séparées de 28 cm, émettant un faisceau infra-rouge a 4,5 cm au-dessus du fond de la
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cage. Ces cellules sont reliées a un ordinateur qui compte le nombre d’interruptions successives des deux
faisceaux, une interruption successive correspondant a un déplacement horizontal d’un bout a I'autre de

la cage.

L
SRR L
\“-\‘\‘W :

AN .

Figure 19 : Dispositif du test de I'activité circadienne

La cage d’hébergement est positionnée dans un emplacement comportant deux cellules photoélectriques émettant
un faisceau infra-rouge. Les cellules sont indiquées par les lettres A et B.

Le jour du test les animaux sont placés dans les cages de fagon a ce que le test débute a 11h. Il se poursuit
alors sur 2 jours, les animaux sont donc sortis du test le jour 3 a 11h. L’activité locomotrice est enregistrée
d’abord pendant une phase d’habituation aux conditions expérimentales. Elle correspond au 3 premieres
heures du test, I'activité est alors évaluée par intervalles de 30 min. La phase d’acquisition correspond au
45h restantes et comprend donc 3 périodes diurnes et 2 périodes nocturnes. Lors de cette phase, I'activité

est évaluée par intervalles d’'une heure.

3- Test du champ ouvert

Le champ ouvert ou Open-field est un test permettant d’évaluer I'activité locomotrice et exploratoire, ainsi
gue I'anxiété dans un nouvel environnement (Walsh et Cummins 1976). Le dispositif est un espace carré
ouvert de 64 x 64 x 45 cm, dont le fond est divisé en 25 carreaux de taille égale (Figure 20). Le test étant
réalisé dans la piéce de la piscine de Morris, un rideau est placé autour du dispositif. Le but est d’empécher
les rats de percevoir les indices spatiaux présents sur les murs. L’éclairage de la piece est apporté par 2
lampes halogenes placées a I'opposé I'une de I'autre. L'intensité lumineuse est réglée a I'aide d’un
luxmeétre et est d’environ 40-50 lux dans les coins et de 60-70 lux au centre. Une caméra reliée a un

ordinateur est placée au-dessus du dispositif. Elle permet I'enregistrement de différents parameétres a
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I"aide du logiciel Smart® (SD Intruments, San Diego, Etats-Unis). En complément, une webcam est placée
au-dessus du dispositif afin de filmer les animaux pour pouvoir compter le nombre de redressements et

de toilettages.

Figure 20 : Dispositif du test du champ ouvert

L'animal est placé dans le dispositif au niveau de I'un des coins, la téte dirigée vers la paroi. Le point de
départ est le méme pour tous les rats. Un unique essai de 10 min est réalisé. A la fin de 'essai, le dispositif

est nettoyé a I'alcool 70% pour réduire et uniformiser les informations olfactives.

Les parameétres mesurés sont la distance parcourue, qui est un indicateur de I'activité locomotrice. Le
temps passé a la périphérie versus celui passé au centre du dispositif donne une indication du niveau
d’anxiété des animaux. Des animaux anxieux auront ainsi tendance a passer plus de temps a la périphérie

du dispositif. En effet, cette derniére est moins éclairée et la présence des parois est sécurisante.

4- Test de la barre

Le test de la barre a pour but d’évaluer la coordination sensori-motrice des animaux. Le dispositif est
composé d’une barre en bois d’'une longueur de 2 m (divisé en 4 segments de 0,5 m) positionnée a 80 cm
du sol (Figure 21). Le rat doit apprendre a se déplacer sur la barre afin de rejoindre sa cage située a I'une
des extrémités. Un filet est placé sous la barre afin de récupérer I’'animal en cas de chute. La largeur de la
barre utilisée varie en fonction du gabarit des rats. Ainsi, pour la cohorte de 2 mois, une barre d’une largeur

de 2,5 cm a été utilisée. Cette derniere a également été utilisée au début de la mise en ceuvre du test pour
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la cohorte de 12 mois. Cependant, au vu des difficultés rencontrées par les animaux sauvages (App**), du
fait de leur poids, la barre a été remplacée par une barre plus large (4,2 cm). Cette derniére a également

été utilisée pour la cohorte de 18 mois.

Figure 21 : Dispositif du test de la barre

La cage d’hébergement du rat est placée a 'une des extrémités d’une barre en bois d’'une longueur de 2m, divisée
en 4 segments de 0,5 m. L'animal doit alors apprendre a se déplacer sur la barre afin de rejoindre sa cage.

Le test consiste en une phase d’entrainement de 4 jours (3-6 essais/jours). Les rats sont placés a proximité
de leur cage, puis a 50 cm de I'extrémité au jour 1, puis, a compter du deuxiéme jour, a des distances allant
crescendo (1Im; 1,5m ; puis 2m). Au cinquiéme jour, la coordination sensori-motrice est évaluée pendant
3 essais successifs. Le rat est placé a la distance de 2 m et le placement des pattes de I'animal sur la barre
est noté. Un score de 1 point est attribué pour chaque segment de 0,5 m traversé avec les pattes placées
sur le dessus de la barre. Lorsque les pattes glissent sur les coOtés, le score est de 0 pour le segment

concerné. Les scores de chaque essai sont additionnés, le score maximal étant de 12.

5- Piscine de Morris
5.1- Principe
Le test de la Piscine de Morris (R. Morris 1984) est un test de mémoire spatiale qui permet d’évaluer la
capacité des rats a se construire une représentation mentale de I'environnement (i.e. carte cognitive :
(Tolman 1948; O’Keefe et Nadel 1979) ). Il se base sur le comportement naturel des rats a fuir I’eau fraiche

(20+1°C), dont la température constitue une situation aversive. Ce test permet d’évaluer la capacité des
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animaux a utiliser des indices spatiaux, aussi appelés indices allothétiques, présents dans I’environnement,
cela dans le but de retrouver I'emplacement d’une plateforme. Cette derniére possede une position fixe
et est immergée sous I'eau, la rendant invisible pour I'animal. Le point de départ est différent d’un essai a
I'autre, I'animal doit donc mettre en place une stratégie dite allocentrique afin de retrouver la plateforme.
Cette stratégie se base sur les information présentes dans I'environnement, soit les objets présents dans
la piece. Elle s’oppose a la stratégie égocentrique qui, elle, se base sur I'apprentissage de la séquence des
mouvements du corps. Ce test permet d’évaluer I'apprentissage, le rappel et I'extinction d’un souvenir

spatial.

5.2- Dispositif
La piscine de Morris est un dispositif circulaire en PVC blanc de 160 cm de diametre et de 60 cm de hauteur
(Figure 22). Elle est divisée en quatre quadrants virtuels de taille égale : Nord-Est (NE), Nord-Ouest (NO),
Sud-Est (SE), Sud-Ouest (SO). L'un de ces quadrants accueille une plateforme cylindrique en plastique
transparent de 11 cm de diamétre. Selon la phase du test, cette plateforme peut étre visible ou immergée
a 2 cm sous la surface de I'eau. La piscine est remplie jusqu’a mi-hauteur d’'une eau opacifiée par ajout de
lait en poudre. L'immersion de la plateforme et I'opacification de I'eau permettent de rendre la plateforme
invisible aux yeux de I'animal. Par ailleurs, de nombreux indices allothétiques sont présent dans la piece
(formes géométriques aux murs, bureau, évier...) afin de permettre a I'animal de se construire une carte
cognitive qui lui permettra de localiser la plateforme a I'aide d’une stratégie allocentrique. Une caméra,
placée au-dessus du dispositif et reliée a un ordinateur, permet de suivre le comportement de I'animal en
temps réel et de générer une série de variables objectivant les paramétres de navigation du rat a I'aide du

logiciel Smart® (SD Intruments, San Diego, Etats-Unis).

Indices allothétiques

Quadrant
cible

Figure 22 : Dispositif de la piscine de Morris

(o) La piscine est divisée en 4 quadrants virtuels, parmi
lesquels le quadrant Nord-Ouest qui accueille la
plateforme lors de la phase d’acquisition (quadrant
cible). Les points Nord (N), Est (E), Sud (S) et Ouest
(O) correspondent aux points de lacher lors de la
phase d’acquisition.
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5.3- Protocole

Le protocole utilisé dans le cadre de cette étude se divise en 4 phases. Tout d’abord, la phase d’habituation
qui correspond au premier jour du test. Elle vise a familiariser les animaux avec le dispositif et I’eau fraiche
au cours d’'une session de 4 essais consécutifs. Chaque essai est d’'une durée maximale de 1 min avec un
point de lacher différent pour chaque essai (NO, SO, NE et Sud (S)). Les rats sont lachés dans la piscine la
téte dirigée vers la paroi, cela est valable quel que soit la phase du test. La plateforme, placée au centre
du quadrant SE, est alors visible et dépasse le niveau de I'eau d’1 cm. Un rideau entoure la piscine pour
prévenir 'utilisation d’indices allothétiques. La phase d’acquisition se déroule sur les 6 jours suivants. Le
rideau est alors retiré pour permettre I'acces aux indices allothétiques. La plateforme, localisée au centre
du quadrant NO, est immergée 2 cm sous le niveau de I'eau. Comme pour I'habituation, 4 essais
consécutifs d’'une durée maximale de 1 min chacun sont réalisés. Les rats sont alors lachés selon une
séquence aléatoire aux points Nord (N), Sud (S), Est (E) et Ouest (O). Cette séquence est différente d’un
jour a l'autre. Au bout de 1 min, si la plateforme n’a pas été trouvée, I'animal est guidé jusqu’a cette
derniére par I'expérimentateur. Une fois sur la plateforme, il y est laissé pendant 10s, puis récupéré pour
réaliser I’essai suivant. Pour chaque essai, la distance et la latence pour atteindre la plateforme, ainsi que

la vitesse et le temps passé a proximité des parois (thigmotaxie) sont mesurés.

Un test de rappel est réalisé 24h aprées le dernier jour d’acquisition. Il permet d’évaluer la mémoire spatiale
a long-terme des animaux. La plateforme est retirée et les rats sont lachés dans le quadrant NE pour un
unique essai d’'une durée de 1 min. Les 2 jours suivants permettent d’évaluer le comportement
d’extinction (Lopez, Vasconcelos, et Cassel 2008). Les rats doivent apprendre que la plateforme n’est plus
présente dans le quadrant NO et suspendre leur recherche dans ce quadrant. Cette derniere phase se
déroule dans les mémes conditions que le test de rappel, c’est-a-dire en I'absence de plateforme et avec
un unique essai de 1 min. Les rats sont également lachés au point NE. Pour le test de rappel, comme pour
I'extinction, le temps passé dans le quadrant cible (QC), a savoir celui dans lequel se trouvait la plateforme
auparavant, est mesuré. Si ce temps est significativement supérieur a 25% de la durée totale de I'essai,
cela traduit, lors du test, un souvenir de I'emplacement de la plateforme. En principe, ce temps doit
diminuer lors de la phase d’extinction qui consiste a apprendre que la consigne valable jusque-la ne I'est

plus.
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6- Double H

Le Double H (DH) est un labyrinthe aquatique en forme de deux "H" contigus. Le but pour I'animal est,
comme dans la piscine de Morris, de s’échapper de I'eau fraiche en retrouvant une plateforme immergée
a I'extrémité de I'un des bras. L'intérét de ce test est qu’il permet de déterminer la stratégie mise en place
par I'animal pour retrouver la plateforme : soit il utilise une stratégie égocentrique basée sur la
reproduction d’une séquence de mouvements, soit il utilise une stratégie allocentrique basée sur les
indices allothétiques de la piéce. Ce test permet aussi d’étudier la flexibilité comportementale en évaluant
la capacité des animaux a passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique, ou d’engager
directement cette derniere lors d’un essai "trompeur". Une fois que I'animal a pris I'habitude d’aborder la
tache al'aide d’une stratégie égocentrique, il est déposé a I'extrémité d’un bras duquel il n’a pas I’habitude
de partir. S’il répeéte la stratégie égocentrique, il rejoindra un bras qui n’est pas celui dans lequel se trouvait
la plateforme au cours des essais précédents. Le principe de la tache est alors de lui permettre de corriger
sa stratégie en basculant, s’il le peut, sur I’'engagement d’une stratégie allocentrique. Cela se traduira par
un temps plus important passé a explorer le bras dans lequel se trouvait la plateforme au cours des essais

précédents.

6.1- Dispositif
Le DH est un dispositif de plexiglas transparent comportant 3 bras paralléles de 160 cm de long reliés les
uns aux autres par un couloir central d’'une longueur de 160 cm (Figure 23-A). Chacun des bras présente
une paroi d’'une hauteur de 35 cm, les 2 bras centraux étant nommés bras Nord (N) et Sud (S) par
convention. Les quatre branches latérales sont désignées par rapport aux 2 bras centraux : NO, NE, SE et
SO (Pol-Bodetto et al. 2011). Une plateforme de 11 cm de diamétre et d’une hauteur de 15 cm est placée
a I'extrémité de I'un des bras. Suivant la phase du test, cette plateforme est visible (habituation) ou
immergée a 2 cm sous la surface de I'eau (acquisition). Le dispositif est rempli d’eau (21+1°C) jusqu’a mi-
hauteur. Cette eau est opacifiée par ajout de lait en poudre. Le DH est positionné sur une table dans la
piece d’hébergement a une hauteur de 80 cm. Nombre d’indices allothétiques sont présents dans la piece
(formes géométriques sur les murs, évier, racks...). Dans le cadre des cohortes de 2 et 12 mois, le passage
de chaque rat a été filmé a I'aide d’'une webcam reliée a un ordinateur. Différentes variables ont été
extraites a posteriori a partir de ces films. Pour la cohorte 18 mois, le logiciel ANY-Maze a été utilisé afin

de suivre les déplacements des rats et d’extraire les variables d’intéréts directement.
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6.2- Protocole

Comme pour la piscine de Morris, le protocole du DH se découpe en plusieurs étapes (Figure 23-B). Le
premier jour du test vise a habituer les animaux au dispositif. Chaque rat réalise 4 essais consécutifs d’'une
durée maximale de 1 min. La plateforme visible dépasse de 1 cm la surface de I’eau qui n’est pas opacifiée
par du lait. Les rats sont lachés a I'extrémité du bras NO, la téte dirigée vers la paroi, et doivent rejoindre
la plateforme située dans le bras SO (Figure 23-C). L’acces au reste du labyrinthe est bloqué par une porte

guillotine transparente.

L’acquisition est divisée en 3 phases de 2 jours (1 session/jour, 4 essais/session, 1 min/essai), chaque
phase étant séparée par un test de rappel. Les rats sont lachés selon une séquence aléatoire a I'extrémité
des bras N et S, séquence modifiée chaque jour. L’acces au bras situé en face du point de laché est bloqué.
La plateforme est cachée dans le bras NE, environ 2 cm sous la surface de I'eau. Ce protocole vise a
favoriser la mise en place d’une stratégie allocentrique tout en restant relativement répétitif pour
permettre également la mise en place d’une stratégie égocentrique. Ainsi, I'animal peut apprendre les
séquences de mouvements a réaliser pour retrouver la plateforme en fonction du point de lacher, soit
Droite-Gauche si laché dans le bras S, soit Gauche-Gauche si laché dans le bras N. Si les rats ne trouvent
pas la plateforme a I'issue de la minute, ils y sont guidés par I'expérimentateur. Une fois sur la plateforme,
les rats y sont laissés pendant 10s avant d’étre récupérés pour effectuer I’essai suivant. La latence pour
atteindre la plateforme et le nombre d’erreurs (entrée dans un bras autre que celui ou se trouve la

plateforme) sont mesurés.

Les tests de rappel consistent en un unique essai d’une durée de 1 min en I'absence de plateforme. Les
rats sont lachés a I'extrémité du bras SO, I'accés au bras NO étant bloqué par une porte guillotine. Trois
tests de rappel sont réalisés, chacun 24h aprés le dernier essai de I'une des 3 phases d’acquisition, soit au
3éme geme ot 9¢™e jour de I'entrainement (Figure 23-B). Les variables mesurées sont le 1°" bras visité,
indicateur de la stratégie utilisée par 'animal. L’entrée dans le bras N traduit |'utilisation d’une stratégie
égocentrique, I'animal reproduisant I'un des trajets appris lors de I'acquisition (droite puis gauche).
L'entrée directement dans le bras NE, qui contenait la plateforme pendant I'acquisition, traduit I'utilisation
d’une stratégie allocentrique. Le temps passé dans les bras N et NE est également mesuré, et lorsque ce

dernier est significativement supérieur au hasard (8,2s), il confirme la mise en ceuvre d’une carte cognitive.
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Acquisition n°1 Acquisition n°2 Acquisition n°3
(4 essais/j) (4 essais/j) (4 essais/j)
Habituation Rappel 1 Rappel 2 Rappel 3
(4 essais) '—l—\ (1 essai) '—1—\ (1 essai) ,—1—\ (1 essai)
L 1 L L 1 L L 1 1 L
T T L] L] T L] T 1 L] T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Jours
C 1- Habituation \ 2- Phase d’acquisition | 3- Test de rappel
NO N NE : NO N NE NO N NE : NO N NE
I @) 1 O (&
| 1
| 1
1 E— | —
| 1
1 — 1
| 1
| 1
® i t I
SO s SE : ) s SE so s SE : so s SE
| 1
Légende ' '
Point de lacher pour I’habituation @ Plateforme visible == Porte guillotine transparente
== Point de lacher pour la phase d’acquisition O Plateforme cachée
Point de lacher pour le test de rappel (:1 Ancienne localisation de la plateforme

Figure 23 : Test du Double H

(A) Photographie du dispositif (PF : plateforme). (B) Décours temporel du protocole expérimental. (C) Configurations
du dispositif selon la phase du protocole. Pour la phase d’habituation (1), la plateforme visible est localisée dans le
bras SO et les rats sont lachés dans le bras NO (4 essais). Ensuite, lors de la phase d’acquisition (2), les rats sont
lachés dans les bras S et N selon une séquence aléatoire (4 essais/jour). La plateforme cachée est localisée dans le
bras NE. Ce protocole vise a favoriser la mise en place d’une stratégie allocentrique. Enfin, pour les 3 tests de rappel
a 24h (3), la plateforme est retirée. Les rats effectuent un unique essai avec pour point de départ de bras SO (essai
« trompeur »).

7- Mise a mort des animaux

Pour chacune des cohortes, les animaux sont séparés en deux sous-groupes, I'un pour réaliser des analyses

de biologie moléculaire, le second pour de I'histologie.

Pour les animaux destinés aux analyses de biologie moléculaire, le protocole de mise a mort est le suivant.
Les animaux regoivent une injection intrapéritonéale d’une solution de Kétamine (82,5mg/kg, Imalgéne®
1000, Centravet, France) - Xylazine (11mg/kg, Rompun® 2%, Centravet, France) a raison de 2,1mL/kg. lls
sont alors rapidement guillotinés, environ 2 min apres l'injection. Le cerveau est prélevé et la masse de ce

dernier est déterminée. Une dissection sur glace est ensuite réalisée afin de prélever I'hippocampe et le
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cortex préfrontal médian (CPFm). Aprés prélevements, ces structures sont rapidement congelées dans

I’azote liquide et sont ensuite conservées au congélateur a -80°C jusqu’a réalisation des analyses.

Pour les animaux destinés aux analyses histologiques, des perfusions intracardiaques de
paraformaldéhyde (PFA) ont été réalisées. Les animaux sont anesthésiés a un niveau chirurgical par une
injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique (200mg/kg, Doléthal®, Ceva Santé animale, Libourne,
France). Une fois le seuil d’anesthésie chirurgical atteint, confirmé par I'absence de réflexe de retrait de la
patte et des réflexes palpébraux, la procédure de perfusion peut débuter. Une incision est réalisée au
niveau de la pointe du sternum, la paroi thoracique est alors ouverte et le coeur dégagé. Une pince
hémostatique est placée au niveau de I'aorte thoracique afin de bloquer la circulation sanguine et ainsi,
perfuser uniqguement la partie supérieure du corps du rat, I'organe d’intérét étant le cerveau. Une aiguille
reliée a une canule est alors insérée dans le ventricule gauche du cceur. L’oreillette cardiaque droite est
incisée pour permettre I'’écoulement du perfusat. Une solution de rincage, composée de NaCl 0,9%, est
d’abord perfusée pendant 5 min a raison de 10mL/min afin d’évacuer le sang. Elle est ensuite remplacée
par du PFA 4% dilué dans du tampon phosphate (0,2M) afin de fixer les tissus. Ce dernier est perfusé
pendant 15 min a raison de 10mL/min. Les solutions perfusées sont maintenues sur glace tout au long de
la procédure. Une fois la perfusion terminée, le cerveau est prélevé et placé a 4°C dans du PFA 4% pour
une phase de post-fixation de 4h. Il est ensuite cryoprotégé par transfert dans du saccharose 30% pour
48h. Enfin, le cerveau est congelé en le plongeant dans de l'isopentane a une température de -40°C
pendant 1 min. Les cerveaux ainsi prélevés sont ensuite conservés au congélateur -80°C jusqu’a la

réalisation des coupes au cryostat pour les analyses histologiques.

IV- Analyses de biologie moléculaire
1- Extraction protéique

Les extractions protéiques ont été réalisées a partir de I’hippocampe et du CPFm, 2 structures cérébrales
jouant un role-clé dans la mémoire. Elles sont placées dans des tubes contenant des billes de céramiques
(Precellys® CK14 KT03961-1-003.2) en présence d’une solution de lyse (500uL pour I'hippocampe ; 300uL
pour le CPFm). Cette solution se compose de RIPA 1X (NaCl 0,5M ; EDTA 0,5M ; Tris 1M pH=8 ; Nonidet
P40 ; SDS 5%) auquel vient s’ajouter un cocktail d’inhibiteurs de protéases, du sodium orthovanadate et
du fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) (Santa Cruz, sc-24948A), avec pour chaque, une dilution
finale de 1/100. Les échantillons sont broyés a l'aide du broyeur Precellys 24 (Cat. No.

EQ03119.200.RD000.0) a 5000 rpm pendant 2x20s. lls sont ensuite centrifugés pendant 30min a 14000
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rpm a 4°C. Le surnageant est récupéré, une partie est utilisée pour le dosage protéique (5uL), I'autre partie

est placée au congélateur a -80°C jusqu’a réalisation des westerns blot.

2- Dosage des protéines

Afin de doser les protéines des échantillons, deux dilutions sont préparées a partir des 5uL d’extrait
protéique, dilutions a 1/50 et a 1/100. Une gamme étalon est réalisée a partir d’albumine de sérum bovin
(BSA, pour Bovine Serum Albumin) en suivant le protocole indiqué dans le kit Pierce™ BCA Protein (Thermo
Scientific - #23225). Les concentrations utilisées pour cette gamme s’étendent de 0 a 1500 pg/mL de BSA.
Chaque dilution d’échantillon, ainsi que la gamme étalon, sont déposées en duplica (5uL) sur une plaque
96 puits auxquels sont ajoutés 200uL de réactif de dosage. La densité optique, qui est proportionnelle a la
concentration en protéines, est alors mesurée a I'aide d’un spectrophotométre a 570nm. La concentration
de chaque échantillon est déterminée a I'aide de la gamme étalon. Les échantillons sont ensuite préparés

par ajout de tampon de charge 5X (Pierce™ Lane Marker Reducing Sample Buffer- #39000) et d’eau milliQ.

3- Western blot

Les Western blots sont réalisés a partir de gels de polyacrylamide SDS-Page. lls se composent d’un gel de
séparation (Acrylamide 40% ; Tris 1,5M pH=8,8; SDS 10% ; APS 10% ; TEMED ; eau milliQ), dont le
pourcentage en acrylamide varie selon la protéine ciblée, et d'un gel de concentration (Acrylamide 40% ;
Tris 0,5M pH=6,8 ; SDS 10% ; APS 10% ; TEMED) avec un pourcentage en acrylamide fixe, soit 6%. Les gels
sont placés dans des cuves d’électrophorese en présence de tampon de migration 1X (10X : 30,3g Tris
Base ; 144g glycine; 10g SDS; gsp eau milliQ). Les échantillons sont déposés dans les puits apres
dénaturation a 95°C pendant 5 min. La quantité de protéines déposée est de 10ug, a I’exception de I'étude
de I'expression de la protéine APLP2 pour laquelle 40ug sont déposées. La migration est effectuée a 60V

jusqu’a sortie du front de migration.

Les protéines sont ensuite transférées sur des membranes. Deux systémes de transfert différents ont été
utilisés. Le premier consiste a préparer les cassettes de transfert de la fagon suivante : un filtre en mousse,
2 papiers Whatman (Whatman® Chromatography Paper Cat. No. 3030700), une membrane de
nitrocellulose (Amersham™ Protran™ 0,45um NC Cat. No. 10600033), le gel, 2 papiers Whatman et un
filtre. Les cassettes sont alors placées dans le systeme d’électrophorese en présence de tampon de
transfert (eau milliQ ; Buffer 1X (3,03g Tris Base ; 14,4g glycine ; eau gsp 1L) ; éthanol pur 10%). La cuve

est placée dans la glace. Le transfert est effectué a 110V pendant 1h.
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Le second systéme de transfert utilise le Trans-Blot® Turbo™ Blotting System (Bio-Rad, Cat. No. 170-4155).
Le transfert est alors réalisé en suivant le protocole du fournisseur. Le transfert est effectué a 25V et 1,3A

pendant 10 min. Les protéines sont également transférées sur une membrane de nitrocellulose.

Les membranes sont ensuite saturées dans du lait (5%) dilué dans du tampon de ringage TBS-T 1X (10X
TBS Buffer : 80g NaCl ; 200mL 1M Tris-HCI pH=7,6 ; eau gsp 1L) sous agitation. Trois rincages de 10 min
sont alors réalisés. Les membranes sont ensuite incubées avec I'anticorps primaire (Tableau 6) sous
agitation, soit 1h a température ambiante, soit sur la nuit a 4°C. Trois ringages de 10 min dans du TBS-T 1X
sont réalisés, puis les membranes sont incubées avec I'anticorps secondaire (Tableau 6) couplé a la
peroxydase de raifort (HRP pour Horseradish Peroxidase) pendant 1h a température ambiante sous
agitation. Trois rincages (5 min dans du TBS-T 1X) sont réalisés avant révélation du marquage par utilisation
du kit SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific - #34080) ou du kit Clarity™
Western ECL Substrate (Bio-Rad, #170-5061). La luminescence est alors détectée a I'aide d’une caméra

(Amersham™ imager LAS600).

Pour quantifier I'expression de la protéine d’intérét, le signal détecté pour cette derniere est rapporté au
signal d’'une protéine de référence, la GAPDH ou la B-actine. Avant de la révéler, une étape de
détachement des anticorps appelée "stripping" est réalisée. Pour cela, la solution Restore™ Plus Western
Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific - #46430) est utilisée. La révélation de la GAPDH est réalisée en
suivant le protocole décrit dans ce paragraphe a partir de I'étape de saturation. L’anticorps de la B-actine

est directement couplé a I’'HRP, il n’y a donc pas d’étape d’incubation avec un anticorps secondaire.

La quantification est réalisée par utilisation du logiciel Image J®. Il permet de mesurer la densité en niveau
de gris du signal pour chaque échantillon. Pour cela, un rectangle est tracé autour de la bande
correspondant a la protéine cible et ce pour chacun des puits. Pour chaque rectangle tracé, une courbe
reflétant I'intensité du signal est obtenue. On extrait alors I'aire sous la courbe a partir de laquelle un
pourcentage de niveau de gris est calculé pour chaque échantillon. La densité relative de chaque
échantillon est ensuite calculée en utilisant le pourcentage de gris du premier puit comme standard. Les
valeurs sont normalisées en rapportant, pour chaque puits, la densité relative de la protéine d’intérét a la

valeur correspondant a la protéine de référence.
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broté Anticorps I*'® Anticorps II*i®
rotéines
Dilution Espéece Référence Dilution Référence
Milli
APP 1/2500 Souris M'Ag’aoise 1/5000 DAKO P0447
Abcam
APLP1 1/500 1/5000
/ ab192481 /
Abcam
APLP2 1/10000 Lapin 140624 1/2000 Invitrogen
A16096
GFAP 1/2500 DAKO 70334 1/5000
S
51008 1/500 'sma 1/5000
HPA015768
Santa C SC- Milli
SNAP-25 1/1000 Cheévre anta truz 1/5000 ripore
7538 AP106P
Abcam
S tophysi 1/10000 1/10000
ynaptophysine / ab8049 /
Souris Thermo DAKO P0447
GAPDH 1/5000 Scientific 1/5000
MA5-15738
Sigma
B-actine 1/150000 / A3g8 v /

Tableau 6: Conditions utilisées pour chacune des protéines ciblées pour la réalisation des Western
Blots

I3 : primaire ; 117" : secondaire
V- Analyses histologiques

Des mesures de volumes et de surfaces de différentes régions cérébrales ont été réalisées sur les cerveaux
perfusés de la cohorte de 12 mois. Pour cela, la technique de stéréologie a été utilisée. Ces analyses ont

été réalisées pour 6 individus pour chaque condition génétique.

1- Principe de la Stéréologie

La stéréologie est un outil de quantification basé sur un ensemble de méthodes mathématiques et
statistiques (West 2012; 2013; Howard et Reed 2010). Elle permet d’estimer des volumes, des surfaces,
des longueurs ou des nombres pour des éléments contenus dans un volume délimité, par exemple, le
nombre de neurones contenu dans I’hippocampe. Cette méthode permet ainsi d’obtenir des informations
sur une structure en 3 dimensions a partir de coupes en 2 dimensions. La stéréologie est une méthode
dite non-biaisée. Elle permet de réduire les biais systématiques, liés a la conception des protocoles, et les

biais d’échantillonnages qui sont rencontrés avec les techniques classiques de microscopie. La préparation
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des protocoles bien en amont des expériences permet ainsi de réduire les biais systématiques. Par ailleurs,
la sélection des échantillons étudiés se fait de fagon randomisée, le matériel d’intérét n’est donc pas choisi.
Cela est valable a chaque étape d’échantillonnage, soit de I’'animal étudié jusqu’aux coupes de cerveaux
analysées. Ainsi, chaque échantillon a la méme probabilité d’étre étudié. On parle d’échantillonnage

uniforme, aléatoire et systématique.

2- Coupes de cerveau

Des coupes, d’une épaisseur de 40um, sont réalisées au cryostat (Microm HM560, Thermo Scientific et
Leica CM3050S) a partir des cerveaux perfusés (Partie Ill, Point 7). Elles sont déposées dans une boite 24
puits contenant un cryopréservateur qui permet de les conserver sans dommage au congélateur -20°C
jusqu’a leur utilisation. Pour permettre I'échantillonnage des coupes, des blocs de cerveau sont définis
pour chaque structure d’intérét grace a I'atlas de Paxinos et Watson (2007). Dans le cadre de notre étude,
cing blocs ont été définis selon les coordonnées stéréotaxiques suivantes : le CPFm s’étendant de +4,2 a
+2,52 mm par rapport au bregma ; le striatum entre +2,28 et -1,92 mm ; I'"hippocampe dorsal entre -2,16
et -4,20 mm ; I'hippocampe ventral entre -4,44 et -6,84 mm et enfin un bloc correspondant au cortex
entorhinal entre -6,96 et -8,76 mm (Figure 24). Les plaques 24 puits sont composées de rangées de 6 puits
et les coupes obtenues pour un bloc sont réparties sur 1 rangée de puits, a I’exception du striatum pour
lequel les coupes sont réparties sur 2 rangées (12 puits) du fait de la taille importante de cette structure.
Pour un bloc, la premiére coupe est déposée dans le premier puits et ainsi de suite jusqu’au puits n°6. Une
fois la rangée complétée, les coupes sont a nouveau déposées a partir du puits n°1, dans lequel se trouve
donc la 1% et la 7°™ coupe. La méme procédure est répétée jusqu’a la fin du bloc et ce pour chaque
structure d’intérét. Chaque puits contient donc plusieurs coupes pour une structure donnée. Les coupes
qui seront utilisées pour les analyses sont ensuite sélectionnées au hasard en lancant un dé. Sile dé indique
4, alors toutes les coupes du puit n°4 sont déposées sur lames, puis colorées par la technique du violet de
crésyl, dont le protocole est décrit ci-aprés. Cela permet d’échantillonner les coupes sélectionner pour les
mesures de facon non biaisée. En effet, chaque coupe a la méme probabilité d’étre sélectionnée. Cette
technique permet ainsi de prendre en considération la totalité de la structure sans pour autant réaliser les

mesures sur toutes les coupes d’un bloc donné.
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Figure 24: Protocole de réalisation des coupes de cerveau pour les mesures de volumes et surfaces par
la technique de stéréologie

Le cerveau est coupé selon des blocs définis grace a I'atlas de Paxinos et Watson (2007). Dans notre cas, cing blocs
ont été définis : le cortex préfrontal médian (CPFm), le striatum, I'hippocampe dorsal (dHipp), I’"hippocampe ventral
(vHipp) et le cortex entorhinal (Cx Ent). Des coupes d’une épaisseur de 40um sont ainsi réalisées au cryostat. Elles
sont alors déposées sur une plaque 24 puits (1 ou 2 rangées de puits par structures). Par exemple, pour le bloc du
CPFm, les coupes sont déposées sur une rangée de puits en démarrant par le premier puits. Une fois la rangée
complétée, les coupes sont a nouveau déposées a partir du puit n°1. Celles utilisées pour les mesures de volumes et
surfaces sont sélectionnées par lancer de dés. Si ce dernier affiche 4, alors toutes les coupes du puits n°4 sont
déposées sur une lame, soit les coupes n°4, 10, 16, etc. Elles sont ensuite colorées par la technique du violet de crésyl.

3- Coloration au violet de crésyl

La technique de coloration au violet de crésyl permet, notamment, de visualiser I'organisation des tissus.
Elle permet de colorer le noyau et le cytoplasme des cellules en bleu-violet. Dans un premier temps, les
lames sont plongées dans de I'eau pendant 2 min afin de les réhydrater. Elles sont alors transférées dans
une solution de violet de crésyl (5g violet de crésyl acétate, Sigma, #C1791 ; 60mL acétate de sodium 1M ;
340mL acide acétique 1M) préalablement chauffée a 55°C, pendant 9 min. Les lames sont ensuite rincées
dans 3 bains d’eau distillée de 3 min. Elles sont ensuite plongées successivement dans 2 bains d’éthanol a
70 et 95%, respectivement (2 min chaque), avant d’étre brievement (20s) transférées dans un mélange
acide/alcool décolorant (10mL acide acétique concentré dans 200mL d’éthanol 95%). Des bains d’éthanol

sont a nouveau réalisés, chacun d’une durée de 4 min ; 1 bain d’éthanol 95% suivi de 2 bains d’éthanol
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100%. Enfin, les lames sont plongées dans une solution de xylene pendant 5 min. Une fois ces étapes

terminées, le montage des lames peut étre réalisé en utilisant le milieu de montage EUKITT®.

4- Mesures de volumes et de surfaces

4.1- Dispositif

Les mesures de volumes et de surfaces ont été réalisées par utilisation d’'un microscope optique (Leica
DM5500B) comportant une platine motorisée qui permet de se déplacer dans toutes les dimensions de la
coupe (axes x, y et z). Le microscope est couplé a une caméra numérique (Optronics Microfire) reliée a un
ordinateur a partir duquel les mesures sont réalisées a I'aide du logiciel de stéréologie Mercator (Explora

Nova, La Rochelle, France).

4.2- Mesure de volumes

4.2.1 Principe

La mesure des volumes se base sur la méthode stéréologique de Cavalieri (Cavalieri 1635; Schmitz et Hof
2005). Cette derniere utilise des mesures de surface, quand cela est possible, en se basant sur la formule

mathématique suivante :

m
V=Tx2 Ai
i=1

Ainsi, le volume (V) est égal a la somme des surfaces de chaque coupe (Ai, aveci=1a m, soit les coupes 1
a m) multiplié par la distance entre les coupes qui inclus I'épaisseur de chaque coupe (T). Cette mesure
implique la réalisation de sections de I'objet d’intérét, I'épaisseur de ces derniéres étant connue. Si la
mesure de surface n’est pas possible, cette méthode utilise alors une grille de points. Cette grille est
déposée par le logiciel sur la structure d’intérét et le nombre de point présent dans la structure sont

comptés. Le volume est alors déterminé grace a la formule mathématique suivante :

Volume associé a

chaque point + 4+ +
SFINE +[+]+
V=Tx—=-x 2 Pi QY" Bl
S '+ + + Cap
—'_l L
AX

Surface de la section

Figure 25: Exemple d’une grille de points
La distance entre chaque point est connue, ainsi que la surface associée a chaque point (a/p).

94



Le volume est alors égal a la somme du nombre de points présents dans la structure d’intérét pour chaque
coupe (Pi, aveci=1am), multiplié par la surface associée a chaque point (a/p) (Figure 25) et par la distance
entre les coupes incluant I’épaisseur de chaque coupe (T). Dans notre cas, nous avons utilisé la 1% formule

basée sur des mesures de surface.

La fiabilité des mesures est définie par le coefficient d’erreur (CE) qui représente la variabilité des mesures
réalisées entre les coupes d’un méme animal. Le CE est déterminé par le logiciel. Les résultats sont

considérés comme fiable lorsque le CE est inférieur a 0,15.

4.2.2- Protocole sous Mercator

Les mesures de volume ont été réalisées pour les différentes sous-régions de I’hippocampe dorsal (Cornes
d’Ammon : CA1, CA2 et CA3; Gyrus denté) et du CPFm (cortex infralimbique, prélimbique et cingulaire).
Pour chaque coupe, sélectionnées selon le protocole décrit au Point 2, les limites des différentes sous-
régions sont dessinées par I’expérimentateur en s’appuyant sur I’atlas de Paxinos et Watson (2007). Ainsi,
pour chaque coupe de tissu cérébral, la surface de chaque sous-région d’intérét est mesurée. Elle est
ensuite multipliée par I'épaisseur totale de la région, soit 240um (40um x 6) considérant notre
échantillonnage d’une coupe sur 6, et I'épaisseur de 40um pour chaque coupe. Le volume total de la sous-

région d’intérét est ainsi obtenu.

4.3- Mesures de surface

Les mesures de surfaces ont été réalisées par une analyse morphologique simple en délimitant le contour
de chaque sous-région d’intérét d’une coupe coronale au niveau de I'hippocampe dorsal (Figure 26) et
une coupe coronale au niveau du striatum pour chaque rat (Figure 27). Ainsi, les structures étudiées au
niveau de I'hippocampe dorsal sont : I'hippocampe, le thalamus, I’hypothalamus ainsi que I’'ensemble de
la région corticale. Au niveau du striatum, les structures qui ont été étudiées sont : le genu du corps

calleux, la région septale, le noyau caudé-putamen, et I'ensemble de la région corticale.
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Figure 58
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Figure 26: Planche neuroanatomique indiquant les délimitations des différentes sous-régions du plan
de 'hippocampe dorsal
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Figure 27: Planche neuroanatomique indiquant les délimitations des différentes sous-régions du plan

du striatum
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5- Analyses statistiques

Pour I'ensemble des tests comportementaux et I'évolution de la masse corporelle, des analyses de
variance (ANOVA) a 1 facteur (Génotype) ou 2 facteurs (Génotype x Jour, Période, Heure, Zone ou Bras)
avec mesures répétées sont réalisées. Quand cela est justifié (effet significatif d’'un facteur ou d’une
interaction de facteurs), un test « post-hoc » de Newman-Keuls est réalisé. Pour les tests de rappel dans
la piscine de Morris et le DH, le test t de Student permet de comparer le temps passé dans le quadrant-
cible ou les bras N et NE au hasard (25% du temps pour la piscine de Morris ; 8,2s pour le DH). Enfin, un
test du Chi2 est réalisé pour comparer les rats utilisant une stratégie allocentrique versus égocentrique
dans le DH. Par ailleurs, afin d’étudier I'effet du vieillissement, des ANOVA factorielles (Génotypes x Age)
ou a mesures répétées (Génotype x Age x Jour, Période ou Zone) sont réalisées afin de comparer les
différents ages étudiés.

Pour les Western Blots et les mesures de volumes et surfaces, des ANOVA a 1 facteur (Génotype) sont
réalisées. L'ensemble des analyses statistiques est réalisé a I'aide des logiciels Statistica® et GraphPad

Prism ; le seuil de significativité est p<0,05.
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Projet Il : Caractérisation de modeles de rats du Syndrome de Down
avec ou sans I’APP humanisée

I- Les animaux

1- Les modeéles

Les animaux utilisés dans ce projet sont des rats males et femelles de fond génétique Sprague-Dawley.
L'ensemble des modeles décrits ici a été créé a I'Institut Clinique de la souris (lllkirch, France) par I'équipe

du Dr. Yann Hérault.

1.1- Les modéles de rat du Syndrome de Down

Les modeles de rats du SD utilisés dans le cadre de ce projet ont été générés par utilisation de la
technologie CRISMERE (Birling et al. 2017). Leur construction est décrite dans la publication Birling et al.
(2017). Il s’agit des modeles Dup(Rno11), Dup(Rno20) et Dup(Rno11-20). Les rats Dup(Rnol1) présentent
ainsi une duplication de la région du Rnol1 synténique au Hsa21. Cette région, située entre les genes Lipi
et Zbtb21, fait une taille de 24,4 Mb et comporte 140 genes codant pour des protéines. Les rats
Dup(Rno20) présentent une duplication de la région du Rno20 synténique au Hsa21l. Cette région, bien
plus petite que la région du Rnol1, fait une taille de 3,6 Mb. Elle se situe entre les genes UmodI1 et Prmt2
et contient uniquement 73 geénes. Les rats Dup(Rno11-20) sont ainsi issus du croisement des 2 modéles
précédents. Ces animaux possédent a la fois la duplication de la région Rnol1 et de la région Rno20, ce

qui correspond a une trisomie compléte.

La construction des modéles Dup(Rnol11) et Dup(Rno20) a été validée de deux fagons. Tout d’abord, en
étudiant le nombre de copies de différents génes présents dans la région dupliquée par la technique de
PCR digitale en gouttelettes, ou digital droplet PCR (ddPCR). Par la suite, la technique d’hybridation
génomique comparative sur des puces a ADN (CGH arrays) a été utilisée afin de vérifier que le gain de
matériel génétique, chez les modeles Dup(Rnol1) et Dup(Rno20), englobe la totalité de la région
dupliquée initialement définie. Nous voulions également vérifier la présence d’éventuelles altérations aux
extrémités des régions dupliquées, ou d’autres anomalies chromosomiques dans les chromosomes

modifiés, soit le Rno11 pour le modéle Dup(Rno11) et le Rno20 pour le modéle Dup(Rno20).
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1.1.1- Validation des modeéles Dup(Rno11) et Dup(Rno20) par ddPCR

Les ddPCR ont été réalisées en collaboration avec le Service de Validation des modeles de I'ICS.

1.1.1.1- Extraction de 'ADN
L’ADN est extrait a I’aide du kit DNA Extract All Reagents (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific).

Les échantillons sont digérés par ajout de 50uL du tampon de lyse. Ils sont alors incubés a 95°C pendant
10 min. Une fois les biopsies digérées, 50uL de solution neutralisante est ajoutée. Les échantillons sont
alors dilués 20 fois pour la réalisation de la ddPCR (Lindner, Cayrou, Jacquot, et al. 2021; Lindner, Cayrou,

Rosahl, et al. 2021).

1.1.1.2- Protocole de la ddPCR

La réaction de PCR est réalisée a partir de 2uL des échantillons dilués au vingtieme, auxquels sont ajoutés
10uL du Supermix ddPCR 2x (sans dUTP, #1863024, Bio-Rad), 250nM de chaque sonde couplée a un
fluorophore (FAM ou HEX), I'une dirigée contre le géne d’intérét, I'autre contre le géne de références, ainsi
que 750nM de chaque amorce (2 amorces par genes étudiés) pour un volume final de 20uL pour chaque
échantillon (Lindner, Cayrou, Jacquot, et al. 2021). Les échantillons ainsi préparés sont ensuite fractionnés
sous forme de gouttelettes par utilisation du générateur de gouttelettes QX200 (Bio-Rad). La réaction de
PCR est alors réalisée en déposant 40puL des échantillons sur une plague 96 puits. L'ADN contenu dans les
gouttelettes est alors amplifié selon les conditions suivantes : 95°C pendant 10 min, suivi de 40 cycles de
20s a 95°C, suivi d’un gradient d’hybridation entre 53 et 63°C pendant 1 min, puis 10 min a 98°C pour une
étape de désactivation. Les produits de PCR sont alors analysés grace au lecteur QX200 (Bio-Rad)
permettant de mesurer l'intensité de fluorescence de chaque gouttelette. Les données sont ensuite

analysées avec le logiciel Quantasoft™ Analysis Pro (Version 1.0.596).

Dans le cadre de la validation du modeéle Dup(Rno11), le nombre de copies de huit génes, présents dans
la région Rnol1l dupliqué, a été étudié. Il s’agit des génes Btg3 (BTG Anti-Proliferation Factor 3), Cldn8
(Claudin 8), Kcnj15 (Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily ] Member 15), Igsf5 (Immunoglobulin
Superfamily Member 5), Mrap (Melanocortin 2 Receptor Accessory Protein), Ncam2 (Neural Cell Adhesion
Molecule 2), Pcp4 (Purkinje Cell Protein 4) et Rwdd2b (RWD Domain Containing 2B). Les amorces et les

sondes utilisées pour ces genes sont indiquées dans le Tableau 7.
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Séquence
Forward 5’- TGC ATT CGT GTC AAT AAG TTT CAG -3’
Amorces
Geéne Btg3 Reverse 5’- CCC AGA GTG TAAGCT CCTTTG -3’
Sonde /56-FAM/TC CTG AAA G/Zen/C CTG TGA GAA CAG CT/3IABkFQ/
Forward 5’- ATG GTT CAC GCG GTT CTT -3’
Amorces
Geéne Cldn8 Reverse 5-TAACTG CCACTC GCATTACTT -3’
Sonde /56-FAM/AC GAC CCA T/Zen/C GAA AGA CTG TTG GT/31ABkFQ/
Forward 5’- GGT GGC TAA CAT GAG GAA GAG -3’
Geéne Amorces
Kenj15 Reverse 5’- GTA GCCTGG TTG AGG AGA ATG -3’
Sonde /56-FAM/TT GAT TCA G/Zen/T GCC AGC TTT CCG GA/3IABkFQ/
Forward 5’- CCC TGT AAC GTG ACT TGC TAT -3’
Amorces
Gene Igsf5 Reverse 5’- CGG CTC CAG AAA GGAATAGTAG -3
Sonde /56-FAM/TT TCC TGG G/Zen/A GCT TGA GGT TCC TG/3IABkFQ/
Forward 5’- GTT ACA GCA GCA GAG TCCTTC-3’
Amorces
Gene Mrap Reverse 5’- TCT CCA GGT TCACCACTACA-3
Sonde /56-FAM/AC CAG GTT C/Zen/A GGA TGG GTG TCC TA/31ABkFQ/
Forward 5’- CAG AGA TGT GAA GTT GTC AGA TT -3’
Géne Amorces
Neam2 Reverse 5’- GAT GCATGC TTC TCT GGT G -3’
Sonde /56-FAM/AC TGT GAG G/Zen/C CGC GAG TAG AAT TG/3IABkFQ/
Forward 5’- CAC CCG AAG ACACCAAGTT-3
Amorces
Gene Pcp4 Reverse 5’-TGG GTT TCT GTT CAT GCATTT C -3¢
Sonde /56-FAM/AG AGC AAA G/Zen/T CAT CCA CAC CCA GT/3IABkFQ/
Forward 5’- AAC ACA GAT CTG ACA GCATACC-3’
Geéne Amorces
Reverse 5’- GCATGC TCT TTA ACC CAC TCT -3’
Rwdd2b
Sonde /56-FAM/AG CAC TGT C/Zen/T GGG AGA GGT CTG TA/3IABkFQ/

Tableau 7: Séquences des amorces et des sondes des génes ciblés pour la validation du modéle
Dup(Rnol11) par ddPCR

Concernant la validation du modéle Dup(Rno20), le nombre de copies de neuf génes présents dans la
région Rno20 dupliquée a été étudié. Il s’agit des genes Abcgl (ATP-binding cassette sub-family G member
1), Pde9a (Phospodiesterase 9A), Cbs (Cystathionine Beta-Synthase), Sik1 (Salt Inducible Kinase 1), Trom2
(Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily M Member 2), Itgb2 (Integrin Subunit Beta 2),
Slc19al (Solute Carrier Family 19 Member 1), Lss (Lanosterol Synthase) et S100b (S100 Calcium Binding
Protein B) (Birling et al. 2017). Les amorces et les sondes utilisées pour ces génes sont indiquées dans le

Tableau 8.
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Séquence

Forward 5’- GGC ATG TGT GAC TCT GAC TAT AA -3’
Gene Amorces
Reverse 5’- GGC CTC TCC AAACCTTCT TTA -3’
Abcgl
Sonde 5’- AGA CGT GAA CCC GTT CCT CTG G -3’ Fluorophore FAM
Forward 5’- CAA GGC CAT CTA CCT AGA CAT C-3’
Geéne Amorces
Reverse 5’- GGA CACCTG CGCCTATTA -3’
Pde9a
Sonde 56-FAM/AT GGA CGC A/Zen/T CCA GAA GGT ACC C/3IABkFQ/
Forward 5’- TAG ACT CAG ACG CGG GAA A -3’
Amorces
Géne Cbs Reverse 5’- CAA TCA CCT GAG CCT GTT GT -3’
Sonde 56-FAM/TCGGACAGGA/ZEN/TCACAGCTCAGATAGG/3IABkFQ/
Forward 5’- AGG TCC TCA GCATGT CTT TG -3’
Amorces
Géne Sik1 Reverse 5’- GCC CGT TGG AAG TCA GAT AA -3’
Sonde /56-FAM/AA GTC ACA C/Zen/C AGA AGA CGC TGA GC/3IABkFQ/
Forward 5’- AGT CAA TAG GTG CGT GCT AAG -3’
Gene Amorces
Reverse 5-TTCTTCTCCAGCTTGTTCTCT G -3’
Trom2
Sonde /56-FAM/CC TGG GTG A/Zen/G TTA ACC CTT TCC GG/3IABkFQ/
Forward 5’- CCA GAT CAT GAG GTCACATACC-3’
Amorces
Gene Itgb2 Reverse 5’- GCT GCT GGA TAA CCT ACACTT -3’
Sonde /56-FAM/TG TAA GCG T/Zen/T TCC GTC CTT CTG CT/3IABkFQ/
Forward 5’- TCA CCT ACT ATGTCCATGTCCT -3’
Geéne Amorces
Reverse 5’- CTC CAG TGC ATACTC AGAAGT G -3’
Slc19a1
Sonde /56-FAM/AG CAG ACT C/Zen/A ACT ACA ACG GTG CC/3IABkFQ/
Forward 5’- GTC GGC AGA GAT GGA CTT ATT -3’
Amorces
Géne Lss Reverse 5’ -GCT TCC AGA CTT GGG ATG AA -3’
Sonde /56-FAM/CC CAC TCT T/Zen/T GGG ACT GGA CAC AG/3IABkFQ/
Forward 5’- CAT CAA CAA CGA GCTCTCTCA -3’
Geéne Amorces - -
S100b Reverse 5’- CAG AGG CAG AAACGG AAGTTA -3
Sonde 5’- CTG AGC TGC TCC AGA AAT GGT CCT -3’ Fluorophore FAM

Tableau 8: Séquences des amorces et des sondes des génes ciblés pour la validation du modéle
Dup(Rno20) par ddPCR
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1.1.2- Validation des modeéles Dup(Rno11) et Dup(Rno20) par CGH arrays

Le CGH arrays a été réalisé par I'entreprise Helixio (Saint-Beauzire, France). Nous avons utilisé un CGH
arrays a deux couleurs (AMADID 027064, Agilent Technologies) afin de marquer les échantillons d’un
animal WT et d’un animal mutant. Le protocole réalisé comporte plusieurs étapes comme décrit dans la

Figure 28.

Tout d’abord, les échantillons d’ADN sont dosés a I'aide du fluorimetre Qubit (Qubit® 2.0, Thermo Fisher
Scientific) en utilisant le kit Qubit® DNA BR Assay. Afin d’évaluer la pureté de I’ADN, la concentration des
échantillons est mesurée aux absorbances 230, 260 et 280 nm au NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer
Scientific), puis les ratios 260/230 et 260/280 sont calculés a partir des valeurs obtenues. Ainsi, la pureté
et la concentration des échantillons étaient de bonne qualité. Les mesures effectuées avec le NanoDrop
et le Qubit étaient proches. Le marquage des échantillons est réalisé a partir de 1ug d’ADN (mesurée par
le Qubit) par utilisation du kit SureTag DNA Labeling (Agilent Technologies). Les échantillons d’ADN WT et
mutant (aussi noté ADN test) sont digérés pendant 2h a 37°C avec les enzymes de restrictions Alu | et Rsa
I. Apres inactivation des enzymes, I’ADN est dénaturé 3 min a 98°C. L'utilisation d’amorces aléatoires et
d’un fragment exo-klenow, correspondant a un fragment de I’ADN polymérase |, permet ensuite de
marquer les échantillons par utilisation de dUTP couplés a un fluorochrome. La cyanine 5 (Cy5) est ainsi
utilisée pour les échantillons mutants ou la cyanine 3 (Cy3) pour les échantillons WT. Une colonne est alors

utilisée afin de purifier les segments avec un poids de 30kDa (Agilent Technologies).

Avant |'étape d’hybridation, I'absorbance de ’ADN marqué est mesurée a 260nm (ADN), 550nm (Cy3) et
650nm (Cy5) a I'aide du spectrophotoméetre NanoDrop ND-1000 pour évaluer le rendement et I'activité
spécifique d’incorporation de la Cy (pmol Cy/ug ADN). L’activité spécifique était entre 20 et 60 pmol Cy/ug

et le rendement était homogene et dans la gamme de valeurs.

L’hybridation est ensuite réalisée par utilisation de la technique de double-couleur. Cette méthode permet
de mesurer directement le ratio entre les signaux de fluorescence émis (Cy5/Cy3 ou « mutant/WT ») au
niveau de chaque oligonucléotide sur la puce. L’hybridation est réalisée a 67°C pendant 24h. La puce est
ensuite lue par le scanner G2505C (Agilent Technologies). Ce dernier permet la lecture simultanée des
fluorophore Cy3 et Cy5, avec une intensité de lumiére du laser constante. Le scanner est équipé de logiciel
d’acquisition d’images Feature Extraction 11.5.1.1 (Agilent Technologies) et suit un protocole spécifique
pour I'analyse de la puce. Les étapes principales de cette analyse sont les suivantes : i) identifier les points
sur la puce avec des identificateurs de séquences spécifiques, ii) marquer les « outliers », iii) calculer le

bruit de fond, les biais et erreurs liés a la fluorescence, iv) corriger les biais liés a la fluorescence, v) calculer
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plusieurs parametres et statistiques lié au signal, vi) réaliser une analyse de contrdle qualité pour évaluer

la qualité de I’hybridation.

Un fichier excel est obtenu dans lequel est indiqué, en lignes, la position hybridée identifiée par un nom
de sonde et, en colonnes, les différents paramétres comme la localisation chromosomique de
I’hybridation, le LogRatio (base 10) et le niveau de confiance du LogRatio (noté comme PvaluelLogRatio).
Le LogRatio représente ainsi le logarithme du signal Cy5 traité sur le signal Cy3 traité. En utilisant les
positions chromosomiques, nous avons construit un fichier.BED qui contient les positions des différentes
hybridations sur chaque chromosome. De plus, nous avons extrait la table refFlat du navigateur
génomique UCSC en format.BED. Cette table contient les positions chromosomiques annotées pour tous
les exons/génes du génome téléchargés a partir de la version Rn4 du génome, HGSC Version 3.4 Novembre
2004. Par utilisation de Bedtools en langage Bash, nous avons annoté le fichier CGH arrays avec le nom du
gene et de I'exon ol I’hybridation a eu lieu. Enfin, a I'aide du programme de statistiques R, nous avons
importé les annotations des genes et exons des hybridations du CGH arrays. L’'intervalle chromosomique
dupliqué pour chaque modele et les hybridations limitrophes correspondant a un gene ont alors été

représentés.
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Figure 28: Protocole de préparation des échantillons pour la réalisation du CGH arrays

L’ADN Test correspond a I’ADN de I'animal mutant, Dup(Rno11) ou Dup(Rno20), et 'ADN Référence correspond a
I’ADN d’un animal WT. La figure est tirée du protocole fourni par I'entreprise Helixio.
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1.2- Les modeéles de rats du Syndrome de Down avec I’APP humanisée

1.2.1- Modele de rat APP humanisée

La création du modéle de rat APP" repose sur une mutagénése ciblée réalisée par utilisation de la
technologie CRISPR/Cas9. Comme mentionné précédemment, le début de la séquence de I’AB est localisé
vers la fin de I'exon 16 ol sont présentes les différences entre la séquence humaine et celle du rat. Afin
de rendre la séquence protéique de I’AB du rat identique a celle de 'Homme, trois mutations ponctuelles
ont été introduite dans la séquence nucléotidique du gene App par recombinaison homologue.
Contrairement a la premiére approche mise en ceuvre, le cocktail injecté dans les embryons comprenait
cette fois-ci 'ARNm de la Cas9 (10ng/uL), un seul ARNg (10ng/uL), situé en amont des sites de mutations
ponctuelles (Figure 29), ainsi que des oligodésoxynucléotides simple brin (10ng/ul). Avec cette stratégie
une seule coupure double brin de ’ADN est réalisée contre deux avec la premiéere approche. Les
oligodésoxynucléotides correspondent a I’ADN donneur. Il s’agit ici d’'une séquence nucléotidique d’une
taille de 150 nucléotides comportant les 3 mutations ponctuelles. Par ailleurs, une 4°™® mutation a été
introduite en plus des trois premiéres afin de créer un site de restriction pour I'’enzyme Mspl. Ce site de
restriction est nécessaire afin de pouvoir différencier I’APP du rat (APP*!) de I'APP" lors du génotypage. En
effet, les séquences nucléotidiques de ces 2 formes ont exactement la méme taille, il n’est donc pas

possible de les différencier.

Fin Exon 16
ARNg78
Allele APP™t TCA GAA GTG AAG ATG GAT GCG GAG TTC GGA CAT GAT TCA GGCTTC GAA GTC CGC CAT CAA
Allele APPH  TCA GAA GTG AAG ATG GAT GCG GAG TTC CGG CAT GAT TCA GGCTAC GAA GTC CAC CAT CAA

Site clivage Mspl

Figure 29: Schéma de construction du modéle de rat APP humanisée

Représentation de la séquence nucléotidique de I’APP correspondant a la fin de I'exon 16. La séquence reconnue par
I’ARNg est indiquée par le rectangle bleu clair. L'approche mise en ceuvre a permis d’introduire 3 mutations
ponctuelles dans la séquence nucléotidiques afin de rendre la séquence peptidique de I’AB du rat identique a celle
de I'Homme. Ces 3 mutations sont indiquées par les lettres en rouge. Par ailleurs, une quatrieme mutation, indiquée
par la lettre en vert, a été introduite afin de créer un site de restriction pour I'enzyme Mspl. Ce site est nécessaire
afin de pouvoir génotyper les animaux.
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1.2.2- Modeéles de rat du Syndrome de Down avec I’APP humanisée

L'idée a été d’introduire la version humanisée du géne de I’APP dans nos modeles de rat du SD. Le but
était d’obtenir des modeles de rat pour la MA dans un contexte de SD qui se veulent plus proches des
conditions observées dans la pathologie humaine. Le géne App est localisé chez le rat sur le Rnoll. Les
rats Dup(Rnol1) en possédent donc 3 copies alors que les rats Dup(Rno20) n’en possédent que 2. Nous
voulions ainsi remplacer ’APP du rat, APPYt, par I’APP". Pour cela, des rats Dup(Rno11) d’une part, et des
rats Dup(Rno20) d’autre part, ont été croisés avec des rats homozygotes pour I’APP" (APP"2). Plusieurs
étapes de croisement ont ensuite été nécessaires afin d’obtenir des rats Dup(Rno11) avec 3 copies d’APP"
et Dup(Rno20) avec 2 copies d’APP", appelés, respectivement, Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno20)-APP™2,
Pour la création des rats Dup(Rno11)-APP"3, 3 étapes de croisements ont été nécessaires et sont détaillées

ci-dessous :

- Etape 1: Croisement de rats Dup(Rnol11) sans APP" avec des rats APP" afin d’obtenir des rats
Dup(Rno11) avec 1 copie d’APP", notés Dup(Rno11)-APP"?,

- Etape 2: Croisement des rats Dup(Rnol11)-APP"! avec des rats APP"? afin d’obtenir des rats
Dup(Rno11) avec 2 copies d’APP", notés Dup(Rno11)-APP"2,

- Etape 3: Croisement des rats Dup(Rnol1)-APP"? avec des rats APP"? afin d’obtenir les rats
Dup(Rnol11)-APP",

Pour génotyper les animaux issus de ces croisements, la technique de ddPCR a été utilisée. Le protocole,
mis au point par le Service de Validation des modéles de I'ICS, permet ainsi de compter le nombre de
copies d’APP"t et d’APP". Cela permet donc de déterminer a la fois si I’animal est porteur de la duplication
de la région Rnol1 et le nombre de copies APP" intégrées dans son génome. Cette technique permet ainsi
de sélectionner les animaux avec le bon génotype pour I'étape suivante de croisement. Le protocole de

ddPCR est décrit dans la Partie Il au point 4.
Concernant la création du modéle Dup(Rno20)-APP"2, seules 2 étapes ont été nécessaires :

- Etape 1: Croisement des rats Dup(Rno20) sans APP" avec des rats APP" afin d’obtenir des rats
Dup(Rno20) avec 1 copie d’APP", notés Dup(Rno20)-APP"?,

- Etape 2: Croisement des rats Dup(Rno20)-APP"! avec des rats APP"? afin d’obtenir les rats
Dup(Rno20)-APP"2,

Pour ces croisements, la réalisation de PCR classiques, permettant de mettre en évidence la duplication

du Rno20 et de déterminer si le rat posséde 1 (hétérozygote) ou 2 copies (homozygote) d’APP", a permis
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de sélectionner les animaux avec le bon génotype. Les protocoles pour ces PCR sont décrits dans la Partie

Il aux points 2.1 et 3, respectivement.

Ces modeéles sont maintenant établis et sont maintenus en les croisant avec des rats APP"2. Par ailleurs, le
croisement des modeéles Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno20)-APP"2 entre eux permet d’obtenir des rats avec
une trisomie compléte, modéle appelé Dup(Rno11-20)-APP"3, Ce dernier croisement est ainsi utilisé pour
produire les cohortes d’animaux de ce projet. || permet de produire, en plus des rats Dup(Rno11-20)-APP",
des rats APP"2, Dup(Rno20)-APP"2 et Dup(Rno11)-APP"™3. Le schéma de la Figure 30 récapitule de facon
simplifiée les croisements réalisés. Les animaux issus de ce dernier croisement sont génotypés par des
ddPCR permettant de déterminer la présence de la duplication de la région Rnoll et/ou de la région
Rno20, et le nombre de copies d’APP". Le protocole pour le génotypage de ces animaux est décrit dans la

Partie Il au point 4.

APPWt APPWt D D APPH AppH D D

APPW

Plusieurs étapes

de croisements
APPH APPH AppH2
Dup(Rno1l) Dup(Rno11)-APPH3
Dup(Rno20)-APPH2
X Dup(Rno11)-APPH3
- APPut APPut D D APPH APPH D D Dup(Rno11-20)-APPH:

] N

Plusieurs étapes

= Chromosome Rnol1l de croisements

Chromosome Rno20

Dup(Rno20) Dup(Rno20)-APPH?
|:| Région homologue au Hsa21

Figure 30 : Génération des modeéles de rats de la maladie d’Alzheimer dans un contexte du syndrome
de Down

Les rats Dup(Rno11) et Dup(Rno20) ont été croisés avec des rats homozygotes pour I’APP" (APP"?) afin d’obtenir,
aprés plusieurs étapes de croisements, des rats Dup(Rnol1)-APP"® et Dup(Rno20)-APP"?, respectivement. Le
croisement de ces 2 modéles permet alors de générer des rats APP"2, Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APPH3 et
Dup(Rno11-20)-APP"3, Ces derniers présentent une trisomie compléte avec une duplication des 2 régions ainsi que 3
copies d’APPH,

2- Conditions d’hébergement

Tous les animaux utilisés dans ce projet ont été produits au sein de notre établissement utilisateur, I'lCS.
Ils sont transférés dans la zone de phénotypage au minimum 2 semaines avant le début des tests
comportementaux. lls sont alors placés dans des cages jetables en plastique (Innocage® #R-BTM-H,

Innovive, Paris, France) de dimensions 43,2 x 34 x 19,8 cm. Ces cages sont fermées et placées sur des
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portoirs ventilés (Figure 31). Les rats sont hébergés par groupe de 2 et ont un accés ad libitum a I'eau et a
la nourriture. lls disposent d’un baton a ronger en bois en guise d’enrichissement. La piece de stabulation,
différente des piéces de tests, est soumise a un cycle lumiére/obscurité de 12h (lumiére de 7h a 19h) et sa

température est contrélée (23+1°C).

Figure 31: Hébergement des rats sur portoirs ventilés

Comme décrit dans le Projet |, la semaine suivant leur arrivée dans la zone de phénotypage, les animaux
ne sont pas manipulés afin de les laisser s’acclimater a leur nouvel environnement. La semaine précédent
le début des tests comportementaux, ils sont manipulés 1-2 min/jour pendant 5 jours afin de les habituer
a 'expérimentateur et a la manipulation. Les tests comportementaux sont réalisés pendant la phase
diurne. Le poids des animaux est suivi tout au long de la période de comportement a raison d’une pesée

par semaine.

3- Autorisation de projet

Les procédures mise en ceuvre dans cette étude respectent les directives nationales (décret n°2013-118
du 1° Février 2013, Ministére de I’Agriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé et de la

Protection Animale) et européennes (directives 2010/63/UE) relatives a la protection des animaux utilisés
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a des fins scientifiques. Par ailleurs, ces projets ont été validés par le comité d’éthique interne, le Com’Eth
(IGBMC-ICS). Deux demandes de projets ont ainsi été déposées, I'une concernant les modeles de rats SD

sans I’APP" (n°APAFIS : #21265), I'autre concernant les modéles SD humanisés (n° APAFIS : #22785).

Par ailleurs, les modéles qui comportent une duplication de la région Rnoll sont a phénotypes
dommageables. Les premiéres études réalisées chez ces animaux ont mis en évidence une sensibilité aux
staphylocoques dorés pouvant entrainer le développement de Iésions cutanées. Par ailleurs, la réalisation
d’études de vieillissement a montré chez ces animaux le développement d’autres phénotypes qui sont
classiquement observés chez les vieux rats. Cela inclus des insuffisances rénales, des tumeurs mammaires,
des détresses respiratoire et cardiaque, ou encore du diabete. Ces modeles font donc I'objet d’une

demande d’autorisation pour leur maintien qui a été validé par le Com’Eth (n°APAFIS : #31362).

II- Génotypage
Le génotypage des modeéles utilisés dans ce projet peut étre réalisée en PCR classique et/ou en ddPCR. Ces
derniéres sont réalisées en collaboration avec le Service de Validation des Modéles et le Service de

Génotypage de I'ICS.

1- Génotypage de la duplication du Rnol1l

Le génotypage de la duplication de la région Rnol1 est réalisé par ddPCR a partir d’une biopsie d’oreille.
Le protocole décrit dans ce paragraphe concerne les modéles sans I’APP". L’extraction d’ADN et la
réalisation de la ddPCR suivent le méme protocole que celui décrit dans la Partie |, Point 1.1.1. Pour mettre

en évidence la duplication, I’App est utilisé comme géne cible et le géne de référence est localisé en q21

(Tableau 9).
Nom Séquence
A Rr5480 rApp Forward 5’- GTG AAG ATG GAT GCG GAG TT -3’
. . morces
Gene cible Rr5480_rApp Reverse 5’- CTA TCT GGC CAG TCA GTT GTG -3
App 5’- ATT CAG GCT TCG AAG TCC GCC ATC -3’
Sonde Rr5480 rApp WT
Fluorophore HEX
Rn_Chrol1q21 Forward 5’- CCC TAG ACA CCA GAA GAATAG TG -3’
Gene de Amorces
R&férence Rn_Chrol1g21 Reverse 5’- CGT CTG GTA GTA CTT GTC GTA AG -3’
21 5- TGT TTG CAG AAT GGC GTC TTC ACC -3’
q Sonde Rn_Chrol1qg21
Fluorophore HEX

Tableau 9: Séquences des amorces et des sondes pour le génotypage par ddPCR de la duplication de la
région Rnoll

Le gene App est utilisé comme gene cible, il est inclus dans la région dupliquée et est donc présent en trois copies.
Le gene de référence est localisé en g21.
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2- Génotypage de la duplication du Rno20

Le génotypage de la duplication de la région Rno20 peut se faire selon 2 méthodes, soit par la technique

de PCR classique, soit par ddPCR. Ces 2 méthodes sont décrites ci-dessous.

2.1- Méthode de génotypage par PCR classique

2.1.1- Digestion tissulaire pour extraction d’ADN

Comme décrit dans le Projet |, I'extraction d’ADN est réalisée a partir d’une biopsie d’oreille prélevée une
dizaine de jours apres la naissance de I'animal. Les biopsies sont digérées dans 700uL de tampon
d’extraction (50mM Tris-HCl pH=8, 100mM EDTA pH=8, 100mM NaCl, 1% SDS, eau qgsp 1L) auquel est
ajouté 40puL de Protéinase K 10mg/mL. Elles sont alors incubées sur la nuit dans un bain-marie a 56°C. Une
fois les échantillons digérés, ils sont agités brievement avant ajout de 250uL de NaCl 6M. lls sont alors
agités pendant 5 min, puis centrifugés pendant 10 min a 13 000 rpm. Le surnageant (750uL) est ensuite
transféré dans un nouveau tube Eppendorf auquel vient s’ajouter 500uL d’isopropanol. Les tubes sont
agités par retournement jusqu’a apparition d’un filament d’ADN, puis centrifugés a 13 000 rpm pendant 5
min. Le surnageant est éliminé, en prenant soin de ne pas perdre le culot d’ADN présent au fond du tube,
et est remplacé par de I’éthanol 70% (1mL). Les échantillons sont a nouveau centrifugé 5 min a 13 000
rpm, puis placés dans une étuve a 37°C apreés élimination du surnageant. Une fois I’éthanol completement
évaporé, 'ADN est re-suspendu dans 20uL de TE (10mM Tris pH=8, 1mM EDTA pH=8, eau gsp 1mL). Les
échantillons sont alors incubés 1h dans un bain-marie a 65°C. Enfin, ADN contenu dans chaque
échantillon est dosé au Nanodrop (Thermo Scientific) et des dilutions a une concentration de 50ng

d’ADN/uL sont préparées.

2.1.2- PCR et Migration

Le protocole pour la réalisation de la PCR est similaire a celui décrit dans le Projet I, Partie Il, Point 2.
Cependant, seul 1uL de la dilution a 50ng/ul est utilisé, le volume d’eau ajouté dans la préparation du mix
est alors de 11uL. Afin de pouvoir différencier I'allele WT, de I'allele DUP, deux PCR sont réalisées, notées,
respectivement, PCR-WT et PCR-DUP. Les couples d’amorces utilisés pour chacune des PCR sont indiqués

dans le Tableau 10.

PCR Nom de I’amorce Séquence
9368-forward 5’- GGC GAG CCTACATGG TTG G -3’
wr 9369-reverse 5’- GCA GAC ACC AGCACC CATC-3’
9371-forward 5’- GGT CTC ATC GTG GCC CAT ACT C-3’
PuP 9366-reverse 5’- CTT GTA GGC TGT GGG CTG AAT G -3’

Tableau 10: Séquences des amorces utilisées pour les PCR-WT et DUP du modeéle Dup(Rno20)
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Les conditions utilisées pour la réaction de PCR (Tableau 5) et la migration des produits de PCR sont
identiques a celles décrites dans la Partie Il du Projet . Lors de la révélation du gel sous ultra-violets, une
bande de 311 pb est obtenue avec la PCR-WT pour tous les animaux. A l'inverse, avec la PCR-DUP, une

bande de 351 pb est obtenue uniquement pour les animaux porteurs de la duplication de la région Rno20.

2.2- Méthode de génotypage par ddPCR

Le protocole suivi est identique a celui décrit précédemment (Partie |, Point 1.1.1). Pour identifier la
duplication de la région Rno20, le géne ciblé est Abcgl présent sur le Rno20, le géne Glo1 (Glyoxalase 1)

est, quant a lui, utilisé comme référence (Tableau 11).

Nom Séquence
A Rr5758_ 5’ rAbcgl Forward 5’- GGC ATG TGT GAC TCT GAC TAT AA -3’
. . morces
Gene cible Rr5758_5’ rAbcgl Reverse 5’- GGC CTC TCC AAACCT TCT TTA -3’
Abcg1 5’- AGA CGT GAA CCC GTT CCT CTG G -3’
Sonde Rr5758_5’_rAbcgl
Fluorophore FAM
Rn_Chro20_rGlo1 Forward 5’- AAG GAC AAG ACG GAG AGG A -3’
Geéne de Amorces
référence Rn_Chro20 _rGlol Reverse 5’- GGA CTG GTG AGC AGA GAATAAA -3’
5’-TGT TTC CAT CTC TTT CCG CAG CCT -3’
Glo1 Sonde Rn_Chro20_rGlo1
Fluorophore HEX

Tableau 11: Séquences des amorces et des sondes pour le génotypage par ddPCR de la duplication de
la région Rno20

Le géne Abcg1 est utilisé comme géne cible, il est inclus dans la région dupliquée et est donc présent en trois copies.
Le géne Glo1 est utilisé comme gene de référence.

3- Génotypage de I’APP humanisée

Le génotypage de I’APP" peut étre réalisé par PCR classique. Cela est valable pour les animaux issus des
croisements permettant de produire des rats APP", soit non porteurs d’une duplication, ainsi que pour les

animaux issus des différentes étapes de production du modéle Dup(Rno20)-APP"2

Pour cette PCR, I'extraction d’ADN peut se faire soit en utilisant la technique décrite dans le Projet |, Partie
I, point 1, soit en utilisant la technique décrite dans le Projet I, Partie Il, point 2.1.1. Concernant la PCR en
elle-méme, les conditions sont identiques a celles décrites dans le Projet I, Partie I, point 2. Les séquences
des amorces utilisées sont les suivantes : 9384-forward 5’- CAG TCT GTT TGC TTG CGA GGT AG -3’ et 9385-
reverse 5’- CAG GAC GAG TCA AGA GGT ACCATAC-3'.
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Une fois les produits de PCR obtenus, une digestion enzymatique est réalisée afin de pouvoir différencier
I’APP“t de I’APP", dont |a taille des séquences est identique. Pour chaque échantillon, 10pL de produit de
PCR sont prélevés, auxquels sont ajoutés: 0,25uL de I'enzyme Mspl; 2,5uL du tampon (CutSmart,
#B7204S, BiolLabs, New England) et 12,25ulL d’eau. Les échantillons sont alors incubés dans une étuve a
37°C sur la nuit. Ils sont ensuite migrés sur un gel d’agarose 2%. Lors de la révélation du gel sous ultra-
violets, une bande de 361 pb est obtenue pour 'alléle APP" et 2 bandes, d’une taille de 246 et 115 pb,

sont obtenues pour 'alléle APP". Pour les rats hétérozygotes, ces 3 bandes sont visibles.

4- Génotypage des modeéles de rats SD avec '’APPH

Les modeéles de rats SD avec I’APP" sont génotypés par ddPCR. Tout d’abord, concernant le génotypage
des animaux aux différentes étapes de croisements pour la production des rats Dup(Rno11)-APP*3, on
utilise le méme protocole que pour le modéle Dup(Rno11) sans I’APP" (décrit au point 1). Ainsi, les génes-
cibles et de référence sont les mémes. Cependant, une seconde sonde est utilisée en plus de la sonde
Rr5480 rAPP_WT dirigée contre I’APP*!. La 2°™ sonde, appelée Rr5480 rApp_PM, est dirigée contre
I’APP" et est couplé & un fluorophore FAM (5- TCA GGC TAC GAA GTC CAC CAT CAA -3'). Ainsi, la
combinaison de ces 2 sondes permet de déterminer le nombre de copies d’APP“! versus APP" et donc, par
conséquent, la présence ou I'absence de la duplication du Rno11. Cette ddPCR est également utilisée pour
le génotypage des animaux issus des croisements Dup(Rno11)-APP™ par Dup(Rno20)-APP"2. Pour ces
croisements, il est également nécessaire de réaliser la ddPCR pour la duplication de la région Rno20 décrite
au point 2.2. La combinaison de ces 2 ddPCR permet de déterminer la présence de la duplication de la

région Rnol1 et/ou de la région Rno20, ainsi que le nombre de copies d’APP".

lll- Tests de comportement
1- Effectifs

Dans le cadre de ce projet, les tests comportementaux ont été réalisés a I'Institut Clinique de la Souris. La

caractérisation des modéles de rats SD, avec et sans '’APP", a été réalisée séparément.

Dans un premier temps, une batterie de tests comportementaux a été réalisée chez les modeles rats non
humanisés (Figure 32-A). L’étude a été réalisée chez des males et des femelles, les animaux étant répartis
sur 4 cohortes. Chaque cohorte comporte des animaux de 4 génotypes différents : rats controles (WT),

Dup(Rno11), Dup(Rno20) et Dup(Rno11-20). Les effectifs finaux pour chaque génotype sont indiqués dans
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la Figure 32-B. Les animaux sont passés dans les tests a partir de I’age de 6-7 semaines. La caractérisation
de ces cohortes a été réalisée avec I'aide du Dr. Damien Maréchal (Cohorte 1) et de Guillaume Pani

(Cohorte 2).

A
Labyrintheen Y Interaction sociale NOR
- Mémoire de travail - Interactions - Mémoire de
reconnaissance
l l } l } } } >
Test de I'activité Test du champ ouvert owm Piscine de Morris
circadienne - Locomotion - Mémoire spatiale a - Mémoire spatiale
- Locomotion court terme - Flexibilité
B
Génotype Males Femelles
WT 17 13
Dup(Rno11) 15 16
Dup(Rno20) 16 15
Dup(Rno11-20) 11 14

Figure 32 : Caractérisation comportementale des modeéles de rats SD sans ’APP" a I’4ge de 6-7
semaines
(A) Décours temporel des tests comportementaux réalisés. (B) Effectifs finaux par sexe et par génotype.

Cette méme batterie de tests a ensuite été reproduite chez les modéles de rats humanisés. Comme
précédemment, I'étude a été réalisée chez des males et des femelles, avec des animaux de 4 génotypes
différents : des rats homozygotes pour I’APP" (APP™?), des Dup(Rno11) avec 3 copies d’APP" (Dup(Rno11)-
APP™3), des Dup(Rno20) avec 2 copies d’APP" (Dup(Rno20)-APP"?) et des Dup(Rno11-20) avec 3 copies
d’APP" (Dup(Rno11-20)-APP™3). Ces animaux sont répartis sur 4 cohortes. lls ont ainsi été passés une
premiére fois dans les tests a partir de I’dge de 6-7 semaines, puis repassés dans ces mémes tests a I'dge
de 12 mois environ. Du fait du premier confinement lié a la situation COVID-19, la cohorte 2 n’a pas pu
étre passée dans I'ensemble des tests comportementaux a I'dge de 6-7 semaines (Figure 33-A). Les
effectifs d’animaux lors du premier passage en test (6-7 semaines) est indiqué dans la Figure 33-B. Par
ailleurs, I'étude a I'dge de 12 mois est toujours en cours, les cohortes 3 et 4 sont actuellement en
vieillissement. Au cours de la période de vieillissement, des animaux ont d{ étre mis a mort pour des
raisons de santé, ainsi les effectifs au stade de 12 mois différent de ceux de I’étude a 6-7 semaines. L'étude

de vieillissement étant en cours, elle ne sera pas présentée dans ce manuscrit.
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Labyrintheen Y Interaction sociale NOR
- Mémaire de travail -> Interactions - Mémoire de
reconnaissance

| | | | | : —

Test de l'activité Test du champ ouvert OLM Piscine de Morris
circadienne - Locomotion - Mémoire spatiale & - Mémoire spatiale
- Locomotion court terme = Flexibilité

Cohorte 1
Cohorte 2

» Confinement COVID-19

B
Génotype Males Femelles
APPH2 19 20
Dup(Rno20)-APP"2 14 12
Dup(Rno11)-APP™3 23 14
Dup(Rno11-20)-APP™3 12 18

Figure 33: Caractérisation comportementale des modeéles de rats SD avec ’APP"a I'dge de 6-7
semaines

(A) Décours temporel des tests comportementaux réalisés. Pour chaque cohorte, la fleche indique les tests
comportementaux dans lesquels les animaux ont été testés. Du fait de la situation COVID-19, la cohorte 2 n’a pas pu
étre passé dans I'ensemble des tests comportementaux. (B) Effectifs finaux par sexe et par génotype.

Certains des tests réalisés dans ce projet sont les mémes que ceux utilisés dans le Projet I, seuls le

protocole et le dispositif changent. Ainsi, pour ces derniers, le principe du test ne sera pas rappelé.

2- Test de I'activité circadienne

Le dispositif est constitué d’une armoire comportant 8 emplacements pouvant chacun accueillir une cage
Tecniplast™ transparente (dimensions : 33 x 20 x 19 cm) (Figure 34-A). Ces derniéres sont différentes des
cages d’hébergement et se composent d’un sol en grille (Figure 34-B). Chaque emplacement posséde 4
barres de capteurs infra-rouges. Les deux premieres, située a une hauteur de 6 cm, permettent d’évaluer
I'activité locomotrice horizontale des rats. Les deux autres permettent de compter les redressements, elles

se situent ainsi a une hauteur de 15 cm. Le dispositif est relié a un ordinateur qui permet d’extraire
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différentes variables a I'aide du logiciel POLY_PLUS (Imetronic®). Le test se déroule sur une période de
46h. Il débute ainsi a 11h le jour 1 et se termine a 9h le jour 3. L'activité est alors évaluée par intervalles

de 1h, les 3 premiéres heures du test correspondant a la phase dite d’habituation.

<—RONEE

Barres de capteurs
infra-rouges

Figure 34: Dispositif du test de I'activité circadienne

(A) Armoire d’activité circadienne comportant 8 emplacements. (B) Vue rapproché de I'emplacement d’une cage. Il
comporte 4 barres de capteurs infra-rouges. Les deux premieres situées vers le bas de la cage permettent d’évaluer
I'activité horizontale des animaux. Les deux autres sont situées au niveau du plafond de la cage et permettent de
compter les redressements. L’éclairage est assuré par une lumiére présente au plafond. (C) Cage utilisée pour
I'activité circadienne. Chaque cage comporte un sol grillagé, ainsi qu’'une mangeoire et un biberon amovibles.

3- LabyrintheenY

Le test du labyrinthe en Y permet d’évaluer la mémoire de travail en étudiant I'alternance spontanée
(Kraeuter et Guest 2019). Il se base ainsi sur le comportement naturel du rat a aller explorer un bras non

visité au préalable. La capacité des rats a alterner les bras visités est évaluée.

Le dispositif, situé a une hauteur de 90 cm au-dessus du sol, se compose de 3 bras de taille identique (90
X 26 x 41,5 cm) qui se rejoignent au niveau d’une plateforme centrale (Figure 35). La paroi des bras est
recouverte d’un papier blanc opaque présentant des motifs différents pour chacun d’entre eux (nuages,
triangles, rayures en diagonal). L’éclairage de la piéce est réglé de telle sorte a avoir une intensité
lumineuse de 15 lux au centre du dispositif. Une caméra placée au-dessus du dispositif et reliée a un

ordinateur permet de suivre le comportement du rat en temps réel grace au logiciel Pylon Viewer.
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Figure 35: Dispositif du labyrinthe en Y

Chaque rat réalise un unique essai d’'une durée de 8 min. Il est déposé a I'extrémité d’un bras, la téte
dirigée vers la paroi. Le point de départ est le méme pour tous les animaux. Le dispositif est nettoyé a
I’éthanol 50% entre chaque rat afin de réduire au maximum les informations olfactives. La séquence des
bras visités est relevée afin de déterminer le pourcentage d’alternance spontanée. Ce dernier permet

d’évaluer la mémoire de travail des animaux. Il est calculé selon la formule suivante :

% alternances = % x 100

Ou n correspond au nombre total d’alternances, soit les visites successives de 3 bras différents, et N

représente le nombre total de bras visités.

La latence de sortie du 1°" bras, qui est un indicateur d’anxiété, est également mesurée.
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4- Champ ouvert

Le dispositif est un carré ouvert avec des parois noires opaques de dimensions 90 x 90 x 40 cm (Figure 36).
Il est entouré de capteurs infra-rouges sur 2 niveaux. Ceux présents a une hauteur de 2 cm du fond de
I'aréne permettent d’évaluer I'activité locomotrice horizontale des animaux. Les capteurs situés a une
hauteur de 15 cm permettent, quant a eux, de comptabiliser les redressements. L’éclairage de la piéce est
réglé a I'aide d’un luxmétre de telle fagon a avoir une intensité lumineuse d’environ 15 lux au centre du
champ ouvert. Deux arenes sont présentes dans la piece, elles permettent ainsi de faire passer 2 rats en
simultané. Ces arénes sont branchées en série et reliée a un ordinateur. Le logiciel POLY_OPENFIELD
permet de suivre les déplacements et les redressements de I'animal en temps réel et d’extraire différentes

variables.

Barres de capteurs \
infrarouges

Figure 36: Dispositif du champ ouvert

L'aréne est entourée de capteurs infra-rouges sur deux niveaux. Les capteurs présents dans la partie base de I'aréne
permettent d’évaluer I'activité horizontale des animaux. Les capteurs situés a une hauteur de 15 cm permettent de
compter les redressements.

Les rats réalisent un unique essai d’une durée de 30 min. lls sont déposés dans |’aréne au centre de I'une
des parois, la téte dirigée vers cette derniére. Le point de lacher est identique pour tous les rats. L’arene

est nettoyée a I'éthanol 50% entre chaque rat afin de réduire les odeurs.

Les paramétres mesurés sont les mémes que ceux étudiés dans la Projet |, soit la distance parcourue, le

temps passé a la périphérie versus le centre du dispositif et le nombre de redressements.
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5- Interaction sociale

Ce test se base sur le fait que les rongeurs sont des animaux sociaux habitués a vivre en groupe. Le test
d’interaction sociale permet de mettre en évidence de potentielles altérations de la sociabilité dans nos

modeéles de rats SD.

Ce test utilise le méme dispositif que pour le champ ouvert. Il est réalisé 24h apreés le test du champ ouvert
qui est donc considéré comme une phase d’habituation a I'aréne. Les capteurs infrarouges ne sont pas
utilisés. Une caméra, placée au-dessus du champ ouvert et reliée a un ordinateur, permet de suivre en
temps réel le comportement des animaux. Le logiciel EthoVision XT (Version 11.5, Noldus) permet a
I’expérimentateur de quantifier le nombre de fois ou une interaction se produit ainsi que la durée de
chacune d’elle. Les différentes interactions étudiées sont: les suivis, les reniflements téte/téte et
téte/postérieur, les contacts, les approches, les bagarres, les comportements de répulsion et de fuite ainsi

que les isolements.

Ainsi, deux rats sont placés dans I'arene. Ils sont de méme génotype mais ne se connaissent pas. L'essai
est d’'une durée de 10 min, chaque rat n’étant utilisé qu’une seule fois. Entre chaque session, I'aréne est

nettoyée a I'éthanol 50%.

6- Test de reconnaissance du nouvel emplacement d’un objet

Le test de reconnaissance du nouvel emplacement d’un objet ou Object Location Memory (OLM) permet
d’étudier la mémoire spatiale a court terme. Il se base sur la tendance naturelle des animaux a explorer
plus longuement un objet déplacé qu’un objet non déplacé, sachant que les deux leur sont familiers

(Abdelkader Ennaceur et Meliani 1992; A. Ennaceur, Neave, et Aggleton 1997).

Ce test est également réalisé dans le champ ouvert dans lequel un indice allothétique a été placé au niveau
d’une paroi (forme géométrique de couleur blanche). Le comportement des rats est alors suivi grace a la

caméra positionnée au-dessus de l'aréne.

Ce test se déroule sur 2 jours, avec une phase d’habituation le premier jour. Le but est d’habituer les
animaux a I'arene en présence de l'indice allothétique. Chaque rat effectue donc un unique essai d’une
durée de 15 min. L'animal est déposé dans I'arene au centre de I'une des parois, la téte dirigée vers cette

derniére. Le point de lacher est le méme pour tous les animaux.
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Le deuxieme jour se divise en plusieurs phases (Figure 37). Tout d’abord, la phase de présentation pour
laguelle 2 objets identiques sont placés dans I’aréne (Tasses blanche). Les objets utilisés sont les mémes
pour tous les rats et sont positionnés dans les angles haut-gauche et haut-droit de I'arene. L'animal est
alors libre d’explorer pendant 3 min. Il est ensuite replacé dans sa cage d’hébergement pour une phase
de rétention de 5 min. L'un des objets est alors déplacé. L'objet déplacé est randomisé entre les animaux
de telle sorte que ce ne soit pas toujours le méme objet qui soit déplacé. Pendant cette phase de rétention,
nil'arene, ni les objets ne sont nettoyés a I’éthanol 50%. Le rat est alors replacé dans I'arene pour la phase
de test d’'une durée de 3 min. Pour les phases de présentation et de test, I'animal est déposé dans I'arene
dans I'angle opposé au coté ou I'objet sera déplacé. Ainsi, si I'objet en Haut a Gauche est I'objet qui sera
déplacé, alors I’'animal est déposé dans I'angle en Bas a Droite. A I'inverse, si c’est I'objet en Haut a Droite
qui est déplacé, 'animal est déposé dans I’angle en Bas a Gauche. Une fois la phase de test terminé, 'arene

et les objets sont nettoyés a I’éthanol 50% avant de faire passer le rat suivant.

Pendant les phases de présentation et de test, le temps passé a explorer les objets est mesuré a I'aide du
logiciel EthoVision XT (Version 11.5, Noldus). L'animal est considéré comme en train d’explorer I'objet

lorsqu’il a le museau dirigé vers I'objet a une distance inférieure ou égale a 2 cm.

Indice allothétique

Phase de rétention
(5 min)

Phase de présentation
(3 min)

Phase de Test
(3 min)

Figure 37: Protocole du test de ’'OLM
Pour le test de I'OLM, un indice allothétique est placé au niveau de I'une des parois du champ ouvert. Lors de la phase
de présentation, le rat est mis en présence de 2 tasses identiques placées dans les coins Haut-Gauche (HG) et Haut-
Droit (HD). Aprés une phase de rétention de 5 min, la phase de test est réalisée. L'un des objets est alors déplacé,
soit I'objet droit, soit I'objet gauche de fagon aléatoire. BG : Bas-Gauche, BD : Bas-Droite.
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7- Test de reconnaissance du nouvel objet

Le test de reconnaissance du nouvel objet ou Novel Object Recognition (NOR) permet d’évaluer la mémoire
de reconnaissance. |l se base sur le comportement naturel des rongeurs a passer plus de temps a explorer

un objet qui est nouveau comparativement a un objet familier (A. Ennaceur et Delacour 1988).

Ce test est réalisé dans le champ ouvert et se déroule sur 3 jours. Le premier jour correspond a la phase
d’habituation a I'aréne. L'indice allothétique utilisé pour le test de 'OLM est alors retiré. Chaque rat
effectue un unique essai d’une durée de 15 min pendant lequel il est libre d’explorer I'aréne. Le point de
lacher correspond au centre de I'une des parois, 'animal est déposé la téte dirigée vers cette derniere. La
présence de 2 arénes permet de faire passer 2 rats simultanément. L’activité horizontale et verticale de
I’'animal sont alors mesurées a I'aide des capteurs infrarouges. Le dispositif est relié a un ordinateur qui

permet d’extraire la distance parcourue par I'animal a I'aide du logiciel POLY_OPENFIELD.

Le jour suivant correspond a la phase de présentation. Trois objets sont alors placés dans I'aréne, ils sont
choisis parmi les objets suivant : une flasque de culture cellulaire de 75 mL opacifiée par de la peinture
noire, un bidon bleu, un biberon transparent et une seringue de 50 mL (Figure 38-A). lls sont placés dans
les angles haut-gauche, haut-droit et bas-gauche de I'aréne (Figure 38-B). La combinaison d’objets
présentée, ainsi que I'ordre dans lequel ils sont placés dans I'aréne, varient d’'un animal a I'autre. Le rat
est alors déposé dans I'aréne au niveau de I’angle ne contenant pas d’objet (Bas-droit), la téte dirigée vers

la paroi. Il est alors libre d’explorer les objets pendant une période de 3 min.

La phase de test est réalisée 24h apres la présentation (Jour 3). L'un des 3 objets est alors remplacé par
un objet qui n’a jamais été rencontré par I'animal. La combinaison d’objets utilisée lors de la phase de
présentation variant d’un animal a 'autre, par conséquent, le nouvel objet n’est pas toujours le méme.
Par ailleurs, la position de ce dernier change également d’un animal a I'autre. Comme précédemment, le
rat est déposé dans I'angle bas-droit de I'aréne, la téte dirigée vers la paroi. Il est alors libre d’explorer les

objets pendant 3 mins.

Pour les phases de présentation et de test, les rats sont passés un par un et leur comportement est suivi
en temps réel grace a la caméra positionnée au-dessus de I'aréne. Le logiciel EthoVision XT (Version 11.5,
Noldus) permet a I’'expérimentateur de mesurer le temps passé a explorer chacun des objets. L’animal est
considéré comme étant en train d’explorer un objet lorsque son museau est dirigé vers ce dernier et a une
distance inférieure ou égale a 2 cm. Le temps passé a explorer le nouvel objet et les objets familier sont
alors comparés. Pour chaque phase, I'arene et les objets sont nettoyés a I’éthanol 50% entre le passage

de chaque rat.
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Figure 38: Test de reconnaissance du nouvel objet

(A) Obijets utilisés pour réaliser le test du NOR. Dans l'ordre de la photographie : la flasque de culture cellulaire
opacifiée par de la peinture noire, un bidon bleu, un biberon transparent et une seringue de 50 mL. (B) Exemple
d’une combinaison de 3 objets. Ces derniers sont placés dans le champ ouvert dans les coins HG, HD et BG. Le coin
BD est utilisé comme point de lacher des rats. Lors de la phase de test, I'un des 3 objets est remplacé par I'objet qui
n’a jamais été rencontré par I'animal.

8- Piscine de Morris

8.1- Dispositif
La piscine de Morris est un dispositif circulaire en PVC blanc de 160 cm de diamétre et d’'une hauteur de
80 cm (Figure 39). Comme décrit précédemment, elle est divisée en 4 quadrants virtuels de taille égale. La
plateforme, positionnée dans I'un de ses quadrants, est constituée d’une tige métallique a I'extrémité de
laquelle est fixé un disque en plastique dur de couleur noir et de 10 cm de diamétre. La piscine est remplie
d’une eau opacifiée a 'aide de peinture a I’eau de couleur noire (Gouache Redimix Noire #188039, Le
Franc Bourgeois). La température de I'eau est maintenue a 21+1°C. L'éclairage de la piece est réglé de
sorte a obtenir une intensité lumineuse de 70 lux au niveau de I'emplacement de la plateforme. Différents
indices allothétiques sont également présents dans la piéce : des formes géométriques collées au mur, les
appliques lumineuses au mur, un rideau... Une caméra, placée au-dessus du dispositif et reliée a un
ordinateur, permet de suivre le comportement de I'animal en temps réel et de générer une série de

variable a I'aide du logiciel EthoVision XT (Version 11.5, Noldus).
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Indices
allothétiques

Figure 39 : Dispositif de la piscine de Morris
La piscine est divisée en 4 quadrants virtuels, dont I'un d’entre eux accueille une plateforme. Les points Nord (N), Est
(E), Sud (S) et Ouest (O) correspondent aux points de lacher lors de la phase d’acquisition.

8.2- Protocole

Le protocole utilisé dans le cadre de cette étude se divise en 6 phases (Figure 40). Pour chacune d’elle, les
rats sont répartis en groupe de maximum 6 et minimum 4 animaux. La composition de ces groupes reste
la méme jusqu’a la fin du test. Les rats sont amenés dans I'antichambre de la piece de test et placés dans

des cages jetables individuelles en plastique (Innovive) comportant un morceau d’essuie-tout.
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Figure 40: Protocole de piscine de Morris réalisé chez les modéles de rat SD avec ou sans I’APPH

Pour chaque phase, un schéma modélisant la piscine indique la position de la plateforme et les points de lacher
utilisés. L’habituation est, quant a elle, réalisée en I'absence de plateforme.
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Le premier jour constitue la phase d’habituation des animaux au dispositif et a I'eau fraiche. Un rideau est
placé autour de la piscine afin d’empécher |’acces aux indices allothétiques présents dans la piece. Chaque
rat effectue un unique essai d’'une durée de 1 min, en I'absence de plateforme. Ils sont lachés au point S,

la téte dirigée vers la paroi.

Au troisieme jour aprés I’habituation, une phase d’acquisition est réalisée, d’une durée de 5 jours. Le
rideau est retiré afin de permettre I'acces aux indices allothétiques. La plateforme, placée au centre du
quadrant NE, est immergée 3 c¢cm sous la surface de I'eau. L'immersion de la plateforme combinée a
I’opacification de I'eau par de la peinture noire permet de la rendre invisible pour les animaux. Chaque
jour, 4 essais sont réalisés d’'une durée maximale de 1 min. Les animaux étant répartis par groupe, tous les
animaux du groupe réalisent le premier essai avant d’effectuer le second et ainsi de suite. Les rats sont
lachés selon une séquence aléatoire aux points N, S, E et O. Cette séquence est différente d’un jour a
I'autre, et également entre les rats pour un jour donné. L’essai se termine lorsque le rat est parvenu sur la
plateforme. Si au bout de 1 min, la plateforme n’a pas été trouvée, I'animal est guidé jusqu’a cette derniéere
par I'expérimentateur. Une fois sur la plateforme, il y est laissé pendant 10s avant d’étre replacé dans sa

cage individuelle. Le rat suivant effectue alors son essai.

Un premier test de rappel est réalisé 24h apres le dernier jour d’acquisition. La plateforme est alors retirée
et les rats effectuent un unique essai d’'une durée de 1 min. lls sont lachés dans le quadrant SO, la téte
toujours dirigée vers la paroi. Le temps passé dans le quadrant-cible (celui ol se trouvait la plateforme

pendant I'acquisition, QC) est alors évalué.

Par la suite, une phase d’inversion de consigne (le reversal) est réalisée 48h apreés le test de rappel. Le
principe est le méme que pour la phase d’acquisition, cependant la localisation de la plateforme est
modifiée. Cela permet d’évaluer la capacité des rats a apprendre une nouvelle position de la plateforme
et ainsi évaluer leur degré de flexibilité comportementale. La plateforme, immergée 3 cm sous la surface
de I'eau, est désormais localisée au centre du quadrant SO. Cette phase de reversal est cependant plus
courte, se déroulant sur 3 jours uniquement. Les rats effectuent 4 essais d’une durée maximale de 1 min.

Les points de lacher sont les mémes que pour la phase d’acquisition (N, S, E et O).

Un second test de rappel est réalisé 24h aprés le dernier jour de reversal, selon les mémes modalités que

celles décrites pour le premier test de rappel. Seul le point de lacher differe (quadrant SE).

Enfin, le dernier jour, soit 24h apres le dernier test de rappel, un test de plateforme indicée (cue) est

réalisé. Il permet de mettre en évidence de potentiels problémes visuels ou motivationnels. Bien que la
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plateforme reste immergée sous la surface de 'eau, elle est indicée en y fixant une tige métallique
comportant a son extrémité une boule en polystyréne noir et blanc. Un rideau est placé autour de la
piscine afin de neutraliser les indices allothétiques. Chaque rat effectue 4 essais, d’'une durée maximale de
1 min. La séquence des points de lacher, identique pour tous les rats, est la suivante : NE — SO — NO — SE.
Comme pour les phases d’acquisition et de reversal, I'essai se termine lorsque I'animal monte sur la

plateforme. Si la plateforme n’est pas trouvée au bout de 1 min, I'animal y est guidé par I'expérimentateur.

Pour les phases d’acquisition, de reversal et de plateforme indicée, la distance et la latence pour atteindre

la plateforme, ainsi que la vitesse de nage sont mesurées pour chaque essai.

9- Mises a mort des animaux

Concernant les cohortes de rats SD non humanisés (WT, Dup(Rno11), Dup(Rno20) et Dup(Rno11-20)), les
animaux ont été mis a mort par utilisation d’un gradient progressif de CO,. Deux démarches sont alors
possibles : soit la téte de I'animal est prélevée pour des analyses cranio-faciales, soit le cerveau est prélevé
et disséqué. Dans le premier cas, les tétes sont placées dans de I'’éthanol 70% afin de les conserver jusqu’a
ce gu’elles soient scannées afin de permettre une reconstruction en 3 dimensions du crane. Pour ce qui

est des dissections, les structures prélevées sont I’'hippocampe et le cortex préfrontal.

Pour les cohortes de rats SD avec I’APP" (APP"2, Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"3, Dup(Rno11-20)-
APP™3), seules les 2 premiéres cohortes ont complété les tests comportementaux aux 2 ages. Ces animaux
ont été prélevés pour des analyses histologiques, des perfusions intracardiaques de PFA 4% ont donc été
réalisées. Les rats sont anesthésiés par injection intrapéritonéale d’une solution de Xylazine (23 mg/kg,
Rompun® a 20mg/mL, Bayer) — Kétamine (184 mg/kg, Kétamine 1000 a 100mg/mL, Virbac) —
Buprénorphine (0,1 mg/kg, Vetergésic® a 0,3mg/mL, Ceva) a raison de 332 uL/100g. Apreés perte compléte
des réflexes de retrait de la patte et du réflexe palpébral, la procédure de perfusion peut débuter. Cette
derniere est similaire a celle décrite dans la Projet I, Partie Il, Point 7. Ainsi, seules les étapes modifiées
seront décrites ici. La solution de ringage utilisée est du tampon phosphate salin 1X (PBS 1X) auquel est
ajouté de I'héparine (10mg pour 100 mL de PBS) afin d’éviter la coagulation. Cette solution est perfusée
pendant 5 min a raison de 10mL/min. Les solutions perfusées sont maintenues a température ambiante
pendant toute la procédure. Une fois la perfusion terminée, le cerveau est prélevé et placé dans un tube
Falcon contenant du PFA 4% pour une phase de post-fixation sur la nuit, a température ambiante. Le
cerveau est ensuite rincé avec du PBS 1x (2 x 5 min) et placé dans de I'éthanol 70% pour conservation

jusqu’a inclusion en paraffine.
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10- Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a |'aide du logiciel GraphPad Prism. Dans un premier temps, la
normalité des données est vérifiée par les tests d’Agostino - Pearson et de Shapiro - Wilk. Si les données
suivent une loi normale, des ANOVA a 1 (Génotype) ou 2 facteurs (Génotype x Jour, Période, Zone) sont
réalisées. Dans le cas contraire, un test non-paramétrique est réalisé (Tests de Mann-Whitney et de
Kruskal-Wallis). Lorsqu’un effet significatif d’un facteur ou d’une interaction de facteurs est mis en
évidence, un test « post-hoc» est réalisé (Tests de Tukey ou de Sidak). Pour plusieurs tests
comportementaux, le one-sample Student t-Test a été utilisé afin de comparer une moyenne a une valeur
standard correspondant au hasard (labyrinthe en Y, OLM, NOR et piscine de Morris). Le seuil de

significativité est p<0,05.

IV-Transcriptomique
Les analyses transcriptomiques ont été réalisées pour les modéles de rats SD avec et sans I’APP" en
collaboration avec les Dr. Damien Maréchal, Arnaud Duchon et Maria del Mar Muniz Moreno et la

plateforme GenomEast de I'lGBMC.

L’hippocampe gauche de rats 4gés de 13-16 semaines, pour les modéles sans I’APP", et de 57-65 semaines,
pour les modéles avec I’APP", est disséqué et congelé dans I'azote liquide. Les effectifs pour chaque
génotype sont les suivants, pour les modeéles sans I’APP", n=10 pour les WT, n=5 pour les Dup(Rno20),
n=10 pour les Dup(Rno11) et n=5 pour les Dup(Rno11-20) ; pour les modéle avec I’APP", n=6 pour les
APP"2, n=6 pour les Dup(Rn020)-APP"2, n=5 pour les Dup(Rno11)-APP"3 et n=7 pour les Dup(Rno11-20)-
APP™3, Ces hippocampes sont ensuite conservés a -80°C jusqu’a I'extraction d’ARN. Cette derniére est
réalisée a l'aide du kit RNeasy® Plus Mini (Qiagen, Venlo, Netherlands) selon les instructions du
fournisseur. La qualité des échantillons est ensuite vérifiée avec un Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent

Technologies, Santa Clara, Californie, Etats-Unis).

La préparation des librairies a été réalisée par la plateforme GenomEast, membre du consortium « France
Génomique » (ANR-10-INBS-0009) en utilisant le guide de préparation des échantillons TruSeq Stranded
Total RNA — PN 15031048. Les librairies d’ARN-Seq (ARN séquencé) total sont générées a partir d’un
minimum de 150-300ng de I'ARN total par utilisation du kit de préparation des échantillons TruSeq
Stranded Total RNA LT avec Ribo-Zero Gold (lllumina, San Diego, CA), en suivant les instructions du

fabricant. La molécule extraite a partir du matériel biologique est de I’ARN polyA. Le séquencage de
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I’expression du génome entier est alors réalisé par la plateforme GenomEast grace a I'lllumina Hiseq 4000
permettant la lecture d’ARN-Seq a une seule extrémité d’une longueur de 50 pb. Les lectures brutes des
séquences sont alignées par Hisat2 sur la version du génome du rat Rnor6.v104. 32623 génes identifiés a
partir d’ENSEMBL ont été quantifiés en s’alignant au Rnor6.v104. Le systéme HTSeqg-count est ensuite
utilisé pour générer des comptages bruts. Les analyses sous-jacentes ont été effectuées a I'aide de scripts
utilisant le langage bash créés par le Dr. Maria del Mar Muniz Moreno et de scripts R version 4.0.4 utilisant
les paquets FCROS (Dembélé et Kastner 2014) et DESeqg2 (Love, Huber, et Anders 2014) pour identifier les

genes a expression différentielle (DEGs, pour Differential Expressed Genes).

L'analyse fonctionnelle différentielle a été effectuée en suivant la méthode GAGE (Luo et al. 2009) et en
regroupant les voies de signalisation en 25 catégories fonctionnelles, on parle alors de meta-pathways.
Afin, d’évaluer la connectivité des génes, nous avons construit un réseau minimum d’interactions protéine-
protéine (IPP) entierement connecté (noté MinIPPNet). Ce réseau est basé sur des génes connus pour étre
impliqués dans les voies synaptiques du fait de leurs associations a ces derniéres via les bases de données
GO (Gene Ontology, Ashburner et al. 2000) et KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, (Kanehisa
et Goto 2000)). De plus, des informations de régulation ont été ajoutées afin de construire le RegPPINet
final (Duchon et al. 2021). Par ailleurs, nous avons utilisé I'analyse de la centralité d’interdépendance pour

identifier les « hubs » qui sont clés pour maintenir le flux de communication du réseau.
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Projet | : Caractérisation d’un nouveau modele de rat APP-KO

L'objectif de ce premier projet était de caractériser un tout nouveau modeéle de rat APP-KO. Cette
caractérisation a été réalisée a différentes échelles. Tout d’abord, au niveau comportemental par la
réalisation de différents tests permettant d’évaluer I'anxiété, la locomotion ou encore I'apprentissage et
la mémoire spatiale. Ensuite, une étude morphométrique a été réalisée au niveau du cerveau afin
d’étudier les changements que pourrait induire 'absence d’APP sur sa structure. Enfin, des analyses
moléculaires ont été réalisées afin d’étudier I'expression de différentes protéines (protéines de la famille
de I’APP, marqueurs cellulaires et synaptiques). L'idée était d’essayer de faire des liens entre les

observations faites a I’échelle de I'individus et les potentielles altérations structurales et moléculaires.

I- Validation du modele

Le modeéle APP-KO a été validé au niveau protéique par western blot. Pour cela, un anticorps dirigé contre
la partie N-terminale de I’APP, correspondant au début de la protéine (acides aminées 66-81), a été utilisé.
L'expression de I’APP a ainsi été étudiée dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian.

Dans I’hippocampe (Figure 41-A), ' ANOVA a un facteur met en évidence un effet significatif du Génotype
(F2,13=87,51 ; p<0,001). Ainsi, I'expression de I'APP est réduite de moitié chez les rats App* (-53,9% ;
p<0,001 vs. App**), alors qu’elle a quasiment disparu chez les App”” (-95,8% ; p<0,001 vs. App**). De la
méme facon, dans le cortex préfrontal médian (Figure 41-B), ’ANOVA a un facteur montre un effet
significatif du Génotype (F2,13=112,5 ; p<0,001). Une réduction de 31,6% de I'expression de I’APP est ainsi
observée chez les rats App*” comparés aux App*/* (p<0,001). L’APP est quasiment absente chez les App””

avec une réduction de 94,9% du niveau d’expression par rapport aux App** (p<0,001).
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Figure 41: Validation du modeéle de rat APP-KO au niveau protéique par western blot

(A) Expression de la protéine APP dans I’hippocampe des rats. Le niveau d’expression de I’APP est réduit de 53,9%
chez les rats App™” et de 95,8% chez les App” par rapport aux rats App** (n=5 pour les App*/* et App”", n=6 pour les
App*”). (B) Expression de la protéine APP dans le cortex préfrontal médian des rats. Le niveau d’expression de I’APP
est réduit de 31,6% chez les rats App*” et de 94,9% chez les App” par rapport aux rats App** (n=5 pour les App*/* et
App”", n=6 pour les App*). Pour les deux structures, 'expression de '’APP est normalisée par I'expression de la
protéine de référence, la GAPDH. Les valeurs représentent des moyennes + erreur type. Statistiques : *** p<0,001
vs. App** ; 855 p<0,001 vs. App™~

II- Tests comportementaux
Une batterie de tests comportementaux a été réalisée a 3 ages : 2 mois, 12 mois et 18 mois. Il s’agissait de
3 cohortes séparées constituées chacune de 3 génotypes : App**, App”~ et App”". Les effectifs pour

chacune des cohortes sont les suivants :

- Cohorte 2 mois : n=11 pour les App**; n=11 pour les App*- et n=12 pour les App””
- Cohorte 12 mois : n=13 pour les App** ; n=13 pour les App*” et n=12 pour les App”

- Cohorte 18 mois : n=22 pour les App*”* ; n=23 pour les App*/- et n=27 pour les App”". A noter que

ces animaux ont été répartis sur deux groupes.
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Les mémes tests comportementaux ont été réalisés pour chaque cohorte. Les résultats sont présentés

dans I'ordre dans lesquels ces tests ont été réalisés.

Les résultats de I'étude comportementale, ainsi que toutes les analyses statistiques qui s’y rattachent sont
présentés, dans les pages qui suivent, avec un tres grand nombre de détails. Il est possible de se reporter

directement a un tableau de synthese (Tableau 12) qui se trouve en page 170.

1- Masse corporelle

Pour chaque cohorte, la masse corporelle a été suivie pendant toute la période de comportement a raison
d’une pesée par semaine. Afin de simplifier la représentation des résultats, seuls les résultats de la
premiére pesée des animaux sont présentés. Cette derniere a été réalisée a I’dge de 11 semaines pour la

cohorte de 2 mois, 54 semaines pour la cohorte de 12 mois et a 78 semaines pour la cohorte de 18 mois

(Figure 42).
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Figure 42: Evolution de la masse corporelle chez les rats App*- et App”-

Une augmentation de la masse corporelle est observée au cours du vieillissement des animaux. De maniere globale,
les rats de 11 semaines ont une masse corporelle inférieure a ceux de 54 et 78 semaines, c’est également le cas des
rats de 54 semaines comparés a ceux de 78 semaines. Par ailleurs, les rats App”- présentent une masse corporelle
significativement plus faible comparativement aux rats App*”* et App”". Cette réduction est observée aux 3 ages
étudiés. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : ** p<0,01 et *** p<0,001 vs. App**; S
p<0,05, $S p<0,01 et 55S p<0,001 vs. App*” ; +++ p<0,001 vs. 78 semaines ; £££ p<0,001 vs. 54 semaines.
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L'analyse des données par une ANOVA a un facteur montre un effet significatif du Génotype pour ces 3
ages (a 11 semaines F,31=6,51 - p<0,01 ; a 54 semaines F,35=8,86 - p<0,001 ; a 78 semaines F,65=8,36 -
p<0,001). Ainsi, les rats App” présentent une réduction de leur masse corporelle comparés aux rats App**
(p<0,01 aux 3 ages) et App*” (p<0,05 a 11 semaines et p<0,01 a 54 et 78 semaines). Cette réduction est de
I'ordre de 11 & 14% comparée aux App** (11% a 11 semaines; 14,4% a 54 semaines et 12,7% a 78

semaines).

Par ailleurs, certains rats de la cohorte 2 ont également été pesés aux ages de 9 et 10 semaines. Ainsi, alors
gu’aucune différence significative n’est visible a 'age de 9 semaines (ANOVA a un facteur, effet du
Génotype, F226=2,04), une différence significative apparait a 'age de 10 semaines. L'ANOVA a un facteur
met ainsi en évidence un effet du Génotype (F2,26=6,11; p<0,01), les rats App”" présentant une masse
corporelle plus faible que les rats App** et App™” (p<0,01). Cette réduction est de 11,3% comparée aux

App**.

Les rats App”” présentent donc une réduction de leur masse corporelle qui apparait entre I'dge de 9 et 10

semaines.

Une analyse de I'effet du vieillissement a été réalisée pour la masse corporelle. ANOVA a 2 facteurs (Age
x Génotype) met ainsi en évidence un effet de I'Age (F2,13:1=180,20 ; p<0,001) et du Génotype (F,,131=15,49 ;
p<0,001). Ce dernier correspond a la réduction de la masse corporelle observée chez les rats App”
comparés aux rats App** et App*” (p<0,001). Leffet de I’Age, quant a lui, traduit la prise de poids continue
des rats tout au long de leur vie. Ainsi, de maniéere globale, les rats présentent une masse corporelle plus
importante a I'age de 54 semaines comparé a I’age de 11 semaines (p<0,001). Cette derniére étant encore
plus importante a I'dge de 78 semaines (p<0,001 vs. 11 et 54 semaines). L'interaction Age x Génotype n’est

pas significative (F4131=0,58).

2- Labyrinthe en croix surélevé

Le test du labyrinthe en croix surélevé a permis d’évaluer I’effet du KO de I’APP sur le niveau d’anxiété des
animaux. Par ailleurs, la mesure du nombre total d’entrées dans les bras donne une indication de I'activité

générale des animaux.

L’ANOVA a un facteur réalisée pour le nombre total d’entrée dans les bras ouverts et fermés (Figure 43-
A) montre, a 2 mois, un effet significatif du Génotype (F2,31=4,89 ; p<0,05). Ainsi, les rats App” présentent

un nombre d’entrées significativement plus important comparés aux App** et aux App*” (p<0.05). Les rats
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App” sont donc plus actifs. Cette différence n’est pas retrouvée aux ages de 12 (F,35=0,641) et 18 mois

(F2,72=0,408), pour lesquels aucune différence significative entre les génotypes n’est observée.

Par ailleurs, le temps passé dans les bras ouverts vs. les bras fermés a été mesuré. Cela permet de calculer
un indice d’anxiété qui correspond au temps passé dans les bras ouverts rapporté au temps total passé
dans les bras (fermés et ouverts), le tout multiplié par 100 (Figure 43-B). L'ANOVA ne montre pas de
différence entre les génotypes pour les 3 ages étudiés (2 mois : F»3:=1,680 ; 12 mois : F;35=0,085 ; 18 mois :

F,71=1,214). Les rats App* et App”” ne présentent donc pas de modification de leur niveau d’anxiété.
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Figure 43: Activité locomotrice et anxiété chez les rats App*- et App”- dans le labyrinthe en croix
surélevé

(A) Nombre total d’entrées dans les bras ouverts et fermés. Seuls les rats App”” de la cohorte de 2 mois présentent
une augmentation du nombre d’entrées dans les bras. lls sont donc plus actifs. (B) Indice d’anxiété. Aucune différence
du niveau d’anxiété n’est observée entre les génotypes, quel que soit I'age étudié. Les valeurs représentent des
moyennes * erreur-type. Statistiques : * p<0,05 vs. App*’* ; S p<0,05 vs. App*’.

L’effet du vieillissement a également été étudié pour ces parameétres. Pour le nombre total d’entrées
dans les bras (Figure 44-A), 'ANOVA a 2 facteurs (Age x Génotype) ne montre pas d’effet significatif du
Génotype (F2,137=1,372), ni d’interaction Age x Génotype (Fs,137=1,783), seul un effet significatif de I’age est

observé (F,,137=86,089 ; p<0,001). Ainsi, la diminution du nombre d’entrées dans les bras observée avec
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I’age, pour les 3 génotypes, atteste de la réduction de I'activité au cours du vieillissement. ANOVA a 2
facteurs réalisée pour lindice d’anxiété (Figure 44-B) ne montre aucun effet significatif de I'Age
(F2,137=0,935), du Génotype (F,,137=1,4), ni d’interaction Age x Génotype (F4,137=0,228). Le niveau d’anxiété

des animaux reste donc stable au cours du vieillissement et n’est pas influencé par I'absence d’APP.
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Figure 44: Effet du vieillissement chez les rats App*- et App”- dans le labyrinthe en croix surélevé

(A) Nombre total d’entrées dans les bras ouverts et fermés. Une diminution du nombre total d’entrées est observée
de fagon similaire chez tous les animaux avec I'age. (B) Indice d’anxiété. Aucune différence du niveau d’anxiété n’est
observée entre les génotypes, ni au cours du vieillissement. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.
Statistiques : +++ p<0,001 vs. 2 mois ; £££ p<0,001 vs. 12 mois.

En conclusion, I'absence d’APP n’a pas d’incidence sur le niveau d’anxiété des animaux, et ce quel que soit
I’age étudié. Seul un effet est observé pour I'activité locomotrice a I'dge de 2 mois, les App”” apparaissant
alors plus actifs. Par ailleurs, I'absence d’APP n’influence pas I’évolution de ces parameétres au cours du
vieillissement des animaux. En effet, pour les 3 génotypes une diminution de I'activité locomotrice est

mise en évidence avec I'age alors que le niveau d’anxiété reste stable.
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3- Test de I’activité circadienne

3.1- Phase d’habituation

Le test de l'activité circadienne a permis d’évaluer I'activité des rats dans leur cage d’élevage sur une

période de 48h. Les 3 premiéres heures du test correspondent a la phase d’habituation (Figure 45).
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Figure 45: Activité locomotrice des rats lors de la phase d’habituation au test de I’activité circadienne

Une diminution de I'activité au cours du temps est observée pour I'ensemble des animaux aux 3 ages étudiés. Cela
traduit une habituation des animaux aux conditions expérimentales. Cependant, a I’dge de 12 mois, les rats App*”
sont plus actifs comparés aux autres génotypes, en particulier lors de la 1% heure. Les valeurs représentent des
moyennes * erreur-type. Statistiques : # p<0,05 et ### p<0,001 vs. App*”* ; S p<0,05 et 555 p<0,001 vs. App”-.

Al'age de 2 mois, '’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Heure) met en évidence un effet significatif de I'Heure
(F2,62=137,1 ; p<0,001). Cela traduit une diminution de I'activité globale des animaux au cours du temps et
donc une habituation aux conditions expérimentales. Le test « post-hoc » de Newman-Keuls montre une
différence significative entre la 1°™ heure de test et les deux heures suivantes (p<0,001) ainsi qu’entre la
deuxieme et la troisieme heure de test (p<0,05). En revanche, aucun effet du Génotype (F2,3:=0,908), ni de
I'interaction Génotype x Heure (F16,=0,202) ne sont observés. L’activité locomotrice au cours de cette

phase d’habituation est donc similaire entre les génotypes.

De la méme fagon, a I’dge de 12 mois, un effet significatif de I'Heure est observé (F,,6=20,587 ; p<0,001).
Les rats sont ainsi plus actifs lors de la 1 heure comparée aux deux heures suivantes (p<0,001). Par
ailleurs, un effet significatif du Génotype (F,34=5,218 ; p<0,05) et une interaction Génotype x Heure
(Fags=2,711 ; p<0,05) sont mis en évidence. Ainsi, de maniére globale les rats App*~ sont plus actifs que les
rats App*”* et App” (p<0,05) lors de cette phase d’habituation. Plus particulierement, le test « post-hoc »

réalisé pour l'interaction Génotype x Heure montre que les rats App* présentent une activité plus
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importante que les App** et App”~lors de la 1% heure du test (p<0,001). Cette augmentation d’activité

pourrait étre liée a un stress ou une exploration exacerbée en réponse au nouvel environnement.

Enfin, a 'age de 18 mois, 'TANOVA a 2 facteurs indigue comme pour les groupes d’ages précédents un effet
de I'Heure (F;132=24,518; p<0,001). Une diminution de I'activité locomotrice horizontale est ainsi
retrouvée entre la 1° heure de test et les deux heures suivantes (p<0,001). Aucun effet significatif n’est
mis en évidence pour le Génotype (F,66=1,812) et pour l'interaction Génotype x Heure (F4,13,=0,728). Il n’y

a donc pas de différence d’activité locomotrice entre les génotypes lors de |’habituation.

En résumé, lors de la phase d’habituation, une diminution de I'activité locomotrice au cours du temps est
observée chez I'ensemble des animaux et aux 3 ages étudiés. Cette diminution, attendue, traduit une

habituation des animaux aux conditions expérimentales.

3.2- Activité Diurne versus Nocturne

Suite a cette phase d’habituation, I'activité horizontale des rats est suivie pendant 45h, elle peut alors étre
divisée en activité diurne vs. nocturne (Figure 46-A). L'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Période) pour la
cohorte de 2 mois met en évidence un effet significatif de la Période (F131=285,49 ; p<0,001) et une
tendance a la significativité pour l'interaction Génotype x Période (F;31=2,67 ; p=0,085). Aucun effet
significatif du Génotype n’est observé (F,31=2,393). L'effet de |la Période s’explique par une activité
locomotrice significativement plus importante lors de la phase nocturne comparée a la phase diurne. Ce
résultat est attendu, les rats étant des animaux nocturnes. Par ailleurs, les rats App™ et App”” sont plus
actifs lors de la phase nocturne comparés aux App™* (p<0,05). De la méme fagon, pour les cohortes de 12
mois et 18 mois, 'ensemble des animaux est plus actif lors de la phase nocturne comparée a la phase
diurne (p<0,001 ; ANOVA a 2 facteurs, effet de la Période, a 12 mois F1,34=160,89 ; a 18 mois F1,6=150,80).
Par ailleurs, pour ces 2 ages, aucune différence n’est observée entre les génotypes (a 12 mois, F234=2,2 ; a
18 mois, F2,66=0,746) ou pour l'interaction Génotype x Période (a 12 mois, F»34=1,385; a 18 mois

F2,66=1,358).

En conclusion, I'absence d’APP impacte |'activité locomotrice uniquement a I’dge de 2 mois. Cette derniére
est ainsi augmentée lors de la phase nocturne chez les rats App™ et App”". Cela est en accord avec les
observations faites dans le labyrinthe en croix surélevé ou les rats App”" apparaissent plus actifs

uniquement a I’age de 2 mois.
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Figure 46: Activité locomotrice dans le test de I’activité circadienne sur une période de 45h suivant la
phase d’habituation

(A) Activité Diurne vs. Nocturne. A I’age de 2 mois, les rats App*~ et App”- présentent une augmentation de leur
activité lors de la phase nocturne. Aucune différence n’est observée pour les cohortes de 12 et 18 mois. (B) Activité
au début et a la fin de la phase nocturne. L’activité des animaux a été évaluée au cours des 2 premieéres et 2 derniéres
heures de la phase nocturne. Seules quelques variations de |’activité locomotrices sont observées aux ages de 2 et
12 mois chez les rats App*- et App”". Aucun effet majeur de I'absence de I’APP n’est mis en évidence. Les valeurs
représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : * et # p<0,05 vs. App*’*.
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Nous nous sommes également intéressés a I'activité en début et fin de phase nocturne (Figure 46-B). En
effet, I’étude de Ring et al. (2007) a mis en évidence chez les souris APP-KO une augmentation de leur
activité locomotrice en début de phase nocturne alors que celle-ci est diminuée a la fin de la phase
nocturne. Nous voulions donc savoir si ce résultat était retrouvé dans notre modele de rat. Pour cela, nous
nous sommes intéressés a |'activité des animaux au cours des 2 premiéres et des 2 dernieres heures de

chacune des phases nocturnes.

A I'age de 2 mois, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Période) montre un effet significatif du Génotype et
de la Période (F,;31=4,105 ; p<0,05 et F343=11,189 ; p<0,001, respectivement). L'effet du Génotype traduit
de maniére globale une activité locomotrice plus importante des rats App” et App”” comparés aux App**
(p<0,05). Ce résultat est en accord avec I'augmentation de I'activité nocturne décrite précédemment a
I’age de 2 mois chez ces animaux. L'effet de la Période montre que, lors de la Nuit 1, I'ensemble des rats
est significativement plus actif en début qu’en fin de nuit. A I'inverse, aucune différence n’est observée
entre le début et la fin de la Nuit 2. Des analyses ANOVA a un facteur ont également été réalisées pour
comparer les génotypes lors de ces différentes périodes de la phase nocturne. Un effet du Génotype est
observé uniquement a la fin de la Nuit 1 (F,31=4,007 ; p<0,05). Ainsi, les rats App”" sont plus actifs que les
App** lors des deux derniéres heures de la Nuit 1. Cette différence n’est pas retrouvée lors de la Nuit 2

(F2,31=1,679).

Pour la cohorte de 12 mois, un effet de la Période est retrouvé (ANOVA a 2 facteurs, F310,=18,545 ;
p<0,001). De maniére globale, les rats sont plus actifs en début qu’en fin de nuit (p<0,001). Cette
observation est valable pour les 2 phases nocturnes. Par ailleurs, I'effet du Génotype tend a étre significatif
(F2,34=2,256 ; p=0,085). Cependant, le test « post-hoc » de Newman-Keuls ne met pas en évidence de
différence significative. Aucune interaction Génotype x Période n’est observée (Fs102=1,428). Les analyses
ANOVA a un facteur réalisées pour chaque période indiquent une tendance pour I'effet du Génotype en
début de Nuit 1 (F»34=3,122 ; p=0,057). Les rats App”” sont ainsi plus actifs comparés aux App™* (p<0,05).
Un effet significatif du Génotype est également mis en évidence en fin de Nuit 2 (F,34=4,457 ; p<0,05). Il
traduit une activité locomotrice plus importante chez les App*~ et les App”” par rapport aux App** (p<0,05).
Les ANOVA a un facteur pour la fin de la Nuit 1 et le début de la Nuit 2 ne mettent pas en évidence d’effet

du Génotype (F232=1,231 et F,34=0,463, respectivement).

Enfin, pour la cohorte de 18 mois, un effet significatif de la Période est mis en évidence (Fs19s=17,937 ;
p<0,001). Cela traduit une activité plus importante des animaux en début de nuit et ce pour les deux

phases nocturnes (p<0,001). Alors qu’aucune différence n’est observée entre les génotypes (F2,6=0,327),
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une interaction significative Génotype x Période est constatée (Fg108=2,419 ; p<0,05). Cependant, le test
« post-hoc » n’indique pas de différence significative entre les génotypes pour une période donnée. Les

analyses ANOVA a un facteur réalisées pour chaque période ne montre pas d’effet significatif du Génotype.

En résumé, I'analyse de I'activité en début et fin de phase nocturne montre seulement des variations
ponctuelles de I'activité des rats App”- aux ages de 2 et 12 mois. En d’autres termes, 'absence d’APP n’a
pas d’effet majeur sur I'activité des animaux que ce soit en début ou en fin de nuit et ce quel que soit I'age
étudié.
3.3- Effet du vieillissement

L'effet du vieillissement a été étudié pour I'activité diurne vs. nocturne (Figure 47). ANOVA a 3 facteurs
(Génotype x Age x Période) montre ainsi un effet significatif de I'’Age (F2,131=55,657 ; p<0,001). Cela traduit,
de facon globale, une diminution de I'activité locomotrice des animaux avec I’age (2 mois vs. 12 mois vs.
18 mois, p<0,001). Un effet du Génotype est également mis en évidence (F,131=3,873 ; p<0,05). Les rats
App? sont globalement plus actifs que les App™* (p<0,05). Par ailleurs, ’TANOVA met également en
évidence un effet significatif de la Période (F1,131=644,80 ; p<0,001) et des interactions Période x Age
(F2,131=38,907 ; p<0,001) et Période x Génotype (F,,131=4,388 ; p<0,05). L'effet de la Période s’explique par
une activité plus importante de I'ensemble des animaux lors de la phase nocturne comparée a la phase
diurne (p<0,001). L'interaction Période x Age montre une diminution de I’activité locomotrice avec I'dge
pour la phase diurne et la phase nocturne, cependant cette diminution est plus importante pour cette
derniére. Enfin, 'interaction Génotype x Période indique que les rats App*~sont plus actifs lors de la phase
nocturne comparés aux App** (p<0,01) et aux App”~ (p<0,05). Aucun effet significatif n’est observé pour

les interactions Age x Génotype (Fs,131=1,488) et Période x Age x Génotype (Fs131=1,163).

En résumé, cette analyse montre une diminution de I'activité locomotrice des animaux avec I'age, aussi
bien pour la phase diurne que pour la phase nocturne. Cette diminution n’est pas impactée par I'absence

d’APP. Par ailleurs, les rats App™~ sont plus actifs en particulier lors de la phase nocturne.
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Figure 47: Effet du vieillissement sur I’activité locomotrice des rats App*- et App”~ lors des phases
diurne et nocturne du test de I’activité circadienne

Une diminution de I'activité locomotrice est observée chez I’'ensemble des animaux avec le vieillissement que ce soit
pendant la phase diurne, ou la phase nocturne. Cependant, cette diminution est plus importante lors de la phase
nocturne. L'absence d’APP n’affecte pas I’évolution de I'activité locomotrice lors des phases diurne et nocturne au
cours du vieillissement. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.

4- Champ ouvert

Le test du champ ouvert permet également d’évaluer |'activité locomotrice des animaux, mais cette fois-
ci dans un nouvel environnement. Les rats réalisent alors un unique essai de 10 min pendant lequel la

distance parcourue ainsi que le temps passé a la périphérie versus le centre du dispositif sont mesurés.

4.1- Evaluation de la distance parcourue

Comme attendu, la distance parcourue a la périphérie du dispositif est plus importante que celle
parcourue au centre, et ce quel que soit I’dge étudié (Figure 48-A) (effet de la Zone p<0,001 ; ANOVA a 2
facteurs, a 2 mois F130=1320,23 ; a 12 mois F135=752,38 ; a 18 mois F1,54=536,09). Par ailleurs, a I'dge de 2
mois, un effet significatif du Génotype est mis en évidence (F230=5,52 ; p<0,01). Les rats App”" sont ainsi
globalement plus actifs que les App** (p<0,01). Cela est en accord avec les résultats du labyrinthe en croix
surélevé et le test du circadien qui montrent une augmentation de I'activité de ces animaux a 2 mois.
L’ANOVA a 2 facteurs indique également une interaction significative Génotype x Zone a I'dge de 2 mois
(F2,30=4,82 ; p<0,05). Ainsi, les rats App™~ et App”” parcourent une distance plus importante que les App**

a la périphérie du dispositif (p<0,05 et p<0,001, respectivement). A I’dge de 12 mois, |'effet du Génotype
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tend a étre significatif (F2,35=2,86 ; p=0,071). Le test « post-hoc » révéle alors que les rats App™ sont plus
actifs que les App™* (p<0,05). Aucune interaction Génotype x Zone n’est mise en évidence (F235=1,52).
Enfin, a I'age de 18 mois, aucun effet du Génotype (F.52=2,123), ni d’interaction Génotype x Zone

(F2,54=0,783) ne sont observés.

En résumé, les rats App™” et App”” apparaissent plus actifs a la périphérie du dispositif a I’age de 2 mois.
Cette différence d’activité n’est pas retrouvée aux ages de 12 et 18 mois. Cependant, les rats App™” sont

globalement plus actifs a 12 mois.
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Figure 48: Activité locomotrice chez les rats App*- et App”- dans le test du champ ouvert

(A) Distance parcourue a la périphérie vs. le centre du champ ouvert. A 'dge de 2 mois, les rats App*” et App””
parcourent une distance plus importante a la périphérie du champ ouvert. Cette augmentation n’est pas retrouvée
aux ages de 12 et 18 mois, bien que les rats App*~ apparaissent globalement plus actifs a I’age de 12 mois. (B)
Pourcentage de temps passé a la périphérie vs. le centre du champ ouvert. Aucune différence n’est observée entre
les génotypes. L’'ensemble des animaux passe significativement plus de temps a la périphérie du dispositif comparé
au centre. Il n’y a donc pas de différence du niveau d’anxiété chez les rats App* et App”". Les valeurs représentent
des moyennes + erreur-type. Statistiques : # p<0,05 et *** p<0,001 vs. App*/*.
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4.2- Temps passé a la périphérie versus le centre

Le pourcentage de temps passé a la périphérie vs. le centre (Figure 48-B) est un indicateur du niveau
d’anxiété des animaux. Ainsi, aux 3 ages étudiés, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Zone) met en évidence
un effet de la Zone (p<0,001; a 2 mois F130=4672 ; a 12 mois F135=2188 ; a 18 mois F15,=5575,4).
L’ensemble des animaux passent ainsi plus de temps a la périphérie comparé au centre de I'arene comme
attendu (p<0,001). Par ailleurs, pour les 3 ages, aucun effet significatif du Génotype (a 2 mois F230=1; a 12
mois F2,35=2 ; a 18 mois F,,54=0,4) ou de l'interaction Génotype x Zone (a 2 mois F230=1; a 12 mois Fy35=1;

a 18 mois F2,54=0,2) n’est observé.

Ainsi, aucune différence entre les génotypes n’est observée pour le temps passé a la périphérie vs. le
centre de l'aréne, et ce pour les 3 ages étudiés. Le niveau d’anxiété des animaux n’est donc pas affecté
par I'absence d’APP. Ce résultat est en accord avec les observations faites lors du test du labyrinthe en

croix surélevé.

4.3- Effet du vieillissement

L'effet du vieillissement a également été étudié. Tout d’abord, pour la distance parcourue dans les
différentes zones de l'aréne (Figure 49). Un effet significatif de I'Age (F2119=202,54 ; p<0,001), du
Génotype (F2119=5,78 ; p<0,01) et de la Zone (F1,115=2680,45 ; p<0,001) sont mis en évidence par ’ANOVA
a 3 facteurs (Génotype x Age x Zone). L'effet de I’Age traduit ainsi une diminution globale de I'activité
locomotrice avec I’age (2 mois vs. 12 mois vs. 18 mois, p<0,001). Par ailleurs, les rats App™” et App”” sont
plus actifs que les App”* (p<0,05). La distance parcourue a la périphérie étant toujours plus importante
que celle parcourue au centre de l'aréne (p<0,001). ANOVA montre également des interactions
significatives Age x Génotype (F4,119=2,86), Zone x Age (F211s=141,79) et Zone x Génotype (F;11s=4,88).
L'interaction Age x Génotype indique que la diminution de la distance parcourue observée chez tous les
génotypes est plus importante chez les rats App”". Par ailleurs, bien que cette diminution affecte aussi bien
la distance parcourue a la périphérie que celle parcourue au centre, la distance parcourue a la périphérie
diminue de fagon plus importante avec I'age. Enfin, I'interaction Génotype x Zone montre que de manieére
globale, les rats App*~ et App”" parcourent une distance plus importante en périphérie comparés aux
App*”* (p<0,01 et p<0,001, respectivement). L’interaction Zone x Age x Génotype n’est pas significative

(F4I119:1,50).
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En conclusions, cette analyse montre que les rats App™ et App”~ sont plus actifs, en particulier a la
périphérie du dispositif. Par ailleurs, I'activité locomotrice diminue avec I'age des animaux. Cette

diminution est plus importante chez les rats App” du fait d’une hyperactivité a I’age de 2 mois.
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Figure 49: Effet du vieillissement sur I'activité locomotrice des rats App*- et App”~dans le test du
champ ouvert

Représentation de la distance parcourue a la périphérie vs. le centre du champ ouvert au cours du vieillissement.
Une diminution de la distance parcourue est observée avec le vieillissement des animaux que ce soit a la périphérie
ou au centre du dispositif. Cependant, cette diminution est plus importante pour la distance parcourue a la périphérie
et pour les rats App”-. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.

Concernant le pourcentage de temps passé a la périphérie versus. le centre de |'aréne, comme attendu,
I’ANOVA a 3 facteurs (Génotype x Age x Zone) indique un effet significatif de la Zone (F1,119=10426,6 ;
p<0,001). L’ensemble des animaux passe plus de temps a la périphérie du champ ouvert. Une interaction
Zone x Age est également mise en évidence (F2,119=3,5 ; p<0,05). Ainsi, a I'age de 18 mois, les rats passent
significativement moins de temps dans la partie centrale comparativement a I’dge de 12 mois (p<0,05).
Aucun effet significatif n’est observé pour I'Age (F2,119=2,4), le Génotype (F2,115=0,4), ni pour les interactions

Age x Génotype (F4,119=0,3), Zone x Génotype (F2,119=0,4) ou encore Zone x Age x Génotype (F4,119=0,6).

En résumé, I'absence d’APP n’influence pas le pourcentage de temps passé a la périphérie versus le centre

du dispositif au cours du vieillissement.
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5- Test de la barre

La coordination sensorimotrice des animaux a été évaluée grace au test de la barre. Les animaux doivent
apprendre a se déplacer sur une barre en bois de 2m afin de rejoindre leur cage placée a une extrémité.
Un score de 1 est lors attribué pour chaque segment de 0,5m traversé sans glissement des pattes. Le score
maximal d’un essai est donc de 4. Chaque rat effectue 3 essais dont les scores sont ensuite additionnés, le

score final maximal est alors de 12 (Figure 50).
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Figure 50: Coordination sensorimotrice des rats App*/~ et App”- dans le test de la barre

Représentation du score obtenu par les animaux lors de la phase de test. Aucune différence n’est observée entre les
génotypes aux ages de 2 et 12 mois. Cependant, a I’dge de 18 mois, les rats App”- présentent de moins bonnes
performances, témoignant d’une altération de leur coordination sensorimotrice. Les valeurs représentent des
moyennes * erreur-type. Statistiques : * p<0,05 vs. App*’* et S p<0,05 vs. App*".

Ainsi, pour les cohortes de 2 et 12 mois, aucune différence n’est observée entre les génotypes (ANOVA a
un facteur, a 2 mois F;,31=0,10 ; a 12 mois F,,34=0,76). Aucune altération de la coordination sensorimotrice
n’est donc observée a ces 2 ages. En revanche, a I'age de 18 mois, ’ANOVA a un facteur met en évidence
un effet significatif du Génotype (F267=5,75; p<0,01). Les rats App”" présentent de moins bonnes
performances comparées aux App** (p<0,05) et App*” (p<0,05). Les App”- semblent donc présenter un
déficit de coordination sensorimotrice. Cependant, si on s’intéresse a la distribution des données

individuelles, une importante variabilité interindividuelle est constatée.

Par ailleurs, I'analyse du vieillissement (Figure 51) ne montre pas d’effet de I’Age (F2,13=0,85), du Génotype

(F2,132=1,58), ni d’interaction Age x Génotype (Fs13,=1,921).

Nous pouvons donc conclure que les rats App” et App”" ne présentent pas de déficit de coordination

sensorimotrice aux ages de 2 et 12 mois. En revanche, un déficit est observé chez les rats App” a I'age de
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18 mois. Par ailleurs, les performances de I'ensemble des animaux restent stables au cours du

vieillissement.
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Figure 51: Effet du vieillissement sur la coordination sensorimotrice des rats App*-et App”- au test de
la barre

Représentation de I"évolution du score en fonction de I'dge des animaux. Aucune différence significative n’est
observée entre les génotypes ainsi qu’au cours du vieillissement. L'absence d’APP n’influence donc pas de maniere
significative I’évolution des performances de coordination sensorimotrice. Les valeurs représentent des moyennes +
erreur-type.

6- Piscine de Morris

Le test de la Piscine de Morris a ensuite été réalisé afin d’évaluer I'apprentissage et la mémoire spatial,
ainsi que la flexibilité comportementale. Pour cela, le protocole que nous avons utilisé comporte 3 phases
principales : la phase d’acquisition, le test de rappel et la phase d’extinction. Pour chacune d’entre elles,

différents parametres sont évalués, les résultats obtenus sont décrits ci-dessous.

6.1- Phase d’acquisition

La phase d’acquisition se déroule sur 6 jours avec 4 essais/jour. Les capacités d’apprentissage spatial sont
évaluées par la mesure de différents parametres que sont la distance parcourue et la latence pour

atteindre la plateforme, le temps passé a proximité des parois, ou thigmotaxie, ainsi que la vitesse de nage.
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6.1.1- Analyse des résultats pour chaque age

Concernant la distance parcourue pour atteindre la plateforme (Figure 52-A), aucune différence n’est
observée lors du premier essai du premier jour et ce pour les 3 ages étudiés (ANOVA a un facteur, effet du
Génotype, a 2 mois F,,31=0,40 ; a 12 mois F,,35=0,48 ; a 18 mois F,69=2,29). Par ailleurs, quel que soit I'age
étudié, ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met en évidence un effet du Jour (a 2 mois, Fs155=54,22 ; a
12 mois Fs,175=33,92 ; a 18 mois Fs345=58,76 ; p<0,001). Cela s’explique par une diminution de la distance
parcourue pour atteindre la plateforme au cours des jours d’apprentissage. Ainsi, aux 3 ages, I'ensemble
des rats est capable d’apprendre la localisation de la plateforme. Par ailleurs, pour la cohorte de 12 mois,
un effet significatif du Génotype est également observé (ANOVA a 2 facteurs, F,35=4,77 ; p<0,05). Les rats
App” parcourent ainsi une distance plus importante pour atteindre la plateforme comparativement aux
App** et App*” (p<0,05). Ils présentent ainsi un retard d’apprentissage. Cet effet du Génotype n’est pas
présent aux ages de 2 et 18 mois (ANOVA a 2 facteurs, a 2 mois F,31=2,18 ; a 18 mois F,9=0,12). Par
ailleurs, aux 3 ages étudiés, '’ANOVA a 2 facteurs ne montre pas d’interaction significative Génotype x Jour

(é 2 mois F10,155=0,47 ; a 12 mois F10,175=1,61 ; a 18 mois F10,345=1,38).

Des résultats similaires sont obtenus avec I'étude de la latence pour atteindre la plateforme (Figure 52-
B). Ainsi, aucune différence n’est observée lors du premier essai du premier jour d’acquisition pour les 3
ages étudiés (ANOVA a un facteur, effet du Génotype, a 2 mois F,31=1,11; a 12 mois F,35=0,84 ; a 18 mois
F269=3,01). ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) montre également un effet significatif du Jour aux 3
ages (p<0,001 ; a 2 mois Fs155=42,85 ; a 12 mois Fs175=31,85 ; a 18 mois Fs345=45,15). Par ailleurs, a I'age
de 2 mois, I’ANOVA a 2 facteurs ne met pas en évidence d’effet du Génotype (F231=2,64), ni d’interaction
Jour x Génotype (F10,155=0,60). A l'inverse, a I’dge de 12 mois, un effet significatif du Génotype (F235=3,27 ;
p<0,05) et une interaction Génotype x Jour (Fi0,175=2,13 ; p<0,05) sont observés. Ainsi, les rats App”
mettent plus de temps & atteindre la plateforme comparativement aux App*”. Plus précisément, ils
mettent plus de temps a atteindre la plateforme au cours des jours 2 et 3 (p<0,05). Ces résultats
confirment donc le retard d’apprentissage mis en évidence avec I'analyse de la distance parcourue. Enfin,
a I'dage de 18 mois, une interaction Génotype x Jour est également observée (Fiozs5=2,24; p<0,05).
Cependant, le test « post-hoc » de Newman-Keuls ne montre pas de différence significative. Par ailleurs,

aucun effet du Génotype n’est mis en évidence (F2,6s=0,41).

En résumé, 'analyse de la distance parcourue et de la latence pour atteindre la plateforme a permis de

mettre en évidence un retard d’apprentissage chez les rats App”” de 12 mois. Ce dernier apparait avec
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I’age puisqu’il n’est pas visible a I'age de 2 mois. Par ailleurs, il n’est pas retrouvé a I’'age de 18 mois. Nous

savons que les performances des animaux WT se dégradent avec le vieillissement.
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Figure 52: Distance parcourue et latence pour atteindre la plateforme pour les rats App*- et App”- lors
de la phase d’acquisition dans la piscine de Morris

(A) Distance parcourue pour atteindre la plateforme lors de la phase d’acquisition. Aucune différence n’est observée
entre les génotypes aux ages de 2 et 18 mois. En revanche, a I’age de 12 mois, les rats App” parcourent une distance
plus importante. (B) Latence pour atteindre la plateforme lors de la phase d’acquisition. Pour les cohortes de 2 et 18
mois, aucune différence n’est observée entre les génotypes. A I'dge de 12 mois, les rats App”- mettent plus de temps
a atteindre la plateforme comparativement aux App*~. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.
Statistiques : * p<0,05 vs. App*’* ; S p<0,05 App” vs. App*".

Le temps passé a nager a proximité des parois, appelé thigmotaxie, a également été mesuré (Figure 53-
A). ANOVA a un facteur, réalisée pour le premier essai du premier jour d’acquisition, ne montre pas de
différence entre les génotypes et ce a tous les ages (a 2 mois F2,3:=0,32 ; a 12 mois F;35=1,05; a 18 mois
F2,69=2,77). Par ailleurs, un effet significatif du Jour est mis en évidence par I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype

x Jour) pour les 3 ages étudiés (p<0,001; a 2 mois Fs155=29,57 ; @ 12 mois Fs175=30,29 ; a 18 mois
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Fs345=39,86). Cela traduit une diminution de la thigmotaxie au cours des jours d’apprentissage. Ce résultat
est attendu puisqu’au cours des jours les animaux apprennent le principe de la tache et donc la localisation
de la plateforme. Par conséquent, les rats passent moins de temps en thigmotaxie a essayer de trouver
une échappatoire au niveau de la paroi. Cela reflete également une baisse de I'anxiété du fait d’une
familiarisation avec la tache. De plus, a 2 mois, '’ANOVA a 2 facteurs ne montrent pas d’effet significatif
du Génotype (F2,31=1,01), ni d’interaction Jour x Génotype (F10,155=0,37). En revanche, pour la cohorte de
12 mois, un effet significatif du Génotype (F235=5,79 ; p<0,01) ainsi qu’une interaction Génotype x Jour
(F10,175=4,54 ; p<0,001) sont mis en évidence. Le premier traduit une thigmotaxie plus importante chez les
rats App”” comparés aux App™* (p<0,05) et App*” (p<0,01). Plus particulierement, les rats App”” présentent
une thigmotaxie plus importante aux jours 1 (p<0,01 vs. App™* et App*"), 2 (p<0,05 vs. App™* et p<0,001
vs. App™") et 3 d’acquisition (p<0,01 vs. App™°). Enfin & I’age de 18 mois, seule une interaction Génotype x
Jour est mise en évidence (Fio345=3,53 ; p<0,001), I'effet du Génotype n’est pas significatif (F,,6=0,88).

Cependant, le test « post-hoc » de Newman-Keuls ne montre pas de différence significative.

En conclusion, une différence dans le temps passé a proximité des parois est observée uniquement chez
les App”~ a I’age de 12 mois. Cela laisse supposer que ces animaux pourraient &tre plus stressés, anxieux.
Cependant, cela n’est pas en accord avec les observations faites dans les tests du labyrinthe en croix
surélevé et du champ ouvert. En effet, dans ces tests, aucune différence n’a été observée pour le niveau
d’anxiété. Nous pouvons donc supposer que les rats App”~ a 12 mois présentent plus de difficultés a
comprendre le principe de la tache ou a mettre en place une stratégie adaptée. Ainsi, ils persisteraient

plus longtemps a essayer de trouver une échappatoire au niveau de la paroi.
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Figure 53: Thigmotaxie et vitesse de nage pour les rats App™- et App”~ lors de la phase d’acquisition
dans la piscine de Morris

(A) Temps passé en thigmotaxie lors de la phase d’acquisition. Une différence est observée uniquement a I’age de
12 mois, les rats App”- font ainsi significativement plus de thigmotaxie. (B) Vitesse de nage lors de la phase
d’acquisition. Une augmentation de la vitesse de nage est mise en évidence chez les rats App” aux ages de 12 et 18
mois. Par ailleurs, pour la cohorte de 18 mois, les rats App*~ présentent également une augmentation de leur vitesse
de nage. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistigues : * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 App
7 vs. App*”* ; S p<0,05, S5 p<0,01, S5 p<0,001 App”~ vs. App*/- ; # p<0,05 App*" vs. App**.

Enfin, la vitesse de nage au cours des jours d’apprentissage a été mesurée (Figure 53-B). Comme pour les
parametres précédents, aucune différence n’est observée entre les génotypes au cours du premier essai
du premier jour d’acquisition (ANOVA a un facteur, effet du Génotype, a 2 mois F;3,=0,024 ; a 12
mois F;,35=0,20 ; a 18 mois F,,69=1,06). ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met en évidence un effet
significatif du Jour aux 3 ages étudiés (p<0,001 ; a 2 mois Fs 155=50,56 ; @ 12 mois Fs175=12,78 ; a 18 mois
Fs,345=6,49). Cela traduit, aux ages de 2 et 12 mois, une diminution de la vitesse de nage au cours des jours
d’apprentissage. A I'age de 18 mois, seule une diminution significative est observée au dernier jour

d’apprentissage. Par ailleurs, a I'age de 2 mois, aucun effet du Génotype (F,31=1,21) ou d’interaction
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Génotype x Jour (F10,155=0,46) ne sont observés. Pour la cohorte de 12 mois, en revanche, les rats App””
nagent significativement plus vite que les App** et App*” (p<0,05, ANOVA a 2 facteurs, effet du Génotype
F.35=4,46). De plus, une interaction Génotype x Jour est également mise en évidence (Fi0175=2,72;
p<0,01). Ainsi, au dernier jour d’acquisition, les rats App”" nagent significativement plus vite que les App**
(p<0,05). Enfin, pour la cohorte de 18 mois, I’ANOVA a 2 facteurs met également en évidence un effet du
Génotype (F2,60=7,75 ; p<0,001) et une interaction Jour x Génotype (Fig345=4,0 ; p<0,001). Ainsi, les rats
App*” et App” nagent significativement plus vite que les rats App** (p<0,05 et p<0,001, respectivement).
Plus précisément, les rats App”” nagent significativement plus vite que les rats App*/* aux jours 3 (p<0,05),

4 (p<0,01), 5 (p<0,01) et 6 (p<0,001) d’apprentissage et que les rats App* au jour 5 (p<0,05).

En résumé, aucune différence de la vitesse de nage n’est observée a I’age de 2 mois. En revanche, a partir
de I'dge de 12 mois, les rats App”" nagent significativement plus vite que les rats App**. Ainsi, le retard

d’apprentissage observé chez les rats App”” ne serait pas lié & un probléme moteur.

6.1.2- Effet du vieillissement

Une analyse de I'effet du vieillissement a été réalisée uniquement pour la distance parcourue et la latence
d’atteinte de la plateforme, ainsi que pour la thigmotaxie qui sont les 3 paramétres-clés pour évaluer

I"apprentissage spatial des animaux.

L'’ANOVA a 3 facteurs (Age x Génotype x Jour) réalisée sur la distance parcourue pour atteindre la
plateforme lors de I'acquisition montre un effet significatif de I’Age (F2,135=4,02 ; p<0,05), du Génotype
(F2,135=4,78 ; p<0,01) et du Jour (Fse75=144,18 ; p<0,001). Ainsi, une augmentation globale de la distance
parcourue pour atteindre la plateforme est observée a I'dge de 18 mois par rapport a I'age de 2 mois
(p<0,05). Par ailleurs, les rats App”” parcourent une distance plus importante comparés aux App™~ (p<0,05).
L'effet du Jour indique, quant a lui, une diminution globale de la distance parcourue au cours des jours
d’apprentissage. Une interaction Jour x Age est également mise en évidence (Fi0,675=4,41 ; p<0,001). Cela
s’explique par une diminution de la distance parcourue au cours des jours pour les 3 ages étudiés, qui est
cependant moins importante a I'age de 18 mois. Une tendance a la significativité est observée pour
I'interaction Age x Génotype (Fs,135=2,02 ; p=0,095). Le test « post-hoc » indique que, uniquement a I'age
de 12 mois, les rats App”- parcourent une distance plus importante que les rats App*~ (p<0,05). Aucune

des interactions Jour x Génotype (F10,675=1,03) ou Jour x Age x Génotype (F20,675=1,25) n’est significative.

151



L'analyse réalisée pour la latence pour atteindre la plateforme montre également un effet de I'Age
(F2,135=13,15 ; p<0,001), du Génotype (F,135=3,57 ; p<0,05) et du Jour (Fs675=106,0 ; p<0,001). Ainsi, |'effet
de I’Age montre qu’a 18 mois I'ensemble des animaux met plus de temps a atteindre la plateforme
comparé a 2 et 12 mois (p<0,001). L’analyse « post-hoc » réalisée pour I'effet du Génotype ne met pas en
évidence de différence significative. L'effet du Jour traduit, comme observée pour la distance, une
diminution de la latence pour atteindre la plateforme au cours des jours d’apprentissage. Par ailleurs, les
interactions Jour x Age (Fi0,675=1,81 ; p=0,056) et Jour x Age x Génotype (F20,675=1,54 ; p=0,061) tendent a
étre significatives. La premiere indique une diminution de la latence pour atteindre la plateforme aux 3
ages étudiés, diminution qui tend cependant a étre moins importante a I’age de 18 mois. Plus précisément,
aucune diminution significative de la latence n’est observée chez les rats App** de 18 mois avant le 6°™

jour d’apprentissage (p<0,05 Jour 1 vs. Jour 6).

Concernant la thigmotaxie, '’ANOVA a 3 facteurs (Age x Génotype x Jour) montre un effet significatif de
I'Age (F2,135=3,89; p<0,05) et du Jour (Fses=87,31; p<0,001). L'effet de I’Age indique ainsi une
augmentation de la thigmotaxie chez les rats 4gés de 18 mois par rapport a I’dge de 2 mois (p<0,05). L'effet
du Jour traduit, comme pour les parameétres précédents, une diminution de la thigmotaxie au cours des
jours d’apprentissage. Les interactions Jour x Génotype (Fi0675=3,43 ; p<0,001) et Jour x Age x Génotype
(F20,675=2,05 ; p<0,01) sont également significatives. Ainsi, de maniére globale, les rats App”” font plus de
thigmotaxie au 1° jour d’apprentissage comparés aux autres génotypes (p<0,05). La diminution de la
thigmotaxie au cours des jours d’apprentissage est plus importante chez ces animaux. De facon plus
précise, une diminution plus importante de la thigmotaxie au cours des jours est observée chez les rats
App”~ 3 'dge de 12 mois. Ce résultat est retrouvé a I’dge de 18 mois chez les App”” et également chez les

rats App”".

En résumé, les analyses de I'effet du vieillissement réalisées pour ces différents paramétres montrent de
moins bonnes performances a I’dge de 18 mois comparés aux ages plus précoces. En effet, les animaux de
18 mois parcourent une distance plus importante et mettent plus de temps a atteindre la plateforme. De
plus, la diminution de ces 2 parameétres au cours des jours, traduisant un apprentissage, est moins
importante comparée aux ages de 2 et 12 mois. Les rats agés de 18 mois font également plus de
thigmotaxie. Cela pourrait traduire plus de difficultés a comprendre le principe de la tache ou a mettre en
place une stratégie efficace pour retrouver la plateforme. Ces observations sont en accord avec la
dégradation connue des performances des animaux avec I'dge (Harati et al. 2011; 2013). Par ailleurs,

I’absence d’APP impacte les performances des rats App” uniquement a I’age de 12 mois. A cet age, une
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augmentation de la distance parcourue est ainsi observée chez ces animaux comparés aux rats App™".
Cependant, I’évolution des performances des animaux au cours du vieillissement sont similaires entre les

génotypes.

6.2- Test de rappel

Afin d’évaluer la mémoire spatiale, un test de rappel est réalisé 24h aprées le dernier jour d’acquisition, en
I’'absence de plateforme. Le pourcentage de temps passé dans les différents quadrants et en particulier
dans le quadrant cible, c’est-a-dire la ou se trouvait la plateforme pendant I'acquisition, est mesuré. Le
nombre de croisements de I'annulus, zone virtuelle de 30cm de diameétre centrée sur la plateforme, est

également compté. Ce dernier est un indicateur de la précision du souvenir.

6.2.1- Analyse des résultats pour chaque age

Tout d’abord, concernant le pourcentage de temps passé dans les quadrants (Figure 54-A), les ANOVA a
2 facteurs (Génotype x Quadrant) montrent un effet significatif du Quadrant pour tous les ages (p<0,001,
a 2 mois F3,93=143,2 ; a 12 mois F3105s=52,21 ; a 18 mois F3207=50,62). Ainsi, I'ensemble des rats passent
significativement plus de temps dans le quadrant cible (QC), quadrant NO, comparé aux autres quadrants,
et ce pour les 3 ages étudiés (p<0,001). Aucun effet du Génotype (a 2 mois F23:=0,0006 ; a 12
mois F;,35=0,29 ; a 18 mois F,6=0,47) ou de l'interaction Génotype x Quadrant (a 2 mois Fs93=0,14 ; a 12
mois Fe10s=1,54 ; a 18 mois Fe207=0,77) ne sont observés. Par ailleurs, une comparaison a 25%,
correspondant au hasard, a été réalisée pour le QC. L’analyse du test t de Student montre que tous les rats
passent significativement plus de 25% de leur temps dans le QC. Ce résultat est observé pour tous les ages
étudiés (a 2 mois : p<0,001 pour App**, App*” et App”~; & 12 mois : p<0,001 pour App*’* et App”" ; p<0,01
pour App””; & 18 mois : p<0,01 pour App** et p<0,001 pour App*” et App”").

Concernant les croisements de I'annulus (Figure 54-B), les ANOVA a un facteur réalisées aux 3 ages ne
montrent pas d’effet significatif du Génotype (a 2 mois F;3:=1,53; a 12 mois F;35=2,04; a 18 mois
F2,60=0,18). Le nombre de croisements de I'annulus est donc comparable entre les génotypes, quel que soit

I'age étudié.

Nous pouvons donc conclure que I'ensemble des rats est capable de rappeler la localisation de la

plateforme aux 3 ages. Cela est visible par le fait qu’ils passent plus de 25% de leur temps dans le QC. Par
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ailleurs, I"absence d’APP n’impacte pas la précision du souvenir. Ainsi, les rats App™” et App”” ne présentent

pas de déficit de mémoire spatiale.
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Figure 54: Mémoire spatiale chez les rats App*~ et App”~ lors du test de rappel en piscine de Morris

(A) Pourcentage de temps passé dans les 4 quadrants lors du test de rappel. L'ensemble des rats passe
significativement plus de 25% de leur temps dans le quadrant NO, ou se trouvait la plateforme, aux 3 ages étudiés.
Aucun déficit de mémoire spatiale n’est donc observé chez les rats App*/ et App”~. (B) Nombre de croisements de
I’annulus lors du test de rappel. Aucune différence n’est observée entre les génotypes. Les rats App*- et App”” ne
présentent pas de différence dans la précision du souvenir. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.
Statistiques : ++ p<0,01 et +++ p<0,001 vs. hasard (25%).
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6.2.2- Effet du vieillissement

L’étude de I'effet du vieillissement réalisée pour le pourcentage de temps passé dans le QC montre un
effet de I’Age (ANOVA a 2 facteurs (Age x Génotype), F,,135=28,60 ; p<0,001). Cet effet s’explique par une
diminution du pourcentage de temps passé dans le QC avec I’age. Ainsi, de fagon globale, les rats passent
plus de temps dans le QC a I’dge de 2 mois comparé aux ages de 12 et 18 mois (p<0,001). C’est également
le cas a I'age de 12 mois, ol ils y passent plus de temps par rapport a I'age de 18 mois (p<0,05). L’effet du

Génotype (F2,135=0,27) et I'interaction Age x Génotype (Fs,135=1,48) ne sont pas significatifs.

De la méme fagon pour le nombre de croisements de I'annulus, ’ANOVA a 2 facteurs (Age x Génotype)
met en évidence un effet de I'Age (F,135=16,01; p<0,001). Ainsi, a 18 mois, les rats croisent
significativement moins I'emplacement de la plateforme comparés aux ages de 2 mois (p<0,001) et 12
mois (p<0,01). Aucune différence n’est observée pour I'effet du Génotype (F,,135=2,40) et pour I'interaction

Age x Génotype (F4,135=1,95).

En résumé, les résultats mettent en évidence une dégradation des performances avec |'age. En effet, a
I’'age de 18 mois, les animaux présentent des performances qui sont globalement moins bonnes
comparées aux précédents ages de |'étude. Par ailleurs, cette dégradation des performances n’est pas

influencée par I'absence d’APP.

6.3- Phase d’extinction

6.3.1- Analyse des résultats pour chaque age

Les capacités d’extinction des rats ont été évaluées sur les 2 jours suivants le test de rappel. Les rats
effectuent alors un unique essai de 1 min, dans les mémes conditions que le test de rappel, donc en

I’'absence de plateforme. Le temps passé dans le QC est alors évalué (Figure 55).
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Figure 55: Flexibilité comportementale des rats App*/~ et App”- lors de la phase d’extinction en piscine
de Morris

Représentation du pourcentage de temps passé dans le QC, ou se trouvait la plateforme auparavant (quadrant NO),
pour le test de rappel (Probe), le premier (Ext 1) et deuxiéme (Ext 2) jour d’extinction. A I'dge de 2 mois, une
diminution du temps passé dans le QC est observée au cours des jours pour I'ensemble des animaux, ce qui traduit
une extinction du souvenir spatial. Cette diminution n’est pas retrouvée chez les App*- et App”- a I’age de 12 mois.
IIs présentent donc un déficit d’extinction. A I'age de 18 mois, aucun processus d’extinction n’est observé chez les 3
génotypes. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type. Statistiques : comparaison au hasard (25%) : *
p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001 pour les App*’* ; # p<0,05, ## p<0,01 et ### p<0,001 pour les App*/ ; + p<0,05, ++
p<0,01 et +++ p<0,001 vs. App™".

Pour la cohorte de 2 mois, la comparaison du temps passé dans le QC a 25% montre que tous les rats y
passent significativement plus de 25% de leur temps que ce soit au jour 1 d’extinction (test t de Student,
p<0,001 pour App™*, App*”~ et App”") ou au jour 2 (p<0,05 pour App** ; p<0,01 pour App* ; p<0,001 pour
App”°). De plus, TANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met en évidence un effet significatif du Jour
(F2,62=15,17 ; p<0,001) alors qu’aucun effet n’est observé pour le Génotype (F,31=0,27), pas plus que pour
I'interaction Génotype x Jour (F46,=0,27). L'effet du jour s’explique par une diminution du temps passé
dans le QC au cours des jours d’extinction. Cette diminution est attendue puisqu’elle est le témoin d’une
extinction du souvenir spatial. En effet, les rats apprennent que la plateforme n’est plus présente dans le
QC et vont la chercher dans les autres quadrants. Ainsi, bien que le temps passé dans le QC reste
significativement supérieur a 25%, le fait qu’il diminue au cours des jours indique la mise en place d’un
processus d’extinction. L'ensemble des rats est donc capable de mettre en place un nouvel apprentissage,

ils ne présentent pas de déficit d’extinction.

A I'age de 12 mois, le test t de Student montre que I'ensemble des rats passent significativement plus de

25% de leur temps dans le QC lors du jour 1 d’extinction (p<0,01 pour App** et App* ; p<0,001 pour App’
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/). En revanche, lors du 2™ jour d’extinction, les rats App™* ne passent pas significativement plus de 25%
de leur temps dans le QC (p=0,64). Cela n’est pas observé pour les rats App™” et App”" qui continuent a
passer plus de 25% de leur temps dans le QC au 2™ jour d’extinction (p<0,05). Par ailleurs, ’ANOVA a 2
facteurs (Génotype x Jour) montre un effet significatif du Jour (F»70=18,11 ; p<0,001). De maniere globale,
une diminution du temps passé dans le QC est observée au cours des jours d’extinction. Une interaction
significative Génotype x Jour est également observée (F470=4,12, p<0,01). Le test « post-hoc » révele ainsi
une diminution du temps passé dans le QC au cours des jours chez les App**, diminution qui n’est pas
retrouvée chez les rats App*” et App”". Aucun effet du Génotype n’est mis en évidence (F,35=0,096). Ces
résultats montrent donc une extinction chez les rats App**. En effet, chez ces derniers une diminution du
temps passé dans la QC est observée. Cela signifie donc qu’ils ont appris que la plateforme n’était plus
dans ce quadrant et qu’ils vont la chercher ailleurs. De plus, au jour 2 d’extinction, les App™* ne passent
pas significativement plus de 25% de leur temps dans le QC ce qui confirme la présence d’'un mécanisme
d’extinction chez ces animaux. En revanche, cette diminution n’est pas retrouvée chez les rats App*” et
App”- qui persistent a chercher la plateforme dans le QC. Ces animaux présentent donc un déficit

d’extinction, qui pourrait correspondre a de la persévérance.

Pour la cohorte de 18 mois, le test t de Student indique que tous les rats passent significativement plus de
25% de leur temps dans le QC que ce soit au jour 1 d’extinction (p<0,05 pour App*’* ; p<0,01 pour App*”
et p<0,001 pour App”’), ou au jour 2 (p<0,01 pour App*’* et App”" ; p<0,05 pour App*/). De plus, un effet
du Jour est mis en évidence pour 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour, effet du Jour F;135=7,32;
p<0,001). Cet effet traduit une réduction du temps passé dans le QC entre le test de rappel et les 2 jours
d’extinction (p<0,01 vs. Jour 1 d’extinction; p<0,001 vs. Jour 2 d’extinction). En revanche, aucune
différence n’est observée entre les 2 jours d’extinction. Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure que
I’'ensemble des animaux présente un déficit d’extinction a I'age de 18 mois. En effet, il n'y a pas de réelle
diminution du temps passé dans le QC au cours de la phase d’extinction. Par ailleurs, I'ensemble des
animaux persistent a chercher la plateforme dans le QC en y passant plus de 25% de leur temps aux 2 jours

d’extinction.

En conclusion, nous observons, chez les rats App™” et App”", 'apparition d’un déficit d’extinction avec I'age,
qui apparait a I'age de 12 mois. Par ailleurs, au stade plus avancé de 18 mois, la dégradation des
performances des rats App**, du fait du vieillissement, induit chez ces derniers un déficit d’extinction. Les

performances des 3 groupes génétiques sont alors similaires.
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6.3.2- Effet du vieillissement

L'’ANOVA a 3 facteurs (Age x Génotype x Jour) réalisée pour le pourcentage de temps passé dans le QC au
cours de I'extinction montre un effet significatif de I’Age (F2,135=25,94 ; p<0,001) et du Jour (F,270=44,58 ;
p<0,001). L'effet de I’Age indique que les rats agés de 2 mois passent significativement plus de temps dans
le QC comparés aux ages de 12 et 18 mois (p<0,001). Globalement, une diminution du temps passé dans
ce quadrant est observée au cours des jours d’extinction. Par ailleurs, I’analyse met également en évidence
des interactions significatives Jour x Age (Fs270=4,64 ; p<0,01) et Jour x Age x Génotype (Fs270=2,32;
p<0,05). La premiere interaction montre une diminution du pourcentage de temps passé dans le QC au
cours des jours a I’dge de 2 et 12 mois. Cette diminution est visible entre le test de rappel et les 2 jours
d’extinction, mais également entre le 1¢" et 2™ jour d’extinction. En revanche, pour les animaux agés de
18 mois, une diminution significative est observée uniquement entre le test de rappel et les 2 jours
d’extinction, il n’y a pas de différence entre le 1°" et le 2™ jour d’extinction. De fagon plus précise,
I'interaction Jour x Age x Génotype indique que des I'dge de 12 mois, aucune diminution du temps passé
dans le QC n’est observée chez les rats App™” et App”". Cette absence de diminution du temps passé dans

le QC n’apparait qu’a I'dge de 18 mois chez les rats App**.

En conclusion, ces résultats viennent confirmer les observations faites pour chaque age séparément. Ainsi,
le déficit d’extinction apparait de facon plus précoce chez les rats App*” et App”, visible dés 12 mois,

comparés aux rats App**, chez lesquels le déficit n’est visible qu’a I’Age de 18 mois.

7- Double H

Comme pour la piscine de Morris, le test du DH est un test aquatique permettant d’évaluer I'apprentissage
spatial et la mémoire spatiale, ainsi que la flexibilité comportementale. L’avantage de ce test est qu’il
permet d’étudier la stratégie mise en place par les animaux pour retrouver la plateforme. A noter que
pour des raisons techniques, les résultats du DH pour la cohorte de 18 mois ont été analysés uniqguement

pour le second groupe.
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7.1- Phase d’acquisition
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Figure 56: Apprentissage spatial chez les rats App*™- et App”- lors du test du Double H

(A) Latence pour atteindre la plateforme lors de la phase d’acquisition. Une diminution de la latence au cours des
jours est observée chez I'ensemble des animaux aux 3 ages étudiés. A I’age de 18 mois, les rats App*/* présentent de
moins bonnes performances, ils mettent ainsi plus de temps a atteindre la plateforme comparés aux App*~ et App””
. (B) Nombre total d’erreurs. Aucune différence significative n’est observée entre les génotypes quel que soit I'dge
étudié. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type. Statistiques : * p<0,05 et ** p<0,01 App”~ vs. App™’* ; #
p<0,05 App*"* vs. App*-.

La phase d’acquisition se découpe en 3 phases de 2 jours comportant chacun 4 essais. Entre chacune de

ces phases, un test de rappel est réalisé. Afin d’évaluer I'apprentissage, la latence pour atteindre la
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plateforme ainsi que le nombre d’erreurs sont évalués. Une erreur est comptée a chaque fois qu’un rat

rentre dans un bras autre que ceux permettant d’accéder directement a la plateforme.

L’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) réalisée pour la latence d’atteinte de la plateforme (Figure 56-A)
indique un effet significatif du Jour, quel que soit I'dge étudié (p<0,001 ; a 2 mois Fs150=1,67 ; a 12 mois
Fs,175=55,23 ; a 18 mois Fs,150=56,75). Cela s’explique par une diminution de la latence pour atteindre la
plateforme au cours des jours, ce qui traduit un apprentissage. Par ailleurs, a I'age de 2 mois aucun effet
du Génotype (F,30=0,40), ni d’interaction Génotype x Jour (Fi0150=1,67) ne sont mis en évidence.
L’'ensemble des rats apprennent donc de facon similaire. A I'dge de 12 mois, aucun effet significatif du
Génotype n’est observé (F;3s=2,71). En revanche l'interaction Génotype x Jour tend a étre significative
(F10,175=1,86 ; p=0,055). L’analyse « post-hoc » indique ainsi que, lors du second jour d’acquisition, les rats
App** mettent significativement plus de temps a atteindre la plateforme comparativement aux App”
(p<0,05). Enfin a I'dge de 18 mois, 'ANOVA a 2 facteurs indique un effet significatif du Génotype
(F2,30=6,79 ; p<0,01) et une tendance a la significativité pour l'interaction Génotype x Jour (Fig,150=1,69 ;
p=0,088). Les rats App** mettent globalement plus de temps a atteindre la plateforme comparativement
aux App™”" (p<0,05) et App” (p<0,01). lls présentent donc de moins bonnes performances. Plus
particulierement, cette augmentation de la latence chez les rats App** est observée aux 1° (p<0,05 vs.

App* et p<0,01 vs. App”") et 5™ jours d’acquisition (p<0,05 vs. App™” et p<0,01 vs. App”").

Concernant le nombre d’erreurs (Figure 56-B), 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met également en
évidence un effet significatif du Jour, quel que soit I'age des animaux (p<0,001 ; a 2 mois Fs150=39,25 ; a
12 mois Fs175=33,74 ; a 18 mois Fs,150=31,88). Le nombre d’erreurs commises par les rats diminue au cours
des jours d’apprentissage. Par ailleurs, pour les 3 groupes d’age, aucun effet du Génotype n’est observé
(2 2 mois F2,30=0,71; a 12 mois F,35=1,81 ; a 18 mois F,,30=0,60). Pour ce qui est de 'interaction Génotype
x Jour, elle n’est pas significative a I'dge de 2 mois (F10,150=1,067) et tend a I’étre pour la cohorte de 12 mois
(F10175=1,76 ; p=0,071). Pour cette derniére, le test « post-hoc» montre que les rats App** font
significativement moins d’erreurs que les App”~ lors du 1°" jour d’acquisition (p<0,05). A I’Age de 18 mois,
I’ANOVA a 2 facteurs indique une interaction Génotype x Jour (F10,150=3,70 ; p<0,001). Ainsi, les rats App”"

commettent significativement plus d’erreurs que les rats App** lors du 2°™ jour d’apprentissage (p<0,01).

En conclusion, une diminution de la latence et du nombre d’erreurs est observée au cours des jours
d’apprentissage pour I’ensemble des animaux. Ainsi, tous les rats sont capables d’apprendre la localisation
de la plateforme. Par ailleurs, I'absence d’APP n’impacte pas les performances des animaux. En effet,

seules des variations ponctuelles du nombre d’erreurs sont observées chez les rats App™".
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7.2- Tests de rappel

Lors des tests de rappel, les rats effectuent un unique essai d’'une durée maximale de 1 min en |'absence
de plateforme. Le 1°" bras visité est alors relevé. Il permet de déterminer la premiére stratégie mise en
place par les rats pour retrouver la plateforme. Trois groupes sont définis en fonction du bras
visité (Figure 57) : un groupe « Stratégie allocentrique » lorsque les rats vont directement dans le bras ou
se trouvait la plateforme au cours de I'acquisition, soit dans le bras NE. Ces rats se sont donc basés sur les
indices allothétiques présents dans la pieéce pour retrouver la plateforme. Ensuite, le groupe « Stratégie
égocentrique » lorsque les rats sont rentrés dans le bras N. lls ont alors reproduit I'une des séquences de
mouvements apprises lors de la phase d’acquisition, soit Droite-Gauche. Enfin, un groupe « Autres »
lorsque les rats entrent en 1°" dans un bras autre que les bras NE et N. Par ailleurs, le temps passé dans les

bras N et NE est également évalué.

Stratégie Allocentrique Stratégie Egocentrique
NO N NE NO N NE
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Figure 57: Stratégies pouvant étre utilisées lors des tests de rappel dans le test du Double H

Lors des tests de rappel, les rats sont lachés a I'extrémité du bras SO. L’accés au bras NO est bloqué par une porte
guillotine transparente. Le premier bras visité par I'animal permet de déterminer la stratégie mise en place pour
retrouver la localisation de la plateforme. La stratégie allocentrique est basée sur l'utilisation des indices
allothétiques présents dans la piece. Les rats qui utilisent cette stratégie vont directement dans le bras NE ou se
trouvait la plateforme. En revanche, les rats qui utilisent une stratégie égocentrique se basent sur une séquence de
mouvements qu’ils ont apprise pendant I'entrainement. Les 2 séquences apprises au cours de |'acquisition sont :
tourner a droite, puis a gauche lorsque le point de lacher est le bras S, ou tourner deux fois a gauche lorsque le point
de lacher est le bras N. Les rats étant lachés dans le bras SO lors des tests de rappel, la seule séquence qu’ils peuvent
reproduire est donc tourner a droite puis a gauche. Ainsi, les rats qui utilisent une stratégie égocentrique en premiére
approche vont rentrer dans le bras N.
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7.2.1- Analyse des résultats a I’age de 2 mois
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Figure 58: Capacités de rappel de 'emplacement de la plateforme chez les rats App*/- et App”- a 'age
de 2 mois lors du test du Double H

(A) Analyse du premier bras visité par les animaux lors du test de rappel. Le premier bras visité nous permet de
déterminer la premiére stratégie mise en place par les rats pour retrouver la plateforme. Les rats App*™* et App”-
utilisent principalement une stratégie égocentrique alors que les rats App*~ utilisent davantage une stratégie
allocentrique. (B) Temps passé dans le bras N lors du test de rappel. Pour tous les tests de rappel, I'ensemble des rats
ne passent pas significativement plus de 8,2s (hasard) dans le bras N. (C) Temps passé dans le bras NE lors du test de
rappel. Les rats App*’* et App*- passent plus de 8,2s dans le bras NE lors du rappel 3, ils sont donc capables de rappeler
la localisation de la plateforme aussi d’un point de vue allocentrique. Cela signifie donc que les rats App** et App”-
sont capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique. Les rats App*/ ne sont pas
capables de rappeler la localisation de la plateforme. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.
Statistiques : # p<0,05 vs. App™*, + p<0,05 et ++ p<0,01 vs. hasard (8,2s).

L’analyse de la premiére stratégie (Figure 58-A) mise en place par les rats montre que les rats App** et
App”~ utilisent principalement une stratégie égocentrique. Cela est vrai dés le premier test de rappel pour
les rats App”", alors que les rats App** utilisent principalement cette stratégie a partir du 2°™ test de
rappel. A I'inverse, a partir du second test de rappel, les rats App*~ utilisent principalement une stratégie

allocentrique. Ces rats vont donc directement dans le bras NE ou se trouvait la plateforme auparavant.

Concernant le temps passé dans le bras N (Figure 58-B), ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Rappel) ne met

pas en évidence d’effet du Génotype (F,,30=0,64), du Rappel (F2,60=0,44) ou d’interaction Génotype x Rappel
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(F460=1,13). De plus, le test t de Student utilisé pour comparer le temps moyen passé dans les bras au
hasard (8,2s), montre que, pour tous les tests de rappel, aucun des groupes ne passe significativement
plus de 25% du temps dans le bras N. Pour le temps passé dans le bras NE (Figure 58-C), soit dans le bras
cible, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Rappel) indique un effet du Rappel (F.60=3,47 ; p<0,05). De
maniére générale, les rats passent significativement plus de temps dans le bras NE lors du 3™ test de
rappel comparé au 1° (p<0,05). Aucun effet du Génotype (F,,30=1,08) ou de I'interaction Génotype x Rappel
(F460=1,12) n’est observé. De plus, le test t de Student montre que les rats App™* et App”" passent
significativement plus de 8,2s dans le bras NE lors du 3™ test de rappel (p<0,05). Ces rats sont donc

capables de rappeler la localisation de la plateforme lors du 3™ test de rappel.

En résumé, bien que les rats App*/* et App”” utilisent en premiére approche une stratégie égocentrique,
au bout du 3%™ test de rappel, ils sont capables de rappeler la localisation de la plateforme. En effet, ces
rats passent significativement plus de temps que le hasard dans le bras NE, ce qui n’est pas le cas dans le
bras N. Cela signifie donc qu’ils sont capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie
allocentrique leur permettant de retrouver la localisation de la plateforme, ce qui est traduit dans leur
insistance a visiter davantage ce bras. En revanche, pour les rats App*”, bien qu’ils utilisent principalement
une stratégie allocentrique en premiere approche, ils ne passent pas significativement plus de 8,2s dans

le bras NE. IIs ne semblent donc pas capables de rappeler la localisation de la plateforme.

7.2.2- Analyse des résultats a I’age de 12 mois

Tout d’abord, concernant la premiére stratégie (Figure 59-A) mise en place par les rats, on constate que,
pour les 3 groupes génétiques, la stratégie principalement utilisée est la stratégie égocentrique. Cela est
valable pour tous les tests de rappel, a I'exception du premier test de rappel pour les App*”* qui utilisent

dans les mémes proportions les 3 stratégies.

Concernant le temps passé dans le bras N (Figure 59-B), ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Rappel) montre
un effet significatif du Rappel (F2,70=6,57 ; p<0,01). Les rats passent ainsi significativement plus de temps
dans le bras N aux 2°™ et 3°™ tests de rappel comparés au premier (p<0,01 et p<0,05, respectivement).
Aucun effet du Génotype (F2,35=0,66) ou de I'interaction Génotype x Rappel (F4,70=0,24) n’est observé. Par
ailleurs, les rats App* passent significativement plus de 8,2s dans le bras N lors du 2°™ test de rappel
(p<0,01). Ensuite, pour le temps passé dans le bras NE (Figure 59-C), 'ANOVA a 2 facteurs montre une
tendance a la significativité pour I'effet du Rappel (F,70=3,03 ; p=0,055). Le test « post-hoc » indique que

les rats passent significativement plus de temps dans le bras NE lors du 3™ test de rappel comparé au
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2%™¢ (p<0,05). Comme précédemment, I'effet du Génotype (F2,35=2,03) et I'interaction Génotype x Rappel
(F4,70=0,28) ne sont pas significatifs. De plus, les rats App** passent significativement plus de 8,2s dans ce
bras lors du 3™ test de rappel (test t de Student, p<0,001). Une différence significative par rapport a 8,2s
est également observée pour les rats App”-lors du 1% test de rappel (p<0,05). En d’autres termes, les rats
App** sont capables de rappeler la localisation de la plateforme lors du 3™ test de rappel, alors que les

rats App”-la rappellent lors du 1°" test de rappel mais plus par la suite.
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Figure 59: Capacités de rappel de I’'emplacement de la plateforme chez les rats App*- et App”- a I'age
de 12 mois lors du test du Double H
(A) Analyse du premier bras visité par les animaux lors du test de rappel. Le premier bras visité nous permet de
déterminer la premiére stratégie mise en place par les rats pour retrouver la plateforme. L’'ensemble des rats utilisent
principalement une stratégie égocentrique. (B) Temps passé dans le bras N lors du test de rappel. Seuls les rats App*”
passent plus de 8,2s dans le bras N lors du second test de rappel. (C) Temps passé dans le bras NE lors du test de
rappel. Les rats App*™* sont capables de rappeler la localisation de la plateforme lors du 3™ test de rappel, alors que
les rats App”- n’en sont capables que lors du 1°" test de rappel. En effet, lors de ces tests de rappel, ils passent plus
de 8,2 s dans le bras NE ou se trouvait la plateforme auparavant. Ce n’est pas le cas des rats App*/” qui ne sont pas
capables de rappeler la localisation de la plateforme. Ainsi, les rats App™- et App” ne passent pas d’une stratégie
égocentrique a une stratégie allocentrique, seule stratégie leur permettant de rappeler la localisation de la
plateforme. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : + p<0,05 et ++ p<0,01 vs. hasard
(8,2s).

En conclusion, bien que les rats App™* utilisent en premiére approche principalement une stratégie

égocentrique, ils sont ensuite capables d’utiliser une stratégie allocentrique. En effet, cela est visible lors
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du 3°™ test de rappel pour lequel les rats App** insistent dans le bras NE ou se trouvait la plateforme
auparavant. Contrairement a ces derniers, les rats App” et App” ne sont pas capables de rappeler la
localisation de la plateforme au 3°™ rappel. En effet, ils n’insistent pas dans le bras NE, ils ne sont donc

pas capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique.

7.2.3- Analyse des résultats a I’age de 18 mois

L'analyse de la premiére stratégie (Figure 60-A) mise en ceuvre par les rats montre que, lors du 1°" test de
rappel, la stratégie allocentrique est principalement utilisée par tous les génotypes. A partir du second test

de rappel, c’est la stratégie égocentrique qui devient majoritaire.

L'’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Rappel) réalisée pour le temps passé dans le bras N (Figure 60-B)
indique un effet significatif du Rappel (F260=14,23; p<0,001). Globalement, les rats passent
significativement plus de temps dans ce bras lors des 2™ et 3°™ tests de rappel comparés au 1°" (p<0,001).
Aucun effet du Génotype (F,,30=0,60) ou de I'interaction Génotype x Rappel (Fs60=1,53) n’est observé. De
plus, le test t de Student montre que les rats App”” passent significativement plus de 8,2s de leur temps
dans le bras N lors des 2 derniers tests de rappel (p<0,05). Enfin, ’ANOVA a 2 facteurs réalisée pour le
temps passé dans le bras NE (Figure 60-C) ne met pas en évidence d’effet du Génotype (F2,30=0,21), du
Rappel (F2,60=1,37), ni d’interaction Génotype x Rappel (Fs,60=1,93). Par ailleurs, le test t de Student indique
que les rats App*™* et App*” passent significativement plus de 8,2s de leur temps dans le bras NE lors du 1¢
test de rappel (p<0,01 et p<0,05, respectivement). Cela est également le cas lors du second test de rappel
pour les rats App*” (p<0,05). Enfin, c’est seulement lors du 3°™ test de rappel que les rats App”” passent

significativement plus de 8,2s dans le bras NE (p<0,01).

En résumé, a 'exception du 1° test de rappel, les rats App*/* ne sont pas capables de rappeler la localisation
de la plateforme. En effet, ils ne passent pas significativement plus de temps que le hasard dans le bras NE
lors des deux derniers tests de rappel. Concernant les rats App™", lors des deux premiers tests de rappel,
ils passent significativement plus de 8,2s dans le bras NE et sont capables de rappeler la localisation de la
plateforme. Par ailleurs, lors du second rappel, ces rats utilisent principalement la stratégie égocentrique,
ils sont donc capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique, ce qui
transparait dans leur insistance a explorer le bras NE. Cependant, lors du 3°™ test de rappel, ils ne sont

plus capables de rappeler la localisation de la plateforme. Enfin, pour les rats App”, bien qu’ils insistent
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dans le bras NE lors du 3°™ test de rappel, ils passent aussi significativement plus de 8,2s dans le bras N.

lls ne sont donc pas capables de rappeler la localisation de la plateforme.
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Figure 60: Capacités de rappel de 'emplacement de la plateforme chez les rats App*- et App”- a I'age
de 18 mois lors du test du Double H

(A) Analyse du premier bras visité par les animaux lors du test de rappel. Le premier bras visité nous permet de
déterminer la premiéere stratégie mise en place par les rats pour retrouver la plateforme. Lors du 1*" test de rappel,
I’'ensemble des rats utilisent principalement la stratégie allocentrique. Pour les tests de rappel suivants, la stratégie
égocentrique est principalement utilisée. (B) Temps passé dans le bras N lors du test de rappel. Les rats App”” passent
plus de 8,2s dans le bras N lors des deux derniers tests de rappel. (C) Temps passé dans le bras NE lors du test de
rappel. Les rats App*/* sont capables de rappeler la localisation de la plateforme uniquement lors du 1°" test de rappel.
En effet, ils passent plus de 8,2s dans le bras NE uniquement lors de ce test de rappel. Les rats App*/ sont, quant a
eux, capables de rappeler la localisation de la plateforme lors de deux premiers tests de rappel. Enfin, bien que les
rats App”- passent plus de 8,2s dans le bras NE lors du dernier test de rappel, ils insistent également dans le bras N.
Ces rats ne sont donc pas capables de rappeler la localisation de la plateforme. Les valeurs représentent des
moyennes t erreur-type. Statistiques : + p<0,05, ++ p<0,01 et +++ p<0,001 vs. hasard (8,2s).

7.2.4- Conclusion

Les résultats obtenus avec le test du Double H ne permettent pas d’émettre de conclusion. En effet, bien
que I'ensemble des rats soit capable d’apprendre la localisation de la plateforme lors de la phase
d’acquisition, et ce quel que soit I’age, les résultats obtenus lors des tests de rappel sont incohérents entre
les différents ages étudiés. En effet, une amélioration des performances des rats App** est observée avec

I’age, visible par une augmentation du temps passé dans le bras NE ol se trouvait la plateforme pendant

166



I'apprentissage. Par ailleurs, pour les rats App™-, alors qu’ils n’étaient pas capables de rappeler la
localisation de la plateforme aux ages de 2 et 12 mois, ils en sont capables lors des 2 premiers tests de
rappel a I'dge de 18 mois. Enfin, pour les rats App”", a I’dge de 2 mois il faut attendre le 3™ test de rappel
pour gu’ils soient capables de rappeler la localisation de la plateforme. En revanche, a I'age de 12 mois, ils
en sont capables dées le 1°" test de rappel. Ces incohérences seront reprises plus en détails dans la partie

Discussion. Au vu de ces résultats, aucune analyse de I'effet du vieillissement n’a été réalisée pour ce test.

8- Masse cérébrale

Lors des mises a mort, la masse cérébrale a été évaluée chez les animaux sélectionnés pour les analyses
moléculaires (Figure 61). Les effectifs pour chaque groupe d’age sont les suivants, pour la cohorte 2 mois :
n=7 pour les App™* et App*/~ ; n=6 pour les App”"; pour la cohorte 12 mois : n=6 pour les App*™* ; n=7 pour
les App*” et n=5 pour les App””; pour la cohorte 18 mois : n=10 pour les App*/* et App*~ et n=12 pour les
App”". UANOVA 3 un facteur réalisée pour chaque age met en évidence un effet significatif du Génotype
(a 2 mois F,17=9,02 - p<0,01 ; a 12 mois F;,15=24,41 - p<0,001 ; a 18 mois F;,29=26,5 - p<0,001). Les rats App’
/- possédent un cerveau significativement plus léger comparés aux App™* (p<0,01 & 2 mois ; p<0,001 & 12
et 18 mois) et App™” (p<0,05 a 2 mois ; p<0,001 & 12 et 18 mois). Ainsi, une réduction de 9 & 10% est

observée par rapport aux rats App** (9,3% a 2 mois ; 10,2% a 12 mois et 9,6% a 18 mois).

De plus, ANOVA a 2 facteurs (Age x Génotype) réalisée pour étudier I’effet du vieillissement, montre un
effet significatif de I’Age (F.,6:=18,67 ; p<0,001) et du Génotype (F,,3:=43,52 ; p<0,001). L'interaction Age x
Génotype n’est pas significative (F4,61=1,20). La masse cérébrale augmente avec |'adge. En effet, a 18 mois,
la masse cérébrale est plus importante que celle mesurée aux ages de 2 et 12 mois (p<0,001). L’effet du
Génotype récapitule les observations faites a partir des ANOVA a un facteur, soit une réduction globale de

la masse cérébrale chez les rats App”” comparés aux rats App™* et App* (p<0,001).

167



Age Genotype

307 30 EEE 30
2 251 +++ o5 fff
£ 20 2,0
2 15 1,5
—_ = 10 1,0
2 25 | 2 05- 05
=R WS 1 M e o
D Age (months)
2
=
© 2,0
| .
& o o2
*% dedeke $%%
od $$$
O App™ - App™ @ App™”
0,0 T T 1
2 12 18

Age (months)

Figure 61: Evolution de la masse cérébrale chez les rats App*- et App”-

Les rats App”- présentent une masse cérébrale inférieure 3 celle des rats App*/* et App*-. Cette réduction est visible
aux 3 ages étudiés, elle est de I'ordre de 9 & 10% comparé aux App**. Par ailleurs, de maniére globale, la masse
cérébrale est plus importante a I'age de 18 mois. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques :
** n<0,01 et *** p<0,001 vs. App*'* ; S p<0,05 et SSS p<0,001 vs. App*- ; +++ p<0,001 vs. 2 mois ; £££ p<0,001 vs. 12
mois.

9- Conclusion

Les résultats de I’étude réalisée sur les rats App” et App”” sont synthétisés dans le Tableau 12. Cette étude
a permis de mettre en évidence une réduction de la masse corporelle et de la masse cérébrale chez les
rats App”” aux 3 ages étudiés. Par ailleurs, il n’y a pas de différence du niveau d’anxiété chez les rats App*
et App” quel que soit I’age étudié. En effet, aucune différence n’est observée entre les génotypes que ce
soit pour I'indice d’anxiété dans le labyrinthe en croix surélevé ou pour le temps passé a la périphérie vs.
le centre de I'aréne dans le test du champ ouvert. De plus, a I’dge de 2 mois les rats App” apparaissent
plus actifs. En effet, dans le labyrinthe en croix surélevé, ils présentent un nombre plus important d’entrées
dans les bras. lls ont également une activité locomotrice plus élevée lors de la phase nocturne du test de
I'activité circadienne et parcourent une distance plus importante dans le test du champ ouvert. Cette
augmentation d’activité est également observée chez les rats App™", mais uniquement dans les tests de
I’activité circadienne et du champ ouvert. Par ailleurs, ces différences ne sont pas retrouvées aux ages de

12 et 18 mois pour les rats App”, cependant les rats App* de 12 mois parcourent une distance plus
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importante dans le champ ouvert. Concernant la coordination sensorimotrice évaluée par le test de la
barre, aucune différence n’est observée entre les génotypes aux ages de 2 et 12 mois. Les rats App” et
App”” ne présentent donc pas d’altération de leur coordination sensorimotrice. A I'dge de 18 mois, les rats
App”” présentent de moins bonnes performances que les rats App™* qui pourraient attester d’une moins

bonne coordination sensorimotrice, cependant la variabilité interindividuelle est importante.

Le test de la piscine de Morris a permis de mettre en évidence un retard d’apprentissage spatial chez les
rats App”” a I’age de 12 mois. Ce dernier n’est pas visible a I’age de 2 mois, I’APP serait donc importante
pour le maintien des capacités d’apprentissage spatial. Par ailleurs, ce retard d’apprentissage n’est plus
visible a I’dge de 18 mois probablement lié a une dégradation des performances des animaux controles
(App™*) avec I’age. Du fait de cette dégradation, les éventuels changements subtils liés a I’absence d’APP
pourraient ne pas étre visibles. De plus, aucun déficit de mémoire spatiale n’est observé. En effet,
I’ensemble des rats est capable de rappeler la localisation de la plateforme lors du test de rappel et ce aux
3 4ges étudiés. Enfin, un déficit d’extinction est mis en évidence a I’age de 12 mois chez les rats App™” et
App”” qui pourrait étre le reflet d’un déficit de flexibilité comportementale. De plus, pour la cohorte de 18
mois, aucun processus d’extinction n’est observé y compris chez les rats App**. Enfin, pour le test du

Double H, les résultats obtenus ne permettent pas d’émettre de conclusion.

L'analyse de l'effet du vieillissement a montré uniquement une apparition plus précoce du déficit
d’extinction en I'absence d’APP. En effet, ce déficit n’est visible qu’a I’age de 18 mois chez les rats App™*.
Pour les autres tests comportementaux, I'absence d’APP n’influence pas I'évolution des différents

paramétres étudiés au cours du vieillissement des animaux.

Globalement, les déficits comportementaux relevés sont, lorsqu’ils sont significatifs, relativement faibles.
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2 mois 12 mois 18 mois
App*- App”" App*- App”- App*- App”-
@ 9 sem
Corporelle 1) N 11 sem 0] N (14,4%) ()] N (12,7%)
Masse (9,3%)
Cérébrale )] N (9,3%) (1)} N (10,2%) (1)} N (9,6%)
Labyrinthe en Activité @ % @ @
croix surélevé Anxiété [0} ) )
Activité circadienne 7 phase nocturne 1)) 1))
Champ Activité A A (1)} 1))
ouvert Anxiété 1)) [1)]
Test de la barre (1)} 1) 1) N
Acquisition [1)] (1)} N (1)}
Piscine de Rappel [0} ) )
Morris
Extinction [1)] N ~
X
(présent aussi chez App**)
Acquisition 1) @ [0}
Double H
Rappel N 1) N Pas de conclusion possible
Effet vieillissement Apparition plus précoce du déficit d’extinction chez les App*~ et App”

Tableau 12: Synthése des résultats de I’étude comportementale réalisée chez les rats App*- et App”
\ et 7, indique respectivement une diminution et une augmentation par rapport aux App** ; @, indique une absence
de différence avec les App**.

llI- Analyses histologiques

Suite a la mise en évidence d’une réduction de la masse cérébrale chez les rats App”", nous avons voulu
savoir si cette réduction affectait toutes les structures cérébrales de fagon similaire ou si elle affectait
seulement certaines structures, ou certaines de facon plus marquée que d’autres. Pour ce faire, nous
avons, dans un premier temps, réalisé des mesures de volume cérébral. Ces analyses ont été réalisées sur

les cerveaux perfusés de la cohorte de 12 mois.

1- Mesures de volumes de différentes régions cérébrales

Pour ces mesures, nous nous sommes focalisés sur I"hippocampe dorsal et le cortex préfrontal médian,

deux structures jouant un réle-clé dans la mémoire. Par ailleurs, pour chacune de ses structures, le volume
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de leurs différentes sous-régions a été étudié. Le nombre d’animaux utilisé par condition génétique est le

suivant : n=6 pour les App*’* ; n=5 pour le CPFm et 6 pour I’hippocampe pour les App*” et n=6 pour les App"
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Figure 62: Volume des sous-régions du cortex préfrontal médian et de I’hippocampe dorsal chez la
cohorte de 12 mois

(A) Cortex préfrontal médian dans sa globalité. (B) Différentes sous-régions du CPFm. Ce dernier se compose du
cortex infralimbique (IL), du cortex prélimbique (PrL) et du cortex cingulaire (Cg). (C) Hippocampe dorsal dans sa
globalité. (D) Différentes sous-régions de |’hippocampe dorsal. Ce dernier se compose des Corne d’Ammon 1,2 et 3
(CA1, CA2, CA3) et du gyrus denté (DG). Pour le CPFm, I'hippocampe dorsal et leurs sous-régions, aucune différence
n’est observée entre les génotypes. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.

Le CPFm peut étre divisé en 3 sous-régions : le cortex infralimbique, le cortex prélimbique et le cortex
cingulaire. Si I'on s’intéresse d’abord au CPFm dans sa globalité (Figure 62-A), 'ANOVA a un facteur ne
montre pas d’effet significatif du Génotype (F214=0,37). De la méme fagon, les ANOVA a un facteur

réalisées pour chaque sous-région ne mettent pas en évidence d’effet significatif du Génotype (Figure 62-
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B) (F2,14=0,26 pour le cortex infralimbique ; F,14=0,20 pour le cortex prélimbique ; F»,14=0,75 pour le cortex

cingulaire).

Concernant I’hippocampe dorsal, il se découpe en 4 sous-régions : les Cornes d’Ammon 1, 2 et 3, notées
CA1, CA2 et CA3, et le gyrus denté. Pour I’hippocampe dorsal dans sa globalité (Figure 62-C), 'ANOVA a
un facteur ne montre pas d’effet significatif du Génotype (F,,15=1,48). De fagon similaire, aucune différence
significative n’est observée entre les génotypes pour les différentes sous-régions de I’"hippocampe dorsal
(Figure 62-D) (ANOVA a un facteur, F;15=1,20 pour CAl; F;15=1,55 pour CA2; F,15=1,49 pour CA3;

F2,15=1,41 pour le gyrus denté).

En conclusion, la réduction de la masse cérébrale ne semble pas impacter le volume du CPFm et de

I’hippocampe dorsal.

2- Mesures de surfaces de régions cérébrales

L’absence de différence constatée lors de I'étude des volumes, nous a amenés a nous demander si les
potentielles différences étaient trop subtiles pour étre visibles a I'échelle des volumes, en particulier du
fait de nos petits effectifs. Nous avons alors réalisé des mesures de surfaces de différentes régions
cérébrales. Pour cela, deux coupes par rat ont été étudiées. Les données sont a considérer comme
préliminaires. Ainsi, la premiére coupe étudiée se situe au niveau du striatum, la seconde au niveau de

I’"hippocampe dorsal. Pour chacune, la surface de différentes structures cérébrales a été mesurée.

Au niveau du striatum, les structures qui ont été étudiées sont le genu du corps calleux (Figure 63-A), la
région septale (Figure 63-B), I’association noyau caudé-putamen (Figure 63-C) et la région corticale
(Figure 63-D). Une ANOVA a un facteur a été réalisée pour les données obtenues pour chaque structure.
Aucune différence significative n’est observée entre les génotypes quelle que soit la structure étudiée
(F2,11=1,67 pour le genu du corps calleux ; F,10=0,52 pour le septum ; F,10=0,55 pour le noyau caudé-

putamen ; F2,12=1,16 pour la région corticale).
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Figure 63: Surface de différentes structures cérébrales au niveau du striatum chez la cohorte de 12
mois

(A) Genu du corps calleux. (B) Région septale. (C) Noyau caudé et putamen. (D) Région corticale située au-dessus du
striatum. Pour toutes les structures étudiées, aucune différence n’est observée entre les génotypes. Les valeurs
représentent des moyennes + erreur-type.

Au niveau de I'hippocampe dorsal, les surfaces ont été évaluées pour I'hippocampe (Figure 64-A), le
thalamus (Figure 64-B), I'hypothalamus (Figure 64-C) et la région corticale (Figure 64-D). De la méme
facon, aucun effet significatif du génotype n’est mis en évidence par 'ANOVA a un facteur, et ce pour
toutes les structures étudiées (F2,15=0,82 pour I’hippocampe ; F,,14=0,22 pour le thalamus ; F,,11=1,91 pour

I’hypothalamus ; F,,15=0,67 pour la région corticale).

En conclusion, la surface des structures cérébrales étudiées n’est pas impactée par la réduction de masse

cérébrale observée chez les rats App”". Cette approche reste cependant trés préliminaire.
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Figure 64: Surface de différentes structures cérébrales au niveau de I’hippocampe dorsal chez la
cohorte de 12 mois

(A) Hippocampe dorsal. (B) Thalamus. (C) Hypothalamus. (D) Région corticale située au-dessus de I"hippocampe
dorsal. Pour toutes les structures étudiées, aucune différence n’est observée entre les génotypes. Les valeurs
représentent des moyennes + erreur-type.

IV- Analyses moléculaires

L'effet de I'absence de I’APP sur I'expression de différentes protéines a été étudié par western blot. Ainsi,
I’expression des protéines de la famille de I’APP, APLP1 et APLP2 a été étudiée afin de mettre en évidence
un potentiel effet de compensation par ces protéines. L'expression des marqueurs synaptiques SNAP-25
et Synaptophysine, ainsi que des marqueurs astrocytaires GFAP et S100B ont également été mesurées.
Cette étude a été réalisée dans un premier temps sur les cohortes de 2 et 12 mois pour I"hippocampe et
le cortex préfrontal médian. Pour la cohorte de 18 mois, seules les protéines pour lesquelles une variation

dans leur niveau d’expression a été observée a I’age de 12 mois ont été étudiées.
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Comme pour I'étude comportementale, les résultats de cette partie moléculaire sont exposés avec un
grand nombre de détails. Il est possible de se référer directement au tableau synthétique (Tableau 13)

présent a la page 182.

1- Etude de I'expression des protéines de la famille de ’APP

Tout d’abord, concernant I'expression d’APLP1 dans I'hippocampe (Figure 65-A), aucune différence
significative n’est observée entre les génotypes, que ce soit a 2 ou a 12 mois (ANOVA a un facteur, a 2 mois
F2,12=0,14 ; a 12 mois F,,1,=1,84). De la méme fagon, dans le CPFm (Figure 65-B), les ANOVA a un facteur
ne montrent pas de différence entre les génotypes pour I'expression d’APLP1 (a 2 mois F»13=2,27 ; a 12

mois F,1,=0,52). Ainsi, la protéine APLP1 ne semble pas compenser I'absence d’APP.
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Figure 65: Expression de la protéine APLP1 dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian des rats
App*/ et App”- par western blot

(A) Expression de la protéine APLP1 dans I'hippocampe. (B) Expression de la protéine APLP1 dans le CPFm.
L’expression d’APLP1 est normalisée par I'expression de la protéine de référence, la B-actine. Pour chaque structure,
un exemple de photos de gels obtenus est montré pour la protéine APLP1 et la protéine de référence. Aucune
différence n’est observée entre les génotypes pour les 2 structures cérébrales et ce, aux 2 ages étudiés. Les valeurs
représentent des moyennes + erreur-type.
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Pour I'expression d’APLP2 dans I’hippocampe (Figure 66-A), ’ANOVA a un facteur n’indique aucun effet
significatif du Génotype pour la cohorte de 2 mois (F,,1,=0,86). Ainsi, le niveau d’expression d’APLP2 est
similaire entre les génotypes. En revanche, pour la cohorte de 12 mois, 'ANOVA a un facteur met en
évidence un effet significatif du Génotype (F,1,=6,76 ; p<0,05). Une diminution de son expression, de
I'ordre de 30%, est ainsi observée chez les rats App™” et App”” comparés aux App** (p<0,05). Cependant,
a I'age de 18 mois cette diminution n’est pas retrouvée. En effet, a cet age, aucune différence du niveau

d’expression d’APLP2 dans I'hippocampe n’est observée entre les 3 génotypes (ANOVA a un facteur,

F2,11:1,90).
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Figure 66: Expression de la protéine APLP2 dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian des rats
App*/- et App”- par western blot

(A) Expression de la protéine APLP2 dans I’'hippocampe. Une diminution de son expression est observée uniquement
a 12 mois chez les rats App*- et App”-. (B) Expression de la protéine APLP2 dans le CPFm. Une diminution de
I’expression d’ALP2 est observée chez les rats App”" comparés aux App*- a I’age de 2 mois. L’expression d’APLP2 est
normalisée par I’expression de la protéine de référence, la GAPDH. Un exemple de photos d’un gel est montré en bas
a droite de la figure pour la protéine APLP2 et la protéine de référence. Les valeurs représentent des moyennes *
erreur-type. Statistiques : * p<0,05 vs. App** ; S p<0,05 vs. App*".
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Enfin, dans le CPFm (Figure 66-B), une diminution de I'expression d’APLP2 est également observée chez
les rats App”" comparés aux App* pour la cohorte de 2 mois (ANOVA a un facteur, effet du Génotype,
F2,1,=6,05 ; p<0,05). Cette diminution est de 15,2%. En revanche, aucune différence significative n’est
observée pour les App*”. Par ailleurs, cette diminution n’est pas retrouvée pour la cohorte de 12 mois. En

effet, "ANOVA a un facteur ne montre pas d’effet significatif du Génotype (F,,1,=0,32).

Les résultats obtenus pour la protéine APLP2 indiquent que cette protéine ne semble pas non plus
compenser pour I'absence d’APP chez nos animaux. En effet, son expression est soit inchangée, soit
diminuée en fonction de I'dge et de la structure étudiés, mais jamais augmentée comme on pourrait s’y

attendre dans le cadre d’un mécanisme de compensation.

2- Etude de I'expression de marqueurs synaptiques

Les protéines SNAP-25 et Synaptophysine sont toutes les deux des marqueurs pré-synaptiques. La
premiere est ainsi exprimée au niveau de la membrane du neurone pré-synaptique, alors que la

Synaptophysine est présente a la surface des vésicules synaptiques.

L’étude de I'expression de la SNAP-25 dans I’hippocampe (Figure 67-A) ne montre pas de différence entre
les génotypes pour les cohortes de 2 et 12 mois (ANOVA a un facteur, a 2 mois F,1,=0,95; a 12 mois
F2,1,=0,42). De la méme facon, dans le CPFm (Figure 67-B), aucune différence du niveau d’expression de la
SNAP-25 n’est observée entre les génotypes que ce soit pour la cohorte de 2 mois (ANOVA a un facteur,

F,13=1,87) ou pour la cohorte de 12 mois (ANOVA a un facteur, F,1:=0,80).
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Figure 67: Expression de la protéine SNAP-25 dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian des
rats App*/- et App”” par western blot

(A) Expression de la protéine SNAP-25 dans I'hippocampe. (B) Expression de la protéine SNAP-25 dans le CPFm.
L’expression de la SNAP-25 est normalisée par I'expression de la protéine de référence, la GAPDH. Pour chaque
structure, un exemple de photos d’un gel est montré pour la protéine SNAP-25 et la protéine de référence. Pour les
2 structures, aucune différence n’est observée entre les génotypes, quel que soit I'age étudié. Les valeurs
représentent des moyennes t erreur-type.

Concernant la Synaptophysine, aucune différence n’est observée dans I’hippocampe (Figure 68-A) pour
les cohortes de 2 (ANOVA a un facteur, F,10=0,85) et 12 mois (Test de Kruskal-Wallis, p=0,33). Dans le
CPFm (Figure 68-B), en revanche, ’ANOVA a un facteur réalisée pour la cohorte de 2 mois montre un effet
significatif du Génotype (F2,13=5,64 ; p<0,05). Ainsi, I'expression de la Synaptophysine est plus importante
chez les App”” comparés aux App™", avec une augmentation de 21,7% (p<0,05). Cette différence n’est pas
retrouvée chez la cohorte de 12 mois, pour laquelle aucun effet significatif du Génotype n’est observé

(F2,12:0,18).

En conclusion, le KO de I’APP n’a pas d’impact majeur sur I'expression des marqueurs pré-synaptiques

SNAP-25 et Synaptophysine. La structure pré-synaptique semble donc préservée.
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Figure 68: Expression de la protéine Synaptophysine dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian
des rats App*/- et App”- par western blot

(A) Expression de la protéine Synaptophysine dans I’hippocampe. Aucune différence n’est observée entre les
génotypes aux 2 ages étudiés. (B) Expression de la protéine Synaptophysine dans le CPFm. Une augmentation de son
expression est observée chez les rats App” comparés aux rats App*”. L’expression de la Synaptophysine est
normalisée par I'expression de la protéine de référence, la B-actine. Pour chaque structure, un exemple de photos
d’un gel est montré pour la protéine Synaptophysine (Syn) et la protéine de référence. Les valeurs représentent des
moyennes + erreur-type. Statistiques : $ p<0,05 vs. App*/.

3- Etude de I'expression de marqueurs astrocytaires

Certaines études chez les modéles de souris APP-KO ont mis en évidence une augmentation de I'expression
de la GFAP alors que d’autres études ne montrent aucune différence. Nous avons donc voulu savoir si des
variations dans I'expression de marqueurs astrocytaires pouvaient étre observées dans notre modele de

rat APP-KO. Pour cela, nous avons étudié I'expression de la GFAP et de S100B.

Tout d’abord, pour I'expression de la GFAP, aucune différence significative entre les génotypes n’a été
observée dans I’hippocampe quel que soit I'dge étudié (Figure 69-A) (ANOVA a un facteur, a 2 mois

F,1,=3,57 ; a 12 mois F,11=0,17 ; a 18 mois F,1:=2,1). Des résultats similaires sont obtenus pour le CPFm
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(Figure 69-B), ’/ANOVA a un facteur ne montre pas d’effet significatif du Génotype que ce soit pour la

cohorte de 2 ou de 12 mois (a 2 mois F,,13=3,02 ; a 12 mois F;,1,=1,15).
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Figure 69: Expression de la protéine GFAP dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian des rats
App*/ et App”- par western blot

(A) Expression de la protéine GFAP dans I'hippocampe. Aucune différence n’est observée entre les génotypes pour
les 3 ages étudiés. (B) Expression de la protéine GFAP dans le CPFm. Aucune différence entre les génotypes n’est
mise en évidence que ce soit a 2 ou a 12 mois. L’expression de la GFAP est normalisée par |’expression de la protéine
de référence, la B-actine. Un exemple de photos d’un gel est montré en bas a droite de la figure pour la protéine
GFAP et la protéine de référence. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.

Concernant |'expression de S100B dans I’hippocampe (Figure 70-A), alors qu’aucune différence n’est
observée entre les génotypes pour la cohorte de 2 mois (ANOVA a un facteur, F;13=1,54), un effet
significatif du Génotype est mis en évidence pour la cohorte de 12 mois (ANOVA a un facteur, F;,11=14,55 ;
p<0,001). Ainsi, une réduction de I'expression de S100B est observée chez les rats App*” et App”" par
rapport aux App** (p<0,001 et p<0,05, respectivement). Elle est de 22,8% chez les App*™~ et de 14,2% chez
les App”". Cette derniére n’est pas retrouvée pour la cohorte de 18 mois. En effet, TANOVA a un facteur

ne montre pas d’effet significatif du Génotype (F,12=0,75). Pour le CPFm (Figure 70-B), le niveau
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d’expression de S100B ne differe pas significativement entre les génotypes que ce soit pour la cohorte de

2 mois (ANOVA a un facteur, F;,13=1,12), ou pour la cohorte de 12 mois (Test de Kruskal-Wallis, p=0,17).

D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que I'absence d’APP, chez le rat, ne semble pas avoir
d’impact majeur au niveau des astrocytes. En effet, seule une réduction de I'expression de S100B est

observée dans I’hippocampe pour la cohorte de 12 mois.
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Figure 70: Expression de la protéine S100B dans I’hippocampe et le cortex préfrontal médian des rats

App*/ et App”- par western blot

(A) Expression de la protéine S100B dans I'hippocampe. Une diminution de son expression est observée chez les rats
App*- et App”-a I’age de 12 mois uniquement. (B) Expression de la protéine S100B dans le CPFm. Aucune différence
n’est mise en évidence entre les génotypes que ce soit a 2 ou a 12 mois. L’expression de S100B est normalisée par
I’expression de la protéine de référence, la B-actine. Un exemple de photos d’un gel est montré en bas a gauche de
la figure pour la protéine S100B et la protéine de référence. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.
Statistiques : * p<0,05 et *** p<0,001 vs. App™*.
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4- Tableau de synthése

Les résultats de I'analyse moléculaire réalisée chez les rats App”” et App”” sont synthétisés dans le

Tableau 13.
2 mois 12 mois 18 mois
App*/- App”- App*- App”” App*/- App””

Hipp 0] @ ne
APLP1

CPFm (1)} (1)} ne

Hipp 1) N [0}
APLP2

CPFm (1)} N vs. App*/” (1)} ne

Hipp 0] [0) ne

SNAP-25
CPFm (1)} ne
Hipp 0] [0) ne
Synaptophysine

CPFm (1)} A vs. App*” (1)} ne

Hipp [0} @ 0]
GFAP

CPFm (1)} (1)} ne

Hipp ) N [
S100B

CPFm (1)} (1)} ne

Tableau 13: Syntheése des résultats de I’analyse moléculaire réalisée par western blot chez les rats

App*” et App”

\ et A, indique respectivement une diminution et une augmentation par rapport aux App** ; @, indique une absence

de différence avec les App** ; ne : non étudié.
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Projet Il : Caractérisation de modeles de rats du Syndrome de Down
avec ou sans I’APP humanisée

Objectif 1 : Caractérisation des modeles de rats du Syndrome de Down

Le premier objectif de ce projet était de caractériser de tous nouveaux modeles de rat du SD. Comme pour
le premier projet, ces modeéles ont d’abord été caractérisés au niveau comportemental avec la réalisation
d’'une batterie de tests permettant d’évaluer I'activité locomotrice, la mémoire de travail, de
reconnaissance ou encore la mémoire spatiale. Par la suite, une analyse de transcriptomique a été réalisée
afin de mettre en évidence des voies de signalisation dérégulées. Le but était d’essayer d’établir des liens
entre les déficits observés dans les tests comportementaux et les altérations au niveau moléculaire. Pour
la partie transcriptomique, les données issues du séquencage sont en cours d’analyse, elles ne seront donc

pas présentées dans le manuscrit.

I- Validation des modeéles
1- Validation par ddPCR

La construction des modeles Dup(Rnol11) et Dup(Rno20) a été validée dans un premier temps par I'étude
du nombre de copies de certains génes présents dans les régions dupliquées. Cette validation a été réalisée
par ddPRC en collaboration avec le service de Validation des Modeles de I'ICS. Dans le cas du modéle
Dup(Rno11), huit génes ont été étudiés : Btg3, Cldn8, Kcnj15, Igsf5, Mrap, Ncam2, Pcp4 et Rwdd2b. Ces
génes sont biens présents en 3 copies chez tous les individus étudiés confirmant la duplication de la région
du Rnol11 homologue au Hsa21 (Figure 71-A). Pour le modele Dup(Rno20), neuf génes présents dans la
région Rno20 dupliquée ont été étudiés, il s’agit des genes : Abcgl, Pde9a, Cbs, Sik1, Trom2, Itgb2, Slc19a1l,
Lss et S100b. Pour ce modele, les résultats ont été publiés dans I’article Birling et al. (2017) et sont repris

dans la Figure 71-B.
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Figure 71: Validation de la construction des modéles Dup(Rno11) et Dup(Rno20) par ddPCR

(A) Validation de la construction du modéle Dup(Rnol11). Le nombre de copies de 8 génes présents dans la région
Rnoll dupliquée a été étudié chez 4 individus. Le nom des génes étudiés est indiqué sur I'axe des x. L'ensemble des
génes est présent en 3 copies, cela valide donc la construction. (B) Validation de la construction du modele
Dup(Rno20). Figure adaptée de Birling et al. (2017). Le nombre de copies de 9 génes présents dans la région Rno20
dupliquée a été étudié chez 1 individu présentant la duplication. Un rat WT a été utilisé en tant que contréle. Le nom
des genes étudiés est indiqué a droite du graphique. L'ensemble des genes est bien présent en 3 copies, cela valide
donc la construction.

2- Validation par CGH array

La validation des modeles Dup(Rno11) et Dup(Rno20) a été complétée par la réalisation d’un CGH array.
Ainsi, le modéle Dup(Rno11) comporte une duplication de la région du Rnol1 située entre les genes Lipi
et Zbtb21. Parmi les genes du Rnoll ciblés par le CGH array ceux inclus dans la région dupliquée
présentent bien une augmentation de leur nombre de copies (Figure 72). Un LogioRatio de 0,2 est observé
pour ces genes ce qui traduit une augmentation de 0,5 fois du nombre de copie des génes, correspondant
donc a leur présence en 3 copies. Par ailleurs, I'expression des génes qui bordent la région dupliquée n’est
pas affectée. Ces genes présentent un LogRatio de 0, cela signifie que leur expression est identique entre
le rat controdle et le rat avec la Dup(Rno11). Le modeéle Dup(Rno20) comporte, quant a lui, une duplication
de la région du Rno20 comprise entre les génes Umodl1 et Prmt2. La réalisation du CGH array a permis de
confirmer la duplication de la région située entre les genes Abcg1 et Pcnt. A noter cependant que le géne
Umodl1 est situé en amont du gene Abcgl et que le gene Prmt2 est situé en aval du géne Pcnt. La
duplication de ces extrémités n’est donc pas confirmée par le CGH array. Par ailleurs, si I'on s’intéresse
aux genes bordant la région dupliquée, leur expression semble impactée bien qu’elle ne le soit pas autant

comparée aux genes présents dans la région Rno20 dupliquée.
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Figure 72: Validation de la construction des modéles Dup(Rno11) et Dup(Rno20) par CGH array

Les données issues du CGH array sont représentées sous la forme du logarithme base 10 du ratio de la fluorescence
entre I'animal controle et I'animal mutant. Ainsi, un LogRatio de 0 traduit un nombre de copies identique entre le
controdle et le mutant. Un logioRatio supérieur a 0 traduit une duplication du géne. Pour le modeéle Dup(Rno11), la
réalisation du CGH array a permis de confirmer pour les genes du Rno11 ciblés, la duplication de ceux présents dans
la région entre les génes Lipi et Zbtb21, région indiquée en gris clair sur la figure. Pour le modéle Dup(Rno20), la
duplication est confirmée pour la région entre les genes Abcgl et Pcnt, en vert clair sur la figure. Par ailleurs, alors
que I'expression des genes bordant la région dupliquée n’est pas affectée dans le modele Dup(Rno11), elle semble
I’étre légerement dans le modéle Dup(Rno20).

Il- Tests de comportement

L'analyse comportementale a été réalisée a partir de I’dge de 6-7 semaines sur des males et des femelles.
Les animaux ont été répartis en 4 cohortes, chaque cohorte étant constituée de 4 groupes génétiques. Les
effectifs finaux pour chaque génotype sont les suivants : n=17 males et n=13 femelles pour les WT, n=16
males et n=15 femelles pour les Dup(Rno20), n=15 males et n=16 femelles pour les Dup(Rno11), n=11
males et n=14 femelles pour les Dup(Rno11-20). Les résultats obtenus pour ces tests sont présentés dans
I'ordre dans lequel ils ont été réalisés. Les analyses statistiques pour les males et les femelles ont été faites

séparément.
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Comme précédemment, pour la lectrice/le lecteur qui le souhaite, un tableau de synthése (Tableau 14)

des résultats de I'analyse comportementale des modeéles de rats SD se trouve en page 208.

1- Masse corporelle

La masse corporelle des rats a été suivie pendant toute la durée des tests comportementaux a raison d’'une
pesée par semaine. Les résultats des pesées sont ensuite organisés en fonction de I'age des animaux. En
effet, tous les animaux d’'une méme cohorte n‘ont pas le méme age, avec des différences de 1 a 2
semaines. Par conséquent, pour certains ages, nous n’avons pas de valeur pour tous les animaux. Pour les
analyses, nous avons pris en compte un age auquel une valeur de masse corporelle a été obtenue pour

tous les animaux de I'étude, soit 9 semaines (Figure 73).

L’ANOVA a un facteur réalisée pour les males met en évidence un effet significatif du Génotype (F3,55=8,49 ;
p<0,001). En effet, les males Dup(Rnol1l) présentent une réduction de 13,1% de leur masse corporelle
comparés aux animaux WT (p<0,05). Une réduction est également observée chez les males Dup(Rno11-
20) chez lesquels une réduction de 21,9% par rapport aux WT (p<0,001) et de 14% par rapport aux
Dup(Rno20) (p<0,05) sont observées. Concernant les femelles, aucune différence entre les génotypes

n’est observée (ANOVA a un facteur, effet du Génotype, F356=1,54).
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Figure 73 : Masse corporelle des rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) a I’dge de 9 semaines

Une réduction de la masse corporelle est observée uniquement chez les males Dup(Rnol1) et Dup(Rno11-20).
Aucune différence n’est observée chez les femelles. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.
Statistiques : * p<0,05 et *** p<0,001 vs. WT ; # p<0,05 vs. Dup(Rno20).
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2- Test de I’activité circadienne

Dans le protocole utilisé pour ce projet, I'activité locomotrice des animaux est évaluée sur une période de
46h. Comme précédemment, les trois premieres heures du test correspondent a la phase d’habituation
(Figure 74-A). Pour les males comme pour les femelles, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Heure) montre
un effet significatif de I’'Heure (p<0,001 ; pour les males F;76=137,8 ; pour les femelles F,5,=96,79). Cela
traduit une diminution de I'activité locomotrice au cours du temps. Aucun effet du Génotype (pour les
males F335=1,90 ; pour les femelles F341=1,4), ni d’interaction Génotype x Heure (pour les males Fe76=1,24 ;
pour les femelles Fg52=0,99) ne sont observés. Ainsi, I’ensemble des animaux est capable de s’habituer aux

conditions expérimentales.

Les 43h suivantes du test sont analysées sous la forme activité diurne versus nocturne (Figure 74-B). Tout
d’abord, pour les males, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Période) montre un effet significatif de la
Période (F1,33=194,4 ; p<0,001). En revanche, aucune différence n’est observée pour |'effet du Génotype
(F3,38=1,10) ou pour l'interaction Génotype x Période (F335=2,07). L’effet de la Période est lié a une activité

plus importante lors de la phase nocturne par rapport a la phase diurne comme attendu.

Concernant les femelles, cet effet de la Période est retrouvé (F141=212,3; p<0,001). De plus, un effet
significatif du Génotype (F341=4,28 ; p<0,05), ainsi qu’une interaction Génotype x Période (F341=3,56;
p<0,05) sont mis en évidence. Ainsi, les rats Dup(Rno11-20) sont globalement moins actifs comparés aux
WT (p<0,05). L'interaction, quant a elle, montre que les rats Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) sont moins
actifs lors de la phase nocturne comparés aux WT (p<0,01 et p<0,001, respectivement). Par ailleurs, au

cours de cette phase, les rats Dup(Rno11-20) sont également moins actifs que les Dup(Rno20) (p<0,05).

En résumé, une habituation aux conditions expérimentales est observée pour tous les groupes génétiques,
a la fois chez les males et les femelles. Alors que chez les males aucune différence d’activité locomotrice
n’est constatée lors des phases diurne et nocturne, les femelles Dup(Rnol11l) et Dup(Rno11-20) sont

hypoactives pendant la phase nocturne.
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Figure 74: Activité locomotrice des rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors du test de
I'activité circadienne

(A) Activité locomotrice des rats lors de la phase d’habituation aux conditions expérimentales correspondant aux
trois premiéres heures du test. La diminution de I'activité locomotrice au cours des heures traduit une habituation
des animaux. (B) Activité locomotrice des animaux au cours des phases diurne et nocturne. Une diminution de
I'activité locomotrice des femelles Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) est observée lors de la phase nocturne. Les valeurs
représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : ** p<0,01 et *** p<0,001 vs. WT ; # p<0,05 vs. Dup(Rno20).

3- LabyrintheenY

Le test du labyrinthe en Y a ensuite été réalisé. Il permet d’évaluer la mémoire de travail en s’intéressant

au comportement d’alternance spontanée des animaux.

Les résultats obtenus pour les males montrent un effet significatif du Génotype pour la latence de sortie
du premier bras (ANOVA a un facteur, F354=4,84 ; p<0,01) (Figure 75-A). Le test « post-hoc » révéle ainsi
que les males Dup(Rno11-20) mettent moins de temps a sortir du bras comparativement aux WT (p<0,01).
Par ailleurs, ’ANOVA a un facteur réalisée pour le nombre de bras visités ne montre pas d’effet significatif
du Génotype (F354=2,13) (Figure 75-B). Chez les males, il n’y a donc pas de différence d’activité entre les

différents groupes génétiques. En revanche, pour le pourcentage d’alternances spontanées (Figure 75-C),
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un effet significatif du Génotype est mis en évidence (Test de Kruskal-Wallis, p<0,05). Cependant, le test
« post-hoc » de Dunn ne montre pas de différence significative. De plus, la comparaison du pourcentage
d’alternance au hasard (50%, one sample t-Test) indique que tous les rats, a I'exception des Dup(Rno11-
20), font significativement plus de 50% d’alternances spontanées (p<0,001 pour les WT et les Dup(Rno20) ;
p<0,05 pour les Dup(Rno11) ; p=0,12 pour les Dup(Rno11-20)). Les méales Dup(Rno11-20) présentent donc

un déficit de mémoire de travail.

Les analyses réalisées pour les femelles montrent qu’il n’y a pas de différence entre les génotypes pour la
latence de sortie du premier bras (Test de Kruskal-Wallis) (Figure 75-A). Concernant le nombre de bras
visités (Figure 75-B), comme pour les males, '’ANOVA a un facteur ne montre pas d’effet significatif du
Génotype (F3;52=1,19). L'activité générale est donc similaire entre les groupes. Une différence entre les
génotypes est observée pour le pourcentage d’alternances spontanées (ANOVA a un facteur, effet du
Génotype, F35,=3,18 ; p<0,05) (Figure 75-C). Ainsi, les femelles Dup(Rno11-20) réalisent significativement
moins d’alternances spontanées comparées aux Dup(Rno20) (p<0,05). De plus, la comparaison de ce
pourcentage d’alternances a 50% (One sample t-Test) indique que tous les groupes génétiques font
significativement plus de 50% d’alternances spontanées (p<0,001 pour les WT et Dup(Rno20) ; p<0,05 pour

les Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20)). Les femelles ne présentent donc pas de déficit de mémoire de travail.

En résumé, ce test a permis de mettre en évidence chez les males Dup(Rno11-20) une réduction de la
latence de sortie du premier bras. Cette réduction n’est pas liée a une hyperactivité des rats. En effet,
aucune différence n’est observée entre les génotypes pour l'activité générale. Nous pouvons alors
supposer que les males Dup(Rno11-20) sont moins anxieux et hésitent donc moins a sortir du bras pour
aller explorer le reste du labyrinthe. Cette différence n’est pas retrouvée chez les femelles pour lesquelles
aucune différence n’est observée pour la latence de sortie du premier bras. De plus, comme pour les
males, les femelles ne présentent pas de différence dans leur activité générale. Enfin, un déficit de
mémoire de travail est visible chez les males Dup(Rno11-20), alors qu’aucun déficit n’est visible chez les

femelles.
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Figure 75: Anxiété et mémoire de travail dans le labyrinthe en Y chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11)
et Dup(Rno11-20)

(A) Latence de sortie du premier bras. Une réduction de la latence est observée uniquement chez les males
Dup(Rno11-20). (B) Nombre total d’entrées dans les bras. Aucune différence n’est observée entre les génotypes que
ce soit pour les males ou les femelles. (C) Pourcentage d’alternances spontanées. Seuls les males Dup(Rno11-20) ne
font pas significativement plus de 50% d’alternances, ils présentent donc un déficit de mémoire de travail. Les valeurs
représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : ** p<0,01 vs. WT ; # p<0,05 vs. Dup(Rno20) ; + p<0,05 et +++
p<0,001 vs. hasard (50%).

4- Champ ouvert

Dans le cadre de ce projet, les rats ont réalisé un unique essai d’'une durée de 30 min. Les paramétres

évalués sont la distance et le temps passé a la périphérie versus le centre du champ ouvert.

Commencons par la distance parcourue a la périphérie versus le centre de |'arene (Figure 76-A et B). Pour
les males, comme pour les femelles, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Zone) montre un effet significatif
de la Zone (p<0,001 ; pour les méles F1,10s=1116 ; pour les femelles F1,10s=961,8) et du Génotype (pour les
males F310s=6,30 - p<0,001 ; pour les femelles F310s=4,52 ; p<0,01). L'effet de la Zone s’explique par une
distance parcourue a la périphérie qui est globalement plus importante que la distance parcourue au
centre. Par ailleurs, les males Dup(Rno11-20) sont moins actifs, ils parcourent une distance globalement

moins importante comparativement aux WT (p<0,05) et au Dup(Rno11) (p<0,001). Cette réduction est
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retrouvée chez les femelles Dup(Rno11-20) comparés aux WT (p<0,05) et aux Dup(Rno20) (p<0,01). Pour
les males, ’ANOVA indique également une interaction significative Génotype x Zone (F3,10s=4,57 ; p<0,01).
Ainsi, c’est a la périphérie de I'aréne que les méales Dup(Rno11-20) parcourent une plus faible distance par
rapport aux WT et au Dup(Rnol1) (p<0,001). A l'inverse, les males Dup(Rnol11) parcourent une distance
plus importante a la périphérie comparativement aux Dup(Rno20) (p<0,01). Concernant les femelles,

I'interaction Génotype x Zone n’est pas significative (Fs10s=1,54).

La distance totale parcourue au cours de ces 30 min de tests peut également étre fractionnée par
intervalles de 10 min (Figure 76-C). Cela permet d’observer I'habituation des animaux a ce nouvel
environnement. En temps normal, une diminution de la distance parcourue au cours du temps doit étre
observée ce qui traduit une habituation. ANOVA a 2 facteurs met ainsi en évidence un effet du Temps
pour les deux sexes (p<0,001, pour les males F3,10s=432,8 ; pour les femelles F2,10s=489,4). Ce dernier
traduit une diminution de la distance parcourue au cours du temps comme attendu. Un effet significatif
du Génotype est également observé (pour les males F354=4,91 - p<0,01 ; pour les femelles F354=3,57 —
p<0,05). Comme mis en évidence précédemment, les males Dup(Rno11-20) sont moins actifs en
comparaison des WT (p<0,05) et des Dup(Rno11) (p<0,01). C’'est également le cas des femelles Dup(Rno11-
20) qui parcourent une distance moins importante que les Dup(Rno20) (p<0,05). Enfin, pour les deux sexes,
I'interaction Génotype x Temps n’est pas significative (pour les males Fg108=0,64 ; pour les femelles

F6,108=1,10).

En conclusion, ces premiéres analyses montrent que les rats Dup(Rno11-20) sont globalement moins actifs
et ce pour les 2 sexes. Cela est particulierement vrai au niveau de la périphérie pour les males Dup(Rno11-
20). Par ailleurs, une habituation a I'aréne est observée de facon similaire chez tous les groupes

génétiques, pour les males, comme pour les femelles.
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Figure 76: Distance parcourue dans le test du champ ouvert chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et
Dup(Rno11-20)

(A) Distance parcourue a la Périphérie du champ ouvert. Les males Dup(Rnoll) parcourent une distance
significativement plus importante comparés aux Dup(Rno20). A I'inverse, les males Dup(Rno11-20) sont moins actifs
comparés aux WT et aux Dup(Rno11). (B) Distance parcourue au Centre du champ ouvert. Aucune différence n’est
observée entre les génotypes pour les deux sexes. (C) Distance totale parcourue par intervalles de 10 minutes. Une
diminution de la distance parcourue au cours du temps est observée chez tous les animaux, males et femelles. Cette
derniere traduit une habituation a I'arene. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : ***
p<0,001 vs. WT ; ## p<0,01 vs. Dup(Rno20) ; 5SS p<0,001 vs. Dup(Rno11).

Enfin, pour le temps passé a la périphérie versus le centre de I'aréne (Figure 77-A et B), 'ANOVA a 2
facteurs (Génotype x Zone) indique, pour les deux sexes, un effet significatif de la Zone (p<0,001, pour les
males F1,10s=40322 ; pour les femelles F1,10s=39449) et une interaction Génotype x Zone (p<0,001, pour les
males F3,10s=5,98 ; pour les femelles Fs10s=7,41). De la méme fagon que pour la distance périphérie versus
centre, I'effet de la Zone traduit un temps passé a la périphérie du dispositif plus important que celui passé
au centre. L'interaction, quant a elle, montre une augmentation du temps passé a la périphérie et, par
conséquent, une diminution du temps passé au centre de I'aréne chez les males Dup(Rno11-20) comparés
aux WT (p<0,05). Cette observation est également retrouvée chez les femelles Dup(Rno11-20) par rapport
aux Dup(Rno20) (p<0,01). Enfin, aucune différence entre les Génotypes n’est mise en évidence pour les

deux sexes (pour les males F310s=6,53x10 ; pour les femelles F3 10=3,07x107).
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En conclusion, les males et les femelles Dup(Rno11-20) passent significativement plus de temps a la

périphérie de I'aréne, ils seraient donc plus anxieux.
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Figure 77: Temps passé a la périphérie et au centre du champ ouvert chez les rats Dup(Rno20),
Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20)

(A) Temps passé a la Périphérie du champ ouvert. Les males et les femelles Dup(Rno11-20) passent significativement
plus de temps a la périphérie comparés aux WT et aux Dup(Rno20), respectivement. (B) Temps passé au Centre du
champ ouvert. Les maéles et les femelles Dup(Rno11-20) passent significativement moins de temps au centre
comparés aux WT et aux Dup(Rno20), respectivement. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.
Statistiques : * p<0,05 vs. WT et ## p<0,01 vs. Dup(Rno20).

5- Interaction sociale

Les vidéos générées lors de la réalisation du test sont en cours d’analyse.

6- Test de reconnaissance de la localisation de I'objet (OLM)

Le test de I'OLM permet d’évaluer la mémoire spatiale. Plus précisément, dans le cadre de notre protocole,
la mémoire spatiale a court terme. Ce test repose sur la tendance des rongeurs a explorer de facon plus
importante un objet qui a été déplacé, qui leur apparait alors comme nouveau, comparé a un objet non

déplacé. Les rats sont ainsi placés dans le champ ouvert en présence de 2 objets identiques pour une phase
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de présentation de 3 min. lls sont ensuite sortis du champ ouvert pour une phase de rétention de 5 min
avant de réaliser la phase de test. L'un des 2 objets est alors déplacé et les animaux sont libres d’explorer
pendant 3 min. Le temps d’exploration des objets est évalué pour les phases de présentation et de test.
Pour cette derniére, le pourcentage d’exploration de chaque objet est calculé en rapportant le temps

d’exploration de I'objet au temps total d’exploration (Figure 78).

Pour les males, '’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) réalisée pour la phase de test met en évidence
un effet significatif de I'Objet (F110s=5,18 ; p<0,05) et une interaction Génotype x Objet (F310s=8,73 ;
p<0,001). Le premier vient du fait que les rats explorent globalement plus I'objet déplacé par rapport a
I'objet familier non déplacé. L'interaction, quant a elle, indique que les males Dup(Rnol1) explorent
significativement moins I'objet déplacé et significativement plus I'objet familier non déplacé comparés aux
WT (p<0,01). Par ailleurs, lorsque le pourcentage de temps passé a explorer les objets est comparé au
hasard (50%), seul les males WT passent significativement plus de 50% de leur temps sur I'objet déplacé

(p<0,01). Cette différence n’est pas retrouvée pour les males Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20).

Pour les femelles, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) montre également un effet de I'Objet
(F1,108=49,17 ; p<0,001). Comme pour les males, les femelles passent significativement plus de temps a
explorer I'objet déplacé que I'objet familier non déplacé. Aucun effet du Génotype (F3,108=6,01x10%), ni
d’interaction Génotype x Objet (F3,10s=0,31) ne sont observés. La comparaison du pourcentage de temps
d’exploration a 50% indique que les rats WT, Dup(Rno20) et Dup(Rno11-20) passent significativement plus
de 50% de leur temps sur I'objet déplacé (p<0,01 pour les WT; p<0,05 pour les Dup(Rno20) et les
Dup(Rno11-20)). Cette différence par rapport a 50% n’est pas retrouvée pour les femelles Dup(Rno11)
(p=0,074). Cependant, lorsqu’on regarde le graphique de plus prés, 'une des femelles Dup(Rno11) passe
beaucoup plus de temps sur I'objet familier non déplacé que sur I'objet déplacé. Cela pourrait expliquer
pourquoi la significativité n’est pas atteinte. En effet, lorsque I'analyse statistique est refaite sans ce rat,

les femelles Dup(Rno11) passent significativement plus de 50% de leur temps sur I'objet déplacé (p<0,01).

En conclusion, ces résultats mettent en évidence un déficit de mémoire spatiale a court terme chez les
males Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20). Ce déficit n’est pas retrouvé chez les femelles. Bien que
la significativité par rapport a 50% ne soit pas atteinte pour les femelles Dup(Rno11), cela semble lié aux

mauvaises performances de I'un des rats.
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Figure 78: Mémoire spatiale a court terme chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20)
lors du test de I'OLM

Le pourcentage de temps passé a explorer les objets est évalué lors de la phase de test. L'objet déplacé est noté Do,
I’'objet familier non déplacé est noté Fo. Un déficit de mémoire spatiale a court terme est observé chez les males
Dup(Rno20), Dup(Rnol1l) et Dup(Rno11-20). Ca ne semble pas étre le cas chez les femelles, bien que les femelles
Dup(Rnol1) n"atteignent pas la significativité, cela semble étre principalement lié a I'une des femelles qui passe plus
de temps sur I'objet Fo par rapport a I'objet Do. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type. Statistiques :
+ p<0,05 et ++ p<0,01 vs. hasard (50%).

7- Test de reconnaissance du nouvel objet (NOR)

La mémoire de reconnaissance a ensuite été évaluée par le test du NOR. Comme pour le test de I'OLM, ce
test se base sur le comportement naturel des rats a passer plus de temps a explorer un objet nouveau
comparativement a I’'exploration d’un objet familier. Ainsi, lors de la phase de présentation, le rat est placé
dans I'arene en présence de 3 objets différents pendant 3 min. Le lendemain, la phase de test est réalisée,
I'un des 3 objets est alors remplacé par un nouvel objet jamais rencontré par I’'animal. Le temps passé a
explorer chacun de ces objets est alors mesuré et le pourcentage de temps d’exploration de chacun est
calculé. Ce dernier correspond au rapport du temps passé a explorer I'un des objets sur le temps total
d’exploration des objets, le tout multiplié par 100. Afin de faciliter la compréhension, les objets familiers
sont appelés A et B. Ainsi, I'objet familier A est noté FoA et I'objet familier B, FoB, le nouvel objet est noté

No.

Tout d’abord, pour les males (Figure 79), 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) montre un effet
significatif de I'Objet (F2,165=69,96 ; p<0,001). Ainsi, les rats passent globalement plus de temps a explorer
le nouvel objet comparé aux objets familiers (p<0,001 No vs. FoA et FoB). Aucun effet du Génotype

(F3,165=5,66x1078) ou de Iinteraction Génotype x Objet (Fs165=1,27) ne sont observés. Les ANOVA a un
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facteur réalisées pour chaque groupe génétique confirme pour chacun d’entre eux qu’ils passent
significativement plus de temps sur le nouvel objet comparé aux objets familiers (pour les WT F51=37,73
- p<0,001 No vs. FoA et FoB ; pour les Dup(Rno20) F;4,=11,71 - p<0,001 No vs. FoA et p<0,05 No vs. FoB ;
pour les Dup(Rno11) F3,4,=24,89 p<0,001 No vs. FoA et FoB ; pour les Dup(Rno11-20) F,,7=25,20 - p<0,001
NO vs. FoA et FoB). Enfin, la comparaison du pourcentage de temps d’exploration au hasard (33%) indique
que tous les groupes génétiques passent significativement plus de 33% de leur temps sur le nouvel objet

(p<0,001 pour les WT, les Dup(Rno11) et les Dup(Rno11-20) ; p<0,01 pour le Dup(Rno20)).

Concernant les femelles (Figure 79), des résultats similaires sont obtenus. Ainsi, ’ANOVA a 2 facteurs
(Génotype x Objet) met en évidence un effet de I’'Objet (F2,165=52,87 ; p<0,001). Globalement, les femelles
passent également plus de temps a explorer le nouvel objet comparé aux objets familiers (p<0,001). Aucun
effet du Génotype (Fs 165=1,40x10"") ou de I'interaction Génotype x Objet (Fs,165=0,97) n’est pas observé.
Les ANOVA a un facteur montrent également que tous les génotypes, a I'exception des femelles WT,
passent significativement plus de temps sur le nouvel objet comparé aux objets familiers (pour les
Dup(Rno20) F,,45=13,44 — p<0,001 No vs. FoA et FoB ; pour les Dup(Rno11) F;,4,=14,67 - p<0,001 No vs. FoA
et FoB; pour les Dup(Rno11-20) F;4,=36,43 - p<0,001 No vs. FoA et FoB). Pour les femelles WT, bien
gu’elles passent significativement plus de temps sur le nouvel objet comparé a I'objet familier FoA
(p<0,05), il n’y a pas de différence significative entre le nouvel objet et I'objet familier FoB (p=0,12). Enfin,
la comparaison du pourcentage de temps d’exploration a 33% montre que pour les 4 génotypes le
pourcentage de temps passé a explorer le nouvel objet est significativement supérieur a 33% (p<0,05 pour

les WT ; p<0,001 pour les Dup(Rno20) et les Dup(Rno11-20) ; p<0,01 pour les Dup(Rno11)).

Nous pouvons donc conclure que les males, comme les femelles, Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-

20) ne présentent pas de déficit de leur mémoire de reconnaissance.
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Figure 79: Mémoire de reconnaissance chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors du
test du NOR

Le pourcentage de temps passé a explorer les objets est évalué lors de la phase de test. Le nouvel objet est noté No,
les objets familiers A et B sont notés, respectivement, FoA et FoB. L'ensemble des rats passe significativement plus
de 33% de leur temps sur le No, aucun déficit de mémoire de reconnaissance n’est donc observé pour les deux sexes.
Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : + p<0,05 ; ++ p<0,01 et +++ p<0,001 vs. hasard
(33%).

8- Piscine de Morris

Le dernier test qui a été réalisé est celui de la piscine de Morris. Comme pour le premier projet, le protocole
gue nous avons utilisé ici comporte différentes phases. Tout d’abord, une phase d’acquisition de 5 jours,
suivie d’'un premier test de rappel 24h apres le dernier jour d’acquisition. Ensuite, afin d’évaluer la
flexibilité comportementale, une phase de reversal a été réalisée pour laquelle la position de la plateforme
est modifiée. A la fin du reversal, soit 24h apreés le dernier jour, un second test de rappel est effectué. Pour

chaque phase, différents parametres sont évalués, ils sont décrits ci-dessous.

8.1- Phase d’acquisition
Les parametres évalués lors de la phase d’acquisition sont la distance parcourue et la latence pour

atteindre la plateforme ainsi que la vitesse de nage.

Concernant la distance parcourue pour atteindre une plateforme (Figure 80-A), pour les deux sexes,
’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met en évidence un effet du Jour (p<0,001, pour les males
F4220=51,03 ; pour les femelles F4,20=70,44). Cet effet s’explique par une diminution de la distance

parcourue au cours des jours d’acquisition traduisant un apprentissage. Un effet significatif du Génotype
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est également observé (p<0,001, pour les males F5355=16,84 ; pour les femelles F3s5=7,23). Ainsi, les males
et les femelles Dup(Rnol11) parcourent une distance significativement plus importante pour atteindre la
plateforme comparativement aux WT (p<0,001 pour les males et p<0,05 pour les femelles). Chez les males,
une différence est également observée entre les Dup(Rnol11) et les Dup(Rno20), les premiers parcourant
une distance plus importante (p<0,001). Enfin, une augmentation de la distance parcourue est observée
chez les Dup(Rno11-20), males et femelles, comparés aux rats WT (p<0,05 pour les males et p<0,001 pour
les femelles) et aux Dup(Rno20) (p<0,05 pour les males et les femelles). Concernant I'interaction Génotype
x Jour, elle n’est pas significative pour les males (F12220=1,05), mais tend a I'étre pour les femelles
(F12,220=1,58 ; p=0,099). Le test « post-hoc » montre ainsi que les femelles Dup(Rno11-20) parcourent une
distance plus importante que les WT aux jours 2, 3 et 4 (p<0,001 ; p<0,01 et p<0,05, respectivement) et
que les Dup(Rno20) aux jours 3 et 4 (p<0,05). Par ailleurs, les femelles WT parcourent une distance moins

importante comparées aux Dup(Rno11) (p<0,001) et au Dup(Rno20) (p<0,05) au jour 2 d’apprentissage.

Des résultats similaires sont obtenus pour la latence pour atteindre la plateforme (Figure 80-B). Pour les
deux sexes, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) montre un effet du Jour (p<0,001, pour les males
F1220=46,81; pour les femelles F4220=68,43) ainsi qu’un effet du Génotype (p<0,001, pour les males
F355=29,64 ; pour les femelles F355=9,17). Ainsi, de fagon globale, la latence pour atteindre la plateforme
diminue au cours des jours ce qui traduit également un apprentissage. Par ailleurs, tout comme pour la
distance, les males et les femelles Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) mettent plus de temps a atteindre la
plateforme comparativement aux WT (p<0,001). Une différence est également observée entre les
Dup(Rno20) et les Dup(Rno11-20) (p<0,001 pour les males et p<0,05 pour les femelles), les derniers
mettant plus de temps a atteindre la plateforme. Enfin, uniguement chez les males, une augmentation de
la latence pour atteindre la plateforme est observée chez les rats Dup(Rnol1) comparés aux Dup(Rno20)
(p<0,001) et aux Dup(Rno11-20) (p<0,05). Aucune interaction Génotype x Jour n’est observée (pour les

males F12220=1,00 ; pour les femelles F13220=1,35).

En conclusion, I'analyse de la distance et de la latence pour atteindre la plateforme montre que les males
et les femelles Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) présentent un déficit d’apprentissage spatial. En effet, ils
parcourent une distance significativement plus importante et mettent plus de temps a atteindre la
plateforme que les WT. Cependant, ces animaux sont capables d’apprendre, une diminution de la distance

et de la latence au cours des jours étant observée.
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Figure 80: Apprentissage spatial chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors de la
phase d’acquisition en piscine de Morris

(A) Distance parcourue pour atteindre la plateforme. Les males et les femelles Dup(Rnol1) et Dup(Rno11-20)
présentent un déficit d’apprentissage, ils parcourent une distance plus importante que les WT (p<0,001 et p<0,05
pour les males ; p<0,05 et p<0,001 pour les femelles, respectivement). (B) Latence pour atteindre la plateforme. Les
rats Dup(Rnol11) et Dup(Rnol11-20), males et femelles, mettent significativement plus de temps a atteindre la
plateforme comparativement aux WT (p<0,001). (C) Vitesse de nage. Aucune différence n’est observée entre les
génotypes. Statistiques : *** p<0,001 Dup(Rnol11) vs. WT, # p<0,05 ; ## p<0,01 et ### p<0,001 Dup(Rno11-20) vs. WT,
§ p<0,05 Dup(Rno20) vs. WT, S p<0,05 Dup(Rno20) vs. Dup(Rno11-20).
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Enfin, si I'on s’intéresse a la vitesse de nage (Figure 80-C), un effet du Jour est mis en évidence avec
'ANOVA a 2 facteurs pour les deux sexes (p<0,001, pour les males F4220=33,40; pour les femelles
F4,220=30,71). Cela s’explique par une diminution de la vitesse de nage au cours des jours d’apprentissage.
Pour les 2 sexes, aucun effet du Génotype n’est observé (pour les males F355=0,55 ; pour les femelles
F355=1,50). Concernant linteraction Génotype x Jour, elle n’est pas significative pour les males
(F12,220=1,19). Bien gu’elle soit significative pour les femelles (F12,220=2,04 ; p<0,05), le test « post-hoc » de

Tukey ne montre pas de différence significative.

L’absence de différence entre les génotypes pour la vitesse de nage, que ce soit pour les males ou pour les
femelles, permet de conclure que le déficit d’apprentissage observé chez les Dup(Rnol11) et Dup(Rnol11-

20) n’est pas lié a un probleme moteur.

8.2- Test de rappel n°1

Le premier test de rappel est réalisé 24h aprés le dernier jour d’acquisition, le pourcentage de temps passé
dans les différents quadrants ainsi que le nombre de croisements de 'emplacement de la plateforme sont

évalués.

Tout d’abord, pour le pourcentage de temps passé dans les quadrants (Figure 81-A), ’ANOVA a 2 facteurs
(Génotype x Quadrant) met en évidence, chez les males, un effet du Quadrant (Fs 20=45,54 ; p<0,001). Les
rats passent ainsi significativement plus de temps dans le QC (quadrant NE), ou se trouvait la plateforme,
par rapport aux autres quadrants (p<0,001). Aucun effet du Génotype n’est observé (Fs»0=9,62x108), en
revanche, l'interaction Génotype x Quadrant est significative (Fo220=2,47 ; p<0,05). Les males Dup(Rno11)
passent ainsi significativement moins de temps dans le QC comparés aux WT (p<0,01) et aux Dup(Rno20)
(p<0,05). Lorsque le pourcentage de temps passé dans le QC est comparé a 25% (One sample t-Test), tous
les groupes génétiques y passent significativement plus de 25% de leur temps (p<0,001 pour les WT et

Dup(Rno20) ; p<0,05 pour les Dup(Rno11) et p<0,01 pour les Dup(Rno11-20)).

Pour les femelles, ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Quadrant) montre également un effet significatif du
Quadrant (F3220=25,06 ; p<0,001). Comme pour les males, cela s’explique par un temps passé dans le QC
significativement supérieur au temps passé dans les autres quadrants (p<0,001). L'effet du Génotype
(F3,220=1,2x10"Y) et I'interaction Génotype x Quadrant (Fs220=1,02) ne sont pas significatifs. La comparaison

a 25% du pourcentage de temps passé dans le QC indique que seules les femelles Dup(Rno11-20) ne
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passent pas significativement plus de 25% dans le QC (p=0,082 ; pour les autres génotypes : p<0,001 pour
les WT ; p<0,01 pour les Dup(Rno20) et p<0,05 pour les Dup(Rno11)).

En conclusion, nous pouvons conclure que I'ensemble des males est capable de rappeler la localisation de
la plateforme. Aucun déficit de mémoire spatiale n’est donc observé chez les males Dup(Rno20),
Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20). En revanche, chez les femelles, les Dup(Rno11-20) ne sont pas capables de
rappeler la localisation de la plateforme, ce qui est traduit dans le fait qu’elles n’insistent pas dans le QC.

Elles présentent donc un déficit de mémoire spatiale.

Concernant le nombre de croisements de 'emplacement de la plateforme (Figure 81-B), TANOVA a un
facteur réalisée pour les males indique un effet significatif du Génotype (F355=6,1 ; p<0,01). Ainsi, les males
Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) croisent significativement moins I'emplacement de la plateforme comparés
aux WT (p<0,01). De la méme facgon, pour les femelles, le test de Kruskal-Wallis met en évidence un effet
significatif du Génotype (p<0,01). Les femelles Dup(Rnoll) croisent ainsi significativement moins

I’emplacement de la plateforme comparées aux WT (p<0,01).

La réduction du nombre de croisements de I'emplacement de la plateforme observée chez les males et
femelles Dup(Rno11) et les males Dup(Rno11-20) traduit une moins bonne précision de leur mémoire.
Ainsi, bien qu’ils soient capables de rappeler la localisation de la plateforme, ils le font avec moins de

précision comparés aux WT

201



>
v

100_ * %k 10-
%
=]
£ 8- o
9
- + =]
2\—' + + ',3 64 © (o]
Males o °8 °© s [, -
£ o) °© o -
s o] o g 00 g 8 4 o O %%
5 = 24 |@
(o] (e)) D
T T 0 T -
NE SE SO
100+ 101
+
+ o]
804 .7t £ 84
O4+0 3 m]
) o o
2 60 o 6 64 OO O
2 Pegpis oz o7 % [o0@
= o
Femelles £ 4,4 , By 202 g 5 4 *% [
o i _o_ o _ g i 'E I F’ m |
20 : s 3 2 |oo| g o
li £ 10
0- T T 0 {3 {TF
NO NE SE SO ) N SN
& F &
& N
& < 0
£ & &
¢ & &
S
Q

Figure 81: Mémoire spatiale chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors du premier
test de rappel en piscine de Morris

(A) Pourcentage de temps passé dans les différents quadrants. Tous les animaux, a I'exception des femelles
Dup(Rno11-20), passent significativement plus de 25% de leur temps dans le quadrant cible (NE). lls sont donc
capables de rappeler la localisation de la plateforme. Les femelles Dup(Rno11-20) présentent ainsi un déficit de
mémoire spatiale. (B) Nombre de croisements de I'emplacement de la plateforme. Chez les maéles, les Dup(Rno11)
et Dup(Rno11-20) croisent significativement moins I'emplacement de la plateforme comparés aux WT (** p<0,01).
C’est également le cas des femelles Dup(Rno11) (** p<0,01). Ces animaux présentent donc une moins bonne
précision de leur mémoire. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : + p<0,05 ; ++ p<0,01
et +++ p<0,001 vs. hasard (25%), * p<0,05 et ** p<0,01.

8.3- Phase de reversal

La phase de reversal se déroule dans les mémes conditions que la phase d’acquisition. Le seul changement
concerne la localisation de la plateforme qui est modifiée. Alors qu’elle était placée dans le quadrant NE
lors de I'acquisition, elle est déplacée dans le quadrant SO pour le reversal. Les parameétres mesurés sont

les mémes que ceux de I'acquisition.
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Si I'on s’intéresse d’abord a la distance parcourue pour atteindre la plateforme (Figure 82-A), pour les
deux sexes, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) montrent un effet du Jour (p<0,001, pour les males
F2,110=28,24 ; pour les femelles F,110=25,36) et du Génotype (p<0,001, pour les méles F;355=9,38 ; pour les
femelles F355=6,71). Le premier correspond a une diminution de la distance parcourue au cours des jours
du reversal ce qui traduit donc un apprentissage. Concernant I’effet du Génotype, chez les males, il indique
une augmentation significative de la distance parcourue par les Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) comparés
aux WT (p<0,001 et p<0,05, respectivement) et aux Dup(Rno20) (p<0,001 et p<0,05, respectivement). Chez
les femelles, seules les Dup(Rnol11) présentent une augmentation significative de la distance parcourue
pour atteindre la plateforme, comparées aux WT (p<0,01) et aux Dup(Rno20) (p<0,01). Par ailleurs, pour
les deux sexes, aucune interaction Génotype x Jour n’est observée (pour les males Fg110=1,08 ; pour les

femelles Fg110=0,24).

Concernant la latence (Figure 82-B), des résultats similaires sont obtenus. Pour les deux sexes, ’ANOVA a
2 facteurs indique également un effet du Jour (p<0,001, pour les males F,110=26,23 ; pour les femelles
F2110=25,78) et du Génotype (p<0,001, pour les males F355=16,86 ; pour les femelles F3s5=7,15). Comme
pour la distance, I'effet du Jour traduit une diminution de la latence pour atteindre la plateforme au cours
des jours d’apprentissage. Chez les males, I'effet du Génotype est lié a une augmentation de la latence
pour atteindre la plateforme chez les Dup(Rnol1) et Dup(Rno11-20) par rapport aux WT (p<0,001 et
p<0,01, respectivement) et aux Dup(Rno20) (p<0,001). Chez les femelles, cette augmentation n’est visible
que chez les Dup(Rno1l1) par rapport aux WT (p<0,001) et aux Dup(Rno20) (p<0,01). Pour les deux sexes,
I'interaction Génotype x Jour n’est pas significative (pour les males Fg110=0,94 ; pour les femelles

F6,110=0,40).

L’analyse de la distance et de la latence pour atteindre la plateforme met en évidence un déficit
d’apprentissage chez les males Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20) ainsi que chez les femelles Dup(Rno11).
Comme pour la phase d’acquisition, ces animaux présentent plus de difficultés, mais sont quand méme
capables d’apprendre la localisation de la plateforme. En effet, comme pour les WT et les Dup(Rno20), une
diminution de la distance parcourue et de la latence pour atteindre la plateforme au cours des jours est
observée chez les Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20). Cela permet donc de conclure a I'absence de déficit de

flexibilité comportementale.
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Figure 82: Flexibilité comportementale chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors de
la phase de reversal en piscine de Morris

(A) Distance parcourue pour atteindre la plateforme. Les Dup(Rno11), males et femelles, et les males Dup(Rno11-20)
présentent un déficit d’apprentissage. lls sont cependant capables d’apprendre la nouvelle localisation de la
plateforme, visible par la diminution de la distance au cours des jours. (B) Latence pour atteindre la plateforme. Les
résultats sont similaires a ceux obtenus pour la distance, les Dup(Rno11), méles et femelles, et les méales Dup(Rno11-
20) mettent plus de temps a atteindre la plateforme. (C) Vitesse de nage. Aucune différence n’est observée entre les
génotypes. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.
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Enfin, pour la vitesse de nage (Figure 82-C), 'ANOVA a 2 facteurs, pour les males comme pour les femelles,
indigue uniquement un effet du Jour (p<0,001, pour les males F2,110=9,50 ; pour les femelles F,110=13,79),
I'effet du Génotype (pour les males F355=0,38 ; pour les femelles F3s55=1,12) et I'interaction Génotype x
Jour (pour les males Fg110=1,55; pour les femelles Fs110=1,83) ne sont pas significatifs. Ainsi, une

diminution de la vitesse de nage est observée au cours des jours du reversal.

En conclusion, le déficit d’apprentissage observé chez les males Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20) et chez les
femelles Dup(Rnol11) n’est pas lié a un probleme au niveau moteur. En effet, aucune différence entre les

génotypes n’est observée, que ce soit pour les males ou pour les femelles.

8.4- Test de rappel n°2

Le second test de rappel a été réalisé 24h apres le dernier jour de reversal. Si I'on regarde d’abord le
pourcentage de temps passé dans les quadrants (Figure 83-A), ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x
Quadrant) met en évidence pour les males un effet du Quadrant (F3220=222,7 ; p<0,001). Globalement, les
males passent significativement plus de temps dans le QC (quadrant SO) comparativement aux autres
quadrants (p<0,001). Aucun effet du Génotype (F3220=6,87x10"°), ni d’interaction Génotype x Quadrant
(Fs,220=1,24) ne sont observés. La comparaison a 25% du pourcentage de temps passé dans le QC indique
que tous les groupes génétiques passent significativement plus de 25% de leur temps dans le QC (p<0,001

pour les WT, Dup(Rno20) et Dup(Rno11) ; p<0,01 pour les Dup(Rno11-20)).

Concernant les femelles, ’ANOVA a 2 facteurs met en évidence un effet du Quadrant (Fs220=228,7 ;
p<0,001) et une interaction Génotype x Jour (Fg220=2,52 ; p<0,01). Comme pour les males, les femelles
passent significativement plus de temps dans le QC par rapport aux autres quadrants (p<0,001). Le test
« post-hoc » réalisé pour l'interaction Génotype x Quadrant met en évidence que les femelles Dup(Rno11)
et Dup(Rno11-20) passent significativement moins de temps dans la QC comparés aux WT (p<0,05 et
p<0,01, respectivement). La comparaison a 25% du pourcentage de temps passé dans le QC indique que
tous les génotypes passent significativement plus de 25% de leur temps dans le QC (p<0,001 pour tous les

génotypes).

En conclusion, pour les males, comme pour les femelles, I'ensemble des animaux est capable de rappeler
la localisation de la plateforme. Aucun déficit de mémoire spatiale n’est donc observé. Cependant, les
femelles Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) présentent de moins bonnes performances comparativement aux

WT.
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Enfin, pour le nombre de croisements de I’'emplacement de la plateforme (Figure 83-B), chez les males,
le test de Kruskal-Wallis met en évidence un effet significatif du Génotype (p<0,01). Ainsi, les males
Dup(Rno11) croisent significativement moins I’emplacement de la plateforme comparés aux WT (p<0,01)
et aux Dup(Rno20) (p<0,05). Concernant les femelles, 'ANOVA a un facteur ne montre pas d’effet

significatif du Génotype (F355=2,22).

Ainsi, bien que les males Dup(Rnol1l) soient capables de rappeler la localisation de la plateforme, ils

présentent une moins bonne précision de leur mémoire, comme observé lors du premier rappel.
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Figure 83: Mémoire spatiale chez les rats Dup(Rno20), Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors du second
test de rappel en piscine de Morris

(A) Pourcentage de temps passé dans les différents quadrants. Tous les animaux passent significativement plus de
25% de leur temps dans le quadrant cible (SO). lls sont donc capables de rappeler la localisation de la plateforme. (B)
Nombre de croisements de I'emplacement de la plateforme. Chez les males, les Dup(Rnoll) croisent
significativement moins 'emplacement de la plateforme comparés aux WT (** p<0,01) et Dup(Rno20) (S p<0,05). lIs
présentent donc une moins bonne précision de leur mémoire. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.
Statistiques : +++ p<0,001 vs. hasard (25%), * p<0,05 et ** p<0,01.
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9- Conclusion générale

Les résultats de I’étude comportementale réalisée chez les modeéles de rat du SD sont synthétisés dans le
Tableau 14. Cette étude a permis de mettre en évidence une réduction de la masse corporelle de 13,1%
chez les méales Dup(Rno11) et de 21,9% chez les males Dup(Rno11-20). Aucune différence n’est observée
chez les femelles. Concernant I’activité locomotrice, le test de I'activité circadienne a révélé une réduction
de I'activité locomotrice des femelles Dup(Rno11) et Dup(Rno11-20) lors de la phase nocturne. Pour les
males, I'activité locomotrice est similaire entre les 4 groupes génétiques. Cette réduction observée pour
les femelles Dup(Rnol11-20) est retrouvée dans le test du champ ouvert. Cela confirme donc une
hypoactivité chez ces animaux. Par ailleurs, ce test indique également une réduction de la distance
parcourue par les males Dup(Rnoll-20). Enfin, les males et les femelles Dup(Rnol1-20) passent

significativement plus de temps a la périphérie du champ ouvert. Ces animaux semblent donc plus anxieux.

Concernant les tests utilisés pour évaluer la mémoire, le labyrinthe en Y a permis de mettre en évidence
un déficit de mémoire de travail uniguement chez les males Dup(Rno11-20). Pour les femelles, tous les
génotypes réalisent significativement plus de 50% d’alternances spontanées, ce qui traduit des capacités
de mémoire de travail préservées. Ce test permet également d’évaluer 'activité générale des animaux en
évaluant le nombre total d’entrées dans les bras. Ainsi, aucune différence n’est observée entre les
génotypes, que ce soit pour les males ou pour les femelles. Le test de I’'OLM, qui évalue la mémoire spatiale
a court terme, montre un déficit uniguement chez les males pour les Dup(Rno20), Dup(Rnoll) et
Dup(Rno11-20). La mémoire de reconnaissance est, quant a elle, préservée chez I’'ensemble des animaux
comme l'indique le test du NOR. En effet, pour les deux sexes, les 4 génotypes passent significativement

plus de 33% de leur temps sur le nouvel objet.

Enfin, le test de la piscine de Morris, montre un déficit d’apprentissage spatial chez les Dup(Rno11) et
Dup(Rno11-20), males et femelles. Ces animaux restent cependant capables d’apprendre la localisation de
la plateforme. Par ailleurs, lors du premier test de rappel, seules les femelles Dup(Rno11-20) ne sont pas
capables de rappeler la localisation de la plateforme. Elles présentent donc un déficit de mémoire spatiale.
Par ailleurs, bien que les Dup(Rno11), males et femelles, et les males Dup(Rno11-20) soient capables de
rappeler la localisation de la plateforme, ils présentent une moins bonne précision de leur mémoire. Lors
de la phase de reversal, le déficit d’apprentissage observé au cours de I'acquisition est retrouvé chez les
males Dup(Rnol1l) et Dup(Rnol11-20), ainsi que chez les femelles Dup(Rno11). lls restent cependant
capables d’apprendre la nouvelle localisation de la plateforme, ils ne présentent donc pas de déficit de

flexibilité. De plus, lors du second test de rappel, réalisé 24h aprés le dernier jour de reversal, I'ensemble
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des animaux est capable de rappeler la localisation de la plateforme et ne présente donc pas de déficit de

mémoire. Cependant, les males Dup(Rno11) restent toujours moins précis comme l'indique le fait qu’ils

croisent significativement moins I'emplacement de la plateforme.

Dup(Rno20) Dup(Rno11) Dup(Rno11-20)
Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Masse Corporelle (1)} N (13,1%) 1) N (21,9%) 1)
Activité circadienne [1)] (1)} N activité (1)} N activité
nocturne nocturne
Anxiété [0 ] 2 @
La byrir\\(the en Activits ) @ @
Alternance [1)] 1)) N 1))
Champ Activité [1)] (1)} N
ouvert Anxiété ) @ 2 A vs.
Dup(Rno20)
oLm N N (] N [
NOR @ ?
Acquisition [1)] N
Piscine de Rappel n°1 @ @ 0]
Morris Reversal @ N
Rappel n°2 1) @ [0}

Tableau 14 : Synthése des résultats de I’étude comportementale réalisée chez les rats Dup(Rno20),
Dup(Rnol1) et Dup(Rno11-20)

N et A, indique respectivement une diminution et une augmentation par rapport aux WT, lorsque qu’il s’agit d’une

différence par rapport a un autre génotype, ce dernier est indiqué dans le tableau ; @, indique une absence de

différence avec les WT.
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Objectif 2 : Caractérisation des modeles de rats du Syndrome de Down
avec I’APP humanisée

Le second objectif de ce projet consistait a caractériser les modeles de rat SD chez lesquels I'APP
humanisée a été introduite, soit les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP™,
Le but est ainsi d’étudier les mécanismes de la MA dans un contexte de SD. Dans un premier temps, ces
modeles ont été caractérisés au niveau comportemental. Pour cela, la méme batterie de tests
comportementaux que celle réalisée chez les modéles sans ’APP" a été reproduite au méme age chez les
modeles avec I’APP", soit & partir de 6-7 semaines. Par ailleurs, la MA étant une maladie liée a I'4ge, une
étude de vieillissement a été réalisée. Ainsi, les mémes rats ont été retestés dans la méme batterie de
tests a I'age de 12 mois environ. Cette étude de vieillissement est toujours en cours, les données déja
recueillies ne permettant pas encore d’émettre de conclusion, elles ne seront pas présentées dans ce
manuscrit. Par ailleurs, nous avons également souhaité réaliser une analyse transcriptomique chez ces
modéles afin d’étudier d’une part I'effet de 'APP" dans nos modéles, mais également celui du
vieillissement. En effet, les prélévements des modéles de rat SD avec I’APP" ont été réalisés chez des
animaux agés de 57-65 semaines contre 13-16 semaines pour les modéles de rat SD sans 'APP". Les
échantillons des rats SD avec I’APP" sont en cours de séquencage et nous n’avons pas les données pour le

moment.

De ce fait, seuls les résultats de I'’étude comportementale réalisée a partir de I'dge de 6-7 semaines seront
présentés dans ce manuscrit. Cette étude a été réalisée sur des males et des femelles, les animaux ayant
été répartis sur 4 cohortes. Chaque cohorte est constituée de 4 groupes génétiques, les effectifs finaux
pour chaque génotype sont les suivant : n=19 méles et n=20 femelles pour les APP"2 (rats contrdles), n=14
males et n=12 femelles pour les Dup(Rno20)-APP"2, n=23 males et n=14 femelles pour les Dup(Rno11)-
APP™3, n=12 maéles et n=18 femelles pour les Dup(Rno11-20)-APP"3, Les résultats obtenus sont présentés
dans I'ordre des tests. Les analyses statistiques pour les males et les femelles ont été faites séparément.
De la méme fagon que pour les études précédentes, il est possible de se reporter directement a un tableau

synthétique (Tableau 15) qui se trouve en page 232.
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I- Masse corporelle
Comme pour les modeles SD non humanisés, le poids des animaux a été suivi pendant toute la période de
tests comportementaux. Pour les mémes raisons que celles décrites dans I'Objectif |, Partie Il, Point 1, les

résultats présentés sont ceux obtenus a I'adge de 9 semaines (Figure 84).

Pour les males, le test de Kruskal-Wallis montre un effet significatif du Génotype (p<0,001). Ainsi, les males
Dup(Rno11)-APP™ présentent une réduction de leur masse corporelle de 16,6% comparés aux APP"?
(p<0,001) et de 13,1% par rapport aux Dup(Rno20)-APP"? (p<0,05). Par ailleurs, une réduction de la masse
corporelle est également observée chez les males Dup(Rnol1-20)-APP" bien qu’elle ne soit pas
significative (p=0,055). Elle est de 12,5% comparée aux APP"2, Chez les femelles, 'ANOVA 3 un facteur
montre également un effet significatif du Génotype (F360=3,06 ; p<0,05). Ainsi, les femelles Dup(Rno11-
20)-APP"3 présentent une masse corporelle plus faible comparées aux femelles APP"2. Une réduction de

9,8% est ainsi observée (p<0,05).
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Figure 84: Masse corporelle des rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3 3
I’dge de 9 semaines

Une réduction significative de la masse corporelle est observée chez les males Dup(Rno11)-APP" (-16,6% vs. APPH?)
et chez les femelles Dup(Rno11-20)-APP"3 (-9,8% vs. APP"2). Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.
Statistiques : * p<0,05 et *** p<0,001 vs. APP"2 ; S p<0,05 vs. Dup(Rno20)-APP"2.

210



Il- Test de I'activité circadienne

Si I'on s’intéresse tout d’abord a I'activité locomotrice lors de la phase d’habituation (Figure 85-A),
I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Heure) montre un effet significatif de I'Heure pour les 2 sexes (p<0,001,
pour les males F3116=318,3 ; pour les femelles F,114=418,2). Ainsi, 'ensemble des rats présente une
diminution de leur activité locomotrice au cours du temps. Cela traduit une habituation des animaux aux
conditions expérimentales. Par ailleurs, pour les males, un effet significatif du Génotype est mis en
évidence (F3ss=3,29 ; p<0,05). Les males Dup(Rno11-20)-APP"® sont ainsi plus actifs comparés aux APP"2
et aux Dup(Rno20)-APP"2 (p<0,05). De plus, l'interaction Génotype x Heure tend vers la significativité
(Fs116=2,001 ; p=0,071). Les males Dup(Rno11-20)-APP"3 sont significativement plus actifs lors de la
premiére heure d’habituation comparés aux autres génotypes (p<0,05 vs. APP"?; p<0,01 vs. Dup(Rno20)-
APP"2 et Dup(Rnol1)-APP"3). Cette différence d’activité n’est pas retrouvée pour les deux heures
suivantes. Ainsi, cette hyperactivité pourrait étre causée par un stress ou une exploration exacerbée en
réponse au nouvel environnement. Concernant les femelles, ’ANOVA a 2 facteurs ne montre pas d’effet

significatif du Génotype (F357=1,05), ni d’interaction Génotype x Heure (Fs,114=2,14).
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Figure 85: Activité locomotrice des modeéles rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"? et Dup(Rno11-
20)-APP" lors du test de I’activité circadienne

(A) Activité locomotrice lors de la phase d’habituation. Les males Dup(Rno11-20)-APP™ sont plus actifs au cours de
la 1% heure. Pour I’ensemble des animaux, la diminution d’activité locomotrice observée au cours du temps traduit
une habituation. (B) Activité locomotrice au cours des phases diurne et nocturne. Une diminution de I'activité
locomotrice est observée chez les males Dup(Rno11)-APP"3 par rapport aux Dup(Rno11-20)-APP™3 lors de la phase
nocturne. Par ailleurs, les femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP™3 sont également moins actives lors de
la phase nocturne. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type. Statistiques : * p<0,05, *** p<0,001 vs.
APP"2 ; SS p<0,01 vs. Dup(Rno20)-APP"? ; ++ p<0,01 vs. Dup(Rno11)-APP"3 ; # p<0,05 vs. Dup(Rno11-20)-APP">,

L'activité au cours des 43h suivant la phase d’habituation a été analysée en distinguant I'activité diurne
de I’activité nocturne (Figure 85-B). Pour les 2 sexes, ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Période) met en
évidence un effet significatif de la Période (p<0,001, pour les males F153=574,9; pour les femelles
F1,5,=327,1) et une interaction Génotype x Période (pour les males F355=2,91 - p<0,05 ; pour les femelles
F357=6,11 - p<0,01). L'effet de la Période s’explique par le fait que les rats sont plus actifs lors de la phase
nocturne par rapport a la phase diurne. Par ailleurs, chez les méles, les Dup(Rno11-20)-APP"3 sont plus

actifs que les Dup(Rno11)-APP" lors de la phase nocturne (p<0,05). Chez les femelles, les rats Dup(Rno11)-
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APP"® et Dup(Rno11-20)-APP™ sont moins actifs que les rats APP" lors de la phase nocturne (p<0,001).
Aucun effet significatif du génotype n’est observé, que ce soit pour les méles (F355=2,72) ou les femelles

(F3,57=2,35).

En résumé, lI'ensemble des rats, males et femelles, est capable de s’habituer aux conditions
expérimentales. Par ailleurs, des changements de |'activité locomotrice sont observés lors de la phase
nocturne. Ainsi, les femelles Dup(Rno11)-APP"® et Dup(Rno11-20)-APP"3 sont hypoactives lors de cette

phase. Cette hypoactivité n’est pas observée chez les males.

lll- Labyrinthe en Y

La mémoire de travail a été évaluée grace au test du labyrinthe en Y. Les résultats obtenus pour la latence
de sortie du premier bras (Figure 86-A) ne montrent pas de différence entre les génotypes, que ce soit
pour les males ou pour les femelles (Test de Kruskal-Wallis, pour les males p=0,63 ; pour les femelles

p=0,72). Il n’y a donc pas de différence du niveau d’anxiété chez nos modéles de rat du SD avec I’APP".

Concernant le nombre de bras visités (Figure 86-B), chez les males, 'ANOVA a un facteur n’indique pas
d’effet significatif du Génotype (Fss4=1,33). En revanche, chez les femelles, un effet significatif du
Génotype est mis en évidence (F3,60=9,62 ; p<0,001). Ainsi, les femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-
20)-APP"3 sont significativement plus actives que les femelles APP"? (p<0,001) et Dup(Rno20)-APP"2

(p<0,01 et p<0,05, respectivement).

Enfin, pour le pourcentage d’alternances spontanées (Figure 86-C), parameétre étudié pour évaluer la
mémoire de travail, ’ANOVA a un facteur pour les males ne montre pas d’effet significatif du Génotype
(F3,63=0,79). Par ailleurs, la comparaison de ce pourcentage a 50%, correspondant au hasard, indique que
les 4 génotypes présentent significativement plus de 50% d’alternances spontanées (One sample t-Test,
p<0,01 pour les APP"?; p<0,001 pour les Dup(Rno20)-APP"? et les Dup(Rno11)-APP"; p<0,05 pour les
Dup(Rno11-20)-APP™3). Les méales Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rnol11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP" ne
présentent donc pas de déficit de mémoire de travail. Pour les femelles, 'ANOVA a un facteur met en
évidence un effet significatif du Génotype (F360=6,30 ; p<0,001). Ainsi, les femelles Dup(Rno11-20)-APP"3
font significativement moins d’alternances spontanées comparés aux APP"? (p<0,01) et aux Dup(Rno20)-
APP"? (p<0,01). De plus, la comparaison du pourcentage d’alternances a 50% indique que tous les rats, a

I’'exception des femelles Dup(Rno11-20)-APP"3, présentent significativement plus de 50% d’alternances
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spontanées (One sample t-Test, p<0,001 pour les APP"? et les Dup(Rno20)-APP"?; p<0,05 pour les

Dup(Rno11)-APP"). Les femelles Dup(Rno11-20)-APP"3 présentent donc un déficit de mémoire de travail.

A B C
150 501 5 100~ e+
g (o) = ++ O PP
= 40- o 9 g0 Q
_ o 340 o > @ o = 80 % g ) 8
» 100+ e o £
5 oy ° 2 307 2 601
Males £ & > o < - -184- .
2 ° 5 20- (e} 9 od [Pl |o [e)
= 204 | © 5 40
S 504 = ] o
o P a g
g10- 5 204
% 3 :
n o o
U T T T T v T T T T [72] v T T T T
$ $ - *
1504 501 *kk  kkk 2 100+
» o [mi) [m} = deb *%
£ H 5 &
© 404 o = 80+ +++ +
—_ o o e o
2 1001 2 30 S 60
> o @ 304 @ @ 2 60
Femelles 2 > < - B -
- S 20+ i 3 401 (m]
- ] [
o c m
H §10- 8 204
2 :
0 T T T T w 0 T T T T
' v G Gl v v ‘el
& & £ & & & £ &
& &L & & EL
Qo Qo '\r\' oo oo NN
g & & & ¢
g & & K K &
¢ 9 9 o9 &
<Q Q

Figure 86: Anxiété et mémoire de travail dans le labyrinthe en Y chez les rats Dup(Rno20)-APP?,
Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APPH3

(A) Latence de sortie du premier bras. Aucune différence n’est observée entre les génotypes pour les 2 sexes. (B)
Nombre total d’entrées dans les bras. Une augmentation du nombre de bras visités est mise en évidence chez les
femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3. Aucune différence d’activité n’est constatée chez les males. (C)
Pourcentage d’alternances spontanées. Seules les femelles Dup(Rno11-20)-APP"3 ne font pas significativement plus
de 50% d’alternances, et présentent donc un déficit de mémoire de travail. Les valeurs représentent des moyennes
+ erreur-type. Statistiques : pour le nombre de bras visités (B) *** p<0,001 vs. APP"? ; S p<0,05 et S$S p<0,01 vs.
Dup(Rno20)-APP"? ; pour le pourcentage d’alternance (C) + p<0,05, ++ p<0,01 et +++ p<0,001 vs. hasard (50%) ; **
p<0,01.

En résumé, le test du labyrinthe en Y a permis de montrer que les modéles de rat SD avec I’APP humanisée
ne présentent pas de modification de leur niveau d’anxiété et ceci, quel que soit le sexe. Par ailleurs, une
augmentation de I'activité locomotrice est observée chez les femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-
20)-APP"3, Alors qu’aucun déficit de mémoire de travail n’est observé chez les méles quel que soit le

génotype, un déficit est mis en évidence chez les femelles Dup(Rno11-20)-APP"3,
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IV-Test du champ ouvert

Le test du champ ouvert a ensuite été réalisé avec, comme pour les modeles de rat SD non humanisé, un
unique essai par rat d’'une durée de 30 min. Tout d’abord, concernant la distance parcourue a la périphérie
par rapport au centre de I'aréne (Figure 87-A et B), '’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Zone) indique un
effet significatif de la Zone pour les 2 sexes (p<0,001, pour les males F1128=1142; pour les femelles
F1116=1222). Comme attendu, les rats parcourent une distance plus importante a la périphérie comparée
au centre du champ ouvert. De plus, pour les males, aucun effet significatif du Génotype (Fs,12s=1,93), ni
d’interaction Génotype x Zone (Fs,12s=0,47) ne sont mis en évidence. Ainsi, aucune différence d’activité
locomotrice n’est observée entre les 4 génotypes chez les males. Pour les femelles, alors qu’aucune
interaction Génotype x Zone n’est mise en évidence (Fs116=0,18), une tendance a la significativité est
observée pour I'effet du Génotype (F3,116=2,48 ; p=0,065). Le test « post-hoc » de Tukey révele ainsi que
les femelles Dup(Rno11)-APP™ parcourent globalement une distance plus importante comparée aux APP"?

(p<0,05). Elles sont donc plus actives.

La distance totale parcourue au cours des 30 min de test a également été analysée par intervalles de 10
min (Figure 87-C) afin d’étudier I'habituation des animaux au champ ouvert. Un effet significatif du Temps
est mis en évidence par ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Temps) pour les males (F»128=617,1 ; p<0,001)
et les femelles (p<0,001 ; F5,116=444). Il s’explique par une diminution de la distance parcourue au cours du
temps traduisant donc une habituation des animaux a ce nouvel environnement. Par ailleurs, aucun effet
du Génotype (pour les males F36,=1,82 ; pour les femelles F3535=2,03), ni d’interaction Génotype x Temps
(pour les males Fg128=1,11 ; pour les femelles Fg116=1,15) ne sont mis en évidence, que ce soit pour les

males ou pour les femelles.
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Figure 87: Distance parcourue chez les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"? et Dup(Rno11-20)-
APP"3 dans le test du champ ouvert

(A) Distance parcourue a la Périphérie du champ ouvert. Pour les 2 sexes, aucune différence n’est observée entre les
génotypes. (B) Distance parcourue au Centre du champ ouvert. Aucune différence n’est observée entre les
génotypes, que ce soit pour les males ou pour les femelles. (C) Distance totale parcourue par intervalles de 10 min.
Une diminution de la distance parcourue au cours du temps est observée chez tous les animaux, males et femelles.
Cette derniére traduit une habituation a I'aréne. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.

Le temps passé a la périphérie vs. le centre du dispositif donne une indication sur I'anxiété des animaux
(Figure 88-A et B). Pour les 2 sexes, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Zone) met en évidence un effet
significatif de la Zone (p<0,001, pour les males F1,128=28133 ; pour les femelles F;116=42514). Comme pour
la distance, les animaux passent globalement beaucoup plus de temps a la périphérie par rapport au centre
du champ ouvert. Par ailleurs, pour les males, une interaction significative Génotype x Zone est observée
(Fs,128=5,41 ; p<0,01). Cependant, le test « post-hoc » ne montre pas de différence significative. De plus,
aucun effet du Génotype n’est observé (F3125=9,87x10°). Pour les femelles, 'ANOVA a 2 facteurs
n‘indique pas d’effet significatif du Génotype (F3116=2,51x10°), ni d’interaction Génotype x Zone

(F31116=2,60).

En conclusion, il n'y a pas de différence d’activité locomotrice chez les males. A l'inverse, les femelles

Dup(Rno11)-APP"3 sont hyperactives. Par ailleurs, une habituation au champ ouvert est observée de facon
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similaire chez tous les animaux des 2 sexes. Enfin, I'absence de différence entre les génotypes pour le
temps passé a la périphérie vs. le centre du dispositif, indique que les rats SD avec I’APP" ne présentent

pas de modification de leur niveau d’anxiété.
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Figure 88: Temps passé a la périphérie et au centre du champ ouvert chez les rats Dup(Rno20)-APP"2,
Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3

(A) Temps passé a la Périphérie du champ ouvert. (B) Temps passé au Centre du champ ouvert. Pour les 2 sexes,
aucune différence n’est observée entre les génotypes pour le temps passé a la périphérie ou au centre du champ
ouvert. Les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"® et Dup(Rno11-20)-APP"3, males et femelles, ne présentent
donc pas de modification de leur niveau d’anxiété. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type.

V- Interaction sociale

Les vidéos générées lors de la réalisation du test sont en cours d’analyse.

VI-Test de reconnaissance de la localisation de I'objet (OLM)

Le test de I'OLM a été réalisé dans les mémes conditions que celles décrites pour les modeles de rats sans
I’APP". Comme précédemment, le pourcentage de temps passé a explorer les objets lors de la phase de
test a été évalué (Figure 89).
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Figure 89: Mémoire spatiale a court terme chez les rats Dup(Rno20)-APP"?, Dup(Rno11)-APP" et
Dup(Rno11-20)-APP" lors du test de ’'OLM

Le pourcentage de temps passé a explorer les objets est évalué lors de la phase de test. L'objet déplacé est noté Do,
I'objet familier non déplacé est noté Fo. Les males APP"?, qui sont utilisés comme contréle, ne passent pas
significativement plus de 50% de leur temps sur I'objet déplacé. Il n’est donc pas possible de conclure quant aux
résultats de ’OLM pour les méles. Chez les femelles, seules les Dup(Rno11-20)-APP"3 ne différencient pas I'objet Do
de I'objet Fo. Elles présentent donc un déficit de mémoire spatiale a court terme. Les valeurs représentent des
moyennes * erreur-type. Statistiques : + p<0,05 et ++ p<0,01 vs. hasard (50%).

Tout d’abord, pour les males, ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) montre un effet significatif de
I’Objet (F1,102=5,95 ; p<0,05) et une interaction Génotype x Objet (F3102=3,85 ; p<0,05). Ainsi, de maniere
globale, les males passent significativement plus de temps sur I'objet déplacé par rapport a I'objet familier
non déplacé. Le test « post-hoc » réalisé pour l'interaction Génotype x Objet ne montre pas de différence
significative. Par ailleurs, aucun effet du Génotype n’est mis en évidence (Fs10.=0). Le pourcentage de
temps passé sur I'objet déplacé a également été comparé a 50% (One sample t-Test). Pour les 4 groupes
génétiques, aucune différence par rapport a 50% n’est observée. Ainsi, '’ensemble des animaux, incluant

les rats contrdéles APP™2, ne différencient pas I'objet déplacé de I'objet familier non déplacé.

Concernant les femelles, ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) met en évidence un effet significatif de
I'Objet (F1,92=75,13; p<0,001) et une interaction Génotype x Objet (F39,=8,66; p<0,001). Le premier
s’explique par le fait que les femelles passent globalement plus de temps sur I'objet déplacé que sur I'objet
familier non déplacé. Le test « post-hoc » réalisé pour l'interaction Génotype x Objet indique que les
femelles Dup(Rno11-20)-APP"3 passent significativement moins de temps sur les objets déplacé et non
déplacé comparativement aux femelles Dup(Rno20)-APP"? (p<0,01). Par ailleurs, aucun effet significatif du

Génotype n’est observé (F39,=0). Le one sample t-Test réalisé pour comparer le pourcentage de temps
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passé sur I'objet déplacé au hasard (50%) indique que tous les rats, a I'exception des femelles Dup(Rno11-
20)-APP™3, passent significativement plus de 50% de leur temps sur I'objet déplacé (p<0,01 pour les APP?
et les Dup(Rno20)-APP"2; p<0,05 pour les Dup(Rno11)-APP™; p=0,34 pour les Dup(Rno11-20)-APP"3).
Ainsi, les femelles Dup(Rno20)-APP"2 et Dup(Rno11)-APP"® sont capables de différencier I'objet déplacé
de I'objet familier non déplacé ce qui n’est pas le cas des femelles Dup(Rno11-20)-APP"3. Ces derniéres

présentent donc un déficit de mémoire spatiale a court terme.

En résumé, il nest pas possible de conclure quant aux résultats des males. En effet, les rats controles,
APP"2, ne sont pas capables de différencier entre I'objet déplacé et 'objet familier non déplacé. En
revanche, chez les femelles, un déficit de mémoire spatiale a court terme est mis en évidence, mais

uniquement chez Dup(Rno11-20)-APP",

VIl- Test de reconnaissance du nouvel objet
Le test du NOR a ensuite permis d’évaluer la mémoire de reconnaissance. Comme précédemment, le
temps passé a explorer chacun des 3 objets est mesuré lors de la phase de test. Un pourcentage de temps

d’exploration est ensuite calculé pour chacun des objets (Figure 90).

Pour les males, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) montre un effet significatif de I'Objet
(F2,156=53,92). Les males passent ainsi globalement plus de temps a explorer le nouvel objet comparé aux
objets familiers (p<0,001 No vs. FOA et FoB). Aucun effet du Génotype (Fs 156=3,38x10%), ni d’interaction
Génotype x Objet (Fe,156=0,99) ne sont observés. Les ANOVA a un facteur réalisées pour chaque groupe
génétique confirment que chacun d’entre eux passe significativement plus de temps sur le nouvel objet
comparativement aux objets familiers (pour les APP"? F,4,=19,57 - p<0,001 No vs. FOA et FoB ; pour les
Dup(Rno20)-APP"2 F, 30=4,85 - p<0,05 No vs. FoA et FoB ; pour les Dup(Rno11)-APP"3 F, 5,=13,49 - p<0,001
No vs. FOA et FoB ; Dup(Rno11-20)-APP" F,,,=27,73 — p<0,001 No vs. FoA et FoB). Enfin, la comparaison
du pourcentage de temps d’exploration au hasard (33%) indique que tous les groupes génétiques passent
significativement plus de 33% de leur temps sur le nouvel objet (p<0,001 pour les APP"? et Dup(Rno11-

20)-APP*? ; p<0,05 pour les Dup(Rno20)-APP"? ; p<0,01 pour les Dup(Rno11)-APP*3).
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Figure 90: Mémoire de reconnaissance chez les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP" et
Dup(Rno11-20)-APP" lors du test du NOR

Le pourcentage de temps passé a explorer les objets est évalué lors de la phase de test. Le nouvel objet est noté No,
les objets familiers A et B sont notés, respectivement, FOA et FoB. Seules les femelles Dup(Rno20)-APP"2 passent un
pourcentage de leur temps sur le nouvel objet qui ne differe pas significativement du hasard. Elles présentent donc
un déficit de mémoire de reconnaissance. Les valeurs représentent des moyennes * erreur-type. Statistiques : +
p<0,05 ; ++ p<0,01 et +++ p<0,001 vs. hasard (33%).

Concernant les femelles, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Objet) montre uniquement un effet significatif
de I'Objet (F,,138=60,17 ; p<0,001). Comme pour les males, les femelles passent significativement plus de
temps a explorer le nouvel objet comparativement aux objets familiers (p<0,001 No vs. FoA et FoB). L'effet
du Génotype (F313:=9,48x108) et I'interaction Génotype x Jour (Fe135=0,46) ne sont pas significatifs. Par
ailleurs, les ANOVA a un facteur ou test de Kruskal-Wallis réalisés pour chaque génotype indiquent que
seules les femelles Dup(Rno20)-APP"2 ne différencient pas le nouvel objet des objets familiers (Test de
Kruskal-Wallis, p=0,075). En effet, pour les autres génotypes, ’ANOVA a un facteur montre un effet
significatif de I’Objet (pour les APP"2 F, 45=21,67 - p<0,001 No vs. FoA et FoB ; pour les Dup(Rno11)-APPH3
F2,30=31,01 - p<0,001 No vs. FoA et FoB ; pour les Dup(Rno11-20)-APP™ F, 4,=30,70 - p<0,001). Dans ces
groupes, les rats passent plus de temps sur le nouvel objet comparé aux objets familiers. De plus, le one
sample t-Test utilisé indique que seules les femelles Dup(Rno20)-APP"? ne passent pas significativement
plus de 33% de leur temps sur le nouvel objet (p<0,001 pour les APP"2, Dup(Rno11)-APP" et Dup(Rno11-
20)-APP"3, p=0,12 pour les Dup(Rno20)-APP"?),
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Nous pouvons donc conclure que les males Dup(Rno20)-APP"?, Dup(Rno11)-APP"? et Dup(Rno11-20)-
APP™ ne présentent pas de déficit de mémoire de reconnaissance. En revanche, les femelles Dup(Rno20)-
APP"2 présentent un déficit de mémoire de reconnaissance qui n’est pas observé chez les femelles

Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP3,

VIII- Piscine de Morris

Le protocole de piscine utilisé est identique a celui de I’étude des modeles de rats SD sans I’APP humanisée.
Il comporte ainsi 4 phases, la phase d’acquisition de 5 jours suivie d’un premier test de rappel a 24h. Suite
a cela, une phase de reversal est réalisée afin d’évaluer la flexibilité comportementale. La phase de reversal

est elle-méme suivie d’un second test de rappel 24h apres le dernier jour.

1- Phase d’acquisition
Concernant la distance parcourue pour atteindre la plateforme (Figure 91-A), pour les 2 sexes, ’ANOVA
a 2 facteurs (Génotype x Jour) montre un effet significatif du Jour (p<0,001, pour les males F4,20s=63,68 ;
pour les femelles F4184=25,25), du Génotype (pour les males F35,=17,67 - p<0,001 ; pour les femelles
F346=5,21 - p<0,01), et une interaction Génotype x Jour (p<0,001, pour les males Fi1220s=4,39 ; pour les
femelles F15,184=4,53). L'effet du Jour traduit ainsi une diminution de la distance parcourue au cours des
jours d’acquisition, ce qui témoigne d’un apprentissage. Pour les males, I'effet du Génotype montre que
les rats Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"® parcourent une distance significativement plus
importante compararativement aux APP"? (p<0,001 et p<0,05, respectivement) et aux Dup(Rno20)-APP"2
(p<0,001 et p<0,01, respectivement). Par ailleurs, le test « post-hoc » pour I'interaction Génotype x Jour
indiqgue une augmentation de la distance parcourue pour atteindre la plateforme dés le 2¢™ jour
d’acquisition chez les males Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP"3, Cette distance plus importante
se maintient jusqu’au dernier jour d’acquisition. De méme, chez les femelles, les Dup(Rno11)-APP"® et
Dup(Rno11-20)-APP™ parcourent une distance plus importante, mais uniquement par rapport aux
femelles APP"? (p<0,01 et p<0,05, respectivement). Plus particuliérement, I'interaction Génotype x Jour
montre que les femelles Dup(Rno11)-APP" parcourent une distance plus importante a partir du 3™ jour
d’acquisition. Pour les femelles Dup(Rno11-20)-APP™3, |a distance parcourue pour atteindre la plateforme

devient significativement plus importance a partir du 4™ jour d’apprentissage.
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Des résultats similaires sont obtenus pour la latence d’atteinte de la plateforme (Figure 91-B). En effet,
pour les 2 sexes, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met également en évidence un effet du Jour
(p<0,001, pour les males Fa20s=63,54 ; pour les femelles Fs,134=28,87), du Génotype (p<0,001, pour les
males F35,=28,71; pour les femelles F345=8,43) et une interaction Génotype x Jour (pour les males
F12,208=2,54 - p<0,01 ; pour les femelles Fi;18:=4,31 - p<0,001). Comme pour la distance, I'effet du Jour
traduit une diminution globale de la latence pour atteindre la plateforme au cours des jours
d’apprentissage, ce qui témoigne d’un apprentissage. L'effet du Génotype, quant a lui, indique pour les
males une augmentation de la latence pour atteindre la plateforme pour les Dup(Rno11)-APP"® et
Dup(Rno11-20)-APP™ comparés aux APP"2 (p<0,001) et Dup(Rno20)-APP"? (p<0,001). Ainsi, les males
Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP™ mettent plus de temps a atteindre la plateforme dés le 2™
jour d’apprentissage. Cette latence plus importante se maintient jusqu’a la fin de I'apprentissage.
Concernant les femelles, les Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"® mettent globalement plus de
temps pour atteindre la plateforme comparativement aux APP"? (p<0,001 et p<0,05, respectivement). Par
ailleurs, une augmentation de la latence est également observée chez les femelles Dup(Rno11)-APP"3 par
rapport aux femelles Dup(Rno20)-APP"? (p<0,05). Cette augmentation de la latence est visible dés le 3°m¢
jour d’apprentissage pour les femelles Dup(Rno11)-APP" alors qu’elle n’apparait qu’au 4™ jour pour les

Dup(Rno11-20)-APPH3,

En conclusion, I'analyse de la distance et de la latence pour atteindre la plateforme met en évidence un
déficit d’apprentissage chez les Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3, pour les males comme pour

les femelles.
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Figure 91 : Apprentissage spatial chez les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-
APP'™ |ors de la phase d’acquisition en piscine de Morris

(A) Distance parcourue pour atteindre la plateforme. Pour les 2 sexes, les Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APPH3
présentent un déficit d’apprentissage. (B) Latence pour atteindre la plateforme. Pour les 2 sexes, les Dup(Rnol11)-
APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3 mettent significativement plus de temps a atteindre la plateforme, confirmant le
déficit d’apprentissage. (C) Vitesse de nage. Pour les 2 sexes, quelques variations de la vitesse de nage peuvent étre
observées. Statistiques : * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 Dup(Rnoll1)-APP"3 vs. APP"2, # p<0,05; + p<0,05, ++
p<0,01, +++ p<0,001 Dup(Rnol1-20)-APP"3 vs. APP"?, S p<0,05, SSS p<0,001 Dup(Rno20)-APP"? vs. Dup(Rnol1l)-
APP'3 ; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 Dup(Rno20)-APP"2 vs. Dup(Rno11-20)-APP"3,
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Enfin, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) réalisée pour la vitesse de nage (Figure 91-C) met en
évidence, pour les 2 sexes, un effet significatif du Jour (p<0,001, pour les males Fs205=38,51 ; pour les
femelles F4184=26,27) et une interaction Génotype x Jour (p<0,001, pour les males Fi;70s=4,84 ; pour les
femelles Fi3,184=4,38). Le premier traduit une diminution de la vitesse de nage au cours des jours
d’acquisition. Pour les males, I'interaction Génotype x Jour montre quelques variations de la vitesse de
nage en fonction des jours chez les rats Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP™3. Ainsi, les premiers
nagent significativement plus vite que les males APP"2 aux jour 3 (p<0,01), jour 4 (p<0,05) et jour 5 (p<0,05)
et que les Dup(Rno20)-APP"? au jour 3 (p<0,05) d’acquisition. Par ailleurs, les males Dup(Rno11-20)-APP"3
nagent significativement moins vite que les Dup(Rno20)-APP"? au premier jour d’acquisition (p<0,05). Pour
les femelles, le test « post-hoc » réalisé pour I'interaction Génotype x Jour montre une augmentation de
la vitesse de nage uniqguement au dernier jour d’acquisition chez les Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-
APP"3 par rapport aux APP"? (p<0,05). Pour les 2 sexes, aucun effet du Génotype n’est observé (pour les

males F35,=2,22 ; pour les femelles F346=0,94).

En résumé, I'analyse de la vitesse de nage permet de dire que le déficit d’apprentissage spatial observé
chez les Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP™3, males et femelles, n’est pas lié & un probléme moteur

affectant leurs capacités de nage.

2- Test de rappel n°1

L'analyse du pourcentage de temps passé dans les quadrants (Figure 92) lors du premier test de rappel
met en évidence pour les males un effet du Quadrant (F320s=30,21 ; p<0,001). Ainsi, les males passent
globalement plus de temps dans le QC ou se trouvait la plateforme (quadrant NE) comparé aux autres
quadrants. Par ailleurs, une interaction significative Génotype x Quadrant est observée (Fs20s=8,59 ;
p<0,001). Ainsi, les males Dup(Rno11)-APP" et Dup(Rno11-20)-APP"3 passent significativement moins de
temps dans le QC comparés aux APP"? (p<0,001) et Dup(Rno20)-APP"? (p<0,001). De plus, les males
Dup(Rnol11)-APP™ passent significativement plus de temps dans le quadrant SO, correspondant au
quadrant de lacher, comparés aux APP"? (p<0,01). Aucun effet significatif du Génotype n’est observé
(F3,208=1,58x107). Enfin, la comparaison du pourcentage de temps passé dans le QC au hasard (25%)
indique que seuls les males APP"? et Dup(Rno20)-APP"2 passent significativement plus de 25% de leur
temps dans le QC. Ces rats sont donc capables de rappeler la localisation de la plateforme, ce qui n’est pas
le cas des méales Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3, Ces derniers présentent donc un déficit de

mémoire spatiale.
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Pour les femelles, I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Quadrant) montre également un effet significatif du
Quadrant (F3,184=22,59 ; p<0,001) et de I'interaction Génotype x Quadrant (Fq154=17,20 ; p<0,001). Comme
pour les males, les femelles passent plus de temps dans la QC comparé aux autres quadrants. |l n’y a
cependant pas de différence significative entre le QC et le quadrant SO. Par ailleurs, les femelles
Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP"? passent significativement moins de temps dans le QC par
rapport aux APP"2 (p<0,001) et Dup(Rno20)-APP"? (p<0,05 et p<0,001, respectivement). A l'inverse, les
femelles Dup(Rnol11)-APP"® passent significativement plus de temps dans le quadrant SO
comparativement aux APP"? (p<0,001). C’est également le cas des femelles Dup(Rno11-20)-APP"3 par
rapport aux APP"? (p<0,001) et aux Dup(Rno20)-APP"? (p<0,001). De plus, les femelles Dup(Rno11-20)-
APP™3 passent également plus de temps dans le quadrant NO comparés aux APP"? (p<0,05). Par ailleurs, le
one sample t-Test par rapport a 25% montre que seules les femelles APP"2 et Dup(Rno20)-APP"? passent
significativement plus de 25% de leur temps dans le QC (p<0,001 et p<0,01, respectivement). Elles sont

donc capables de rappeler la localisation de la plateforme.

En conclusion, les males, comme les femelles, Dup(Rno11)-APP"® et Dup(Rno11-20)-APP™ ne sont pas

capables de rappeler la localisation de la plateforme et présentent donc un déficit de mémoire spatiale.
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Figure 92: Mémoire spatiale chez les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-
APP" lors du premier test de rappel en piscine de Morris

Le pourcentage de temps passé dans les différents quadrants a été mesuré. Pour les 2 sexes, les Dup(Rno11)-APP"3
et Dup(Rno11-20)-APP"3 ne passent pas significativement plus de 25% de leur temps dans le QC (quadrant NE). Ces
rats présentent donc un déficit de mémoire spatiale. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.
Statistiques : £ p<0,05 ; ££ p<0,01 et £££ p<0,001 vs. hasard (25%).
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3- Phase de reversal

Les analyses indiquent pour la distance parcourue pour atteindre la plateforme (Figure 93-A), un effet
significatif du Jour pour les 2 sexes (ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour); p<0,001, pour les males
F2,104=16,16 ; pour les femelles F,,=43,20). Cela est lié a une diminution globale de la distance parcourue
au cours des jours de reversal qui traduit un apprentissage. Par ailleurs, un effet significatif du Génotype
est mis en évidence pour les males, comme pour les femelles (pour les males F35,=6,31 - p<0,01 ; pour les
femelles F346=13,6 - p<0,001). Ainsi, pour les 2 sexes, les Dup(Rno11)-APP"3 parcourent une distance plus
importante pour atteindre la plateforme, comparés aux APP"? et aux Dup(Rno20)-APP"2 (p<0,01 pour les
2 sexes et 2 génotypes). Par ailleurs, les femelles Dup(Rno11-20)-APP"® parcourent une distance
significativement plus importante comparativement aux APP"? (p<0,001) et aux Dup(Rno20)-APP"?
(p<0,001). Aucune interaction Génotype x Jour n’est constatée (pour les males Fg104=0,61; pour les

femelles Fg9,=1,21).

Des résultats similaires sont obtenus pour la latence d’atteinte de la plateforme (Figure 93-B). Ainsi,
I’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Jour) met en évidence, pour les 2 sexes, un effet significatif du Jour
(p<0,001, pour les males F,,104=14,96 ; pour les femelles F,,=36,40) et du Génotype (p<0,001, pour les
males F35,=9,87; pour les femelles F;46=19,39). Comme précédemment, |'effet du Jour traduit un
apprentissage qui se reflete dans la diminution de la latence pour atteindre la plateforme au cours des
jours du reversal. L'effet du Génotype indique, pour les males comme pour les femelles, une augmentation
de la latence pour atteindre la plateforme chez les rats Dup(Rno11)-APP™ par rapport aux rats APP™2
(p<0,001 pour les 2 sexes) et Dup(Rno20)-APP"? (p<0,001 pour les males ; p<0,01 pour les femelles). Les
rats Dup(Rno11-20)-APP"® mettent également plus de temps & atteindre la plateforme comparativement
aux APP"? (p<0,05 pour les males ; p<0,001 pour les femelles) et aux Dup(Rno20)-APP"? (p<0,05 pour les
males ; p<0,001 pour les femelles). L'interaction Génotype x Jour n’est pas significative pour les 2 sexes

(pour les males Fg,104=0,35 ; pour les femelles Fg9,=0,83).

En résumé, ces résultats mettent en évidence un déficit d’apprentissage chez les males et les femelles
Dup(Rno11)-APP"® et Dup(Rno11-20)-APP™. Cependant, malgré ce déficit, la distance parcourue et la
latence pour atteindre la plateforme diminue au cours des jours montrant qu’ils sont capables d’apprendre

la nouvelle localisation de la plateforme. Ils ne présentent pas de déficit de mémoire spatiale.

226



Males Femelles

-0 APPH? O Dup(Rno11)-APP"® O AppH? T Dup(Rno11)-APP*
A © Dup(Rno20)-APP"? 0 Dup(Rno11-20)-APP"® <& Dup(Rno20)-APPH? <+ Dup(Rno11-20)-APP"?
2000~ 2000~
 1500- 1500+
IC
Q
© 1000- 1000+
S
= m
O 500+ O~ 500~
0 ] ] I 0 L} L} ]
1 2 3 2 3
B

[=-]
[=]
1
(=]
(=]
1

[=2]
o
L
[=2]
o
1

40+

Latency (s)
N B
(=] o
1 L
Latency (s)

9\ 204 : T — é
0 L] L] L] 0 1 I L]
1 3 2 3
C
40+ 40+
0 30+ 0 30+
E E
2 L
g —p—p 3 2
g g
8 3
? 104 2 404
0 ] L] 1 0 I L] L]
1 2 3 1 2 3
Days Days

Figure 93: Flexibilité comportementale chez les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP" et
Dup(Rno11-20)-APP" lors de la phase de reversal en piscine de Morris

(A) Distance parcourue pour atteindre la plateforme. Les méales Dup(Rnol1)-APP"3 et les méles et femelles
Dup(Rno11-20)-APP"3 parcourent une distance plus importante. (B) Latence pour atteindre la plateforme. Pour les 2
sexes, les rats Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP"3 mettent plus de temps 3 atteindre la plateforme. Ces rats
présentent donc un déficit d’apprentissage spatial. Cependant, ils sont capables d’apprendre la nouvelle localisation
de la plateforme, comme le montre la diminution de la distance et de la latence au cours des jours. (C) Vitesse de
nage. Aucune différence n’est observée entre les génotypes pour les 2 sexes. Les valeurs représentent des moyennes
+ erreur-type.

227



Enfin, la vitesse de nage a été étudiée (Figure 93-C). Pour les males, comme pour les femelles, ’ANOVA a
2 facteurs (Génotype x Jour) montre uniquement un effet significatif du Jour (p<0,001, pour les males
F2,104=21,12 ; pour les femelles F,4,=48,28). Ainsi, de maniére globale, la vitesse de nage diminue au cours
des jours d’apprentissage. Pour les 2 sexes, aucun effet significatif Génotype (pour les males F35,=0,41 ;
pour les femelles F5 46=1,96), ni d’interaction Génotype x Jour (pour les males Fg104=1,37 ; pour les femelles

Fe,92-0,64) ne sont mis en évidence.

Ainsi, I'absence de différence entre les génotypes pour la vitesse de nage permet de dire que le déficit
d’apprentissage observé chez les méles et les femelles Dup(Rno11)-APP" et Dup(Rno11-20)-APP"® n’est

pas lié a un probléme moteur.

4- Test de rappel n°2

Tout d’abord pour les males, ’ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Quadrant) réalisée pour le pourcentage
de temps passé dans les quadrants montre un effet significatif du Quadrant (Fs20s=163,2 ; p<0,001) et une
interaction Génotype x Quadrant (Fg20s=3,3; p<0,001) (Figure 94-A). Ainsi, les males passent
significativement plus de temps dans le QC (quadrant SO) comparé aux autres quadrants. Cependant, les
méles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP™3 passent significativement moins de temps dans le QC
comparés aux APP" (p<0,01 et p<0,05, respectivement). De plus, les males Dup(Rno11)-APP"3 passent
significativement plus de temps dans le quadrant SE, correspondant au quadrant de lacher, comparés aux
APP"2 (p<0,05). Aucun effet du génotype n’est observé (Fs0s=4,55x10%). Le one sample t-Test réalisé pour
comparer le pourcentage de temps passé dans le QC au hasard (25%) indique que I'ensemble des rats
passent significativement plus de 25% du temps dans le QC (p<0,001 pour tous les génotypes). Ainsi, tous

les rats sont capables de rappeler la localisation de la plateforme.

Pour les femelles, 'ANOVA a 2 facteurs (Génotype x Quadrant) met également en évidence un effet
significatif du Quadrant (Fs1s4=217; p<0,001) et une interaction Génotype x Quadrant (Fq154=3,67;
p<0,001). Comme pour les males, I'effet du Quadrant indique un temps passé dans le QC supérieur au
temps passé dans les autres quadrants. Par ailleurs, les femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-
APP™3 passent significativement moins de temps dans le QC comparées aux femelles Dup(Rno20)-APPH?
(p<0,01 et p<0,001, respectivement). A l'inverse, elles passent plus de temps dans le quadrant SE,
correspondant au quadrant de lacher, comparés aux Dup(Rno20)-APP"2 (p<0,05). Par ailleurs, tous les rats

sont capables de rappeler la localisation de la plateforme, ils passent significativement plus de 25% de leur
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temps dans le QC (p<0,001 pour les APP"2, les Dup(Rno20)-APP"? et les Dup(Rno11-20)-APP"3 ; p<0,01 pour
les Dup(Rno11)-APP"3),

En conclusion, lors du second test de rappel, I'ensemble des rats des 2 sexes sont capables de rappeler la
localisation de la plateforme. Aucun déficit de mémoire spatiale n’est observé. Cependant, les
Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP"3, males et femelles, présentent de moins bonnes

performances.

Enfin, le nombre de croisements de ’'emplacement de la plateforme a également été évalué (Figure 94-
B). Ainsi, chez les males, le test de Kruskal-Wallis réalisé ne met pas en évidence de différence entre les
génotypes (p=0,13). En revanche, chez les femelles, une différence est observée entre les génotypes (Test
de Kruskal-Wallis, p<0,001). Ainsi, les femelles Dup(Rnol11)-APP" croisent significativement moins
I'emplacement de la plateforme par rapport aux Dup(Rno20)-APP"? (p<0,05). Une diminution est
également observée chez les femelles Dup(Rno11-20)-APP"® par rapport aux APP"? (p<0,01) et
Dup(Rno20)-APP"2 (p<0,01).

Ainsi, bien que les males et les femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"® soient capables de

rappeler la localisation de la plateforme, ils présentent une réduction dans la précision de leur mémoire.
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Figure 94: Mémoire spatiale chez les rats Dup(Rno20)-APP"2, Dup(Rno11)-APP" et Dup(Rno11-20)-
APP™ |ors du second test de rappel en piscine de Morris

(A) Pourcentage de temps passé dans les différents quadrants. Tous les animaux passent significativement plus de
25% de leur temps dans le quadrant cible (SO). lls sont donc capables de rappeler la localisation de la plateforme.
Statistiques : £ p<0,05, ££ p<0,01 et £££ p<0,001 vs. hasard (25%). (B) Nombre de croisements de I'emplacement de
la plateforme. Chez les males, aucune différence n’est observée entre les génotypes, chez les femelles, les
Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3 croisent significativement moins I'emplacement de la plateforme. Elles
présentent donc une moins bonne précision de leur mémoire. Les valeurs représentent des moyennes + erreur-type.
Statistiques : S p<0,05 et ## p<0,01 vs. Dup(Rno20)-APP"? ; ++ p<0,01 vs. APP™.

IX- Conclusion générale
Les résultats de I’étude comportementale réalisée chez les rats SD avec I’APP" 4 I'Age de 6-7 semaines sont
synthétisés dans le Tableau 15. Cette étude montre une réduction de la masse corporelle des males

Dup(Rno11)-APP™ (16,6%) et des femelles Dup(Rno11-20)-APP"3 (9,8%) par rapport aux APP"2. Cette
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réduction de la masse corporelle est aussi présente chez les males Dup(Rno11-20)-APP"3, bien qu’elle
n’atteigne pas la significativité a I’dge de 9 semaines. Par ailleurs, aucune différence n’est observée pour
le niveau d’anxiété des animaux, que ce soit pour les males ou pour les femelles, évalué dans les tests du

labyrinthe en Y et du champ-ouvert.

Concernant Pactivité locomotrice, aucune différence n’est observée pour les males, que ce soit dans le
test de l'activité circadienne, du champ ouvert ou encore pour le nombre d’entrées dans les bras du
labyrinthe en Y. Pour les femelles, des résultats contradictoires sont obtenus. En effet, le test de I'activité
circadienne met en évidence une réduction de I'activité locomotrice lors de la phase nocturne chez les
Dup(Rno11)-APP" et Dup(Rno11-20)-APP"3 mesurée en cage d’élevage. En revanche, dans un champ
ouvert, les femelles Dup(Rno11)-APP"3 sont hyperactives. De méme, dans le labyrinthe en Y, une activité
générale plus importante est observée chez les femelles Dup(Rno11)-APP"® et Dup(Rno11-20)-APP™3. Ces
différences pourraient s’expliquer par les conditions expérimentales. En effet, pour les tests du champ
ouvert et du labyrinthe en Y, I'animal est exposé a un nouvel environnement et I'activité locomotrice
évaluée sur une courte période. Pour le test de I'activité circadienne, les rats sont placés dans des cages
d’hébergement. Bien que celles-ci soient différentes de leur cage d’hébergement sur portoirs ventilés, une

phase d’habituation de 3h est laissée aux animaux pour s’acclimater.

Enfin, pour les fonctions cognitives, le test du labyrinthe en Y a mis en évidence un déficit de mémoire de
travail chez les femelles Dup(Rno11-20)-APP™ uniquement. Ce déficit n’est pas observé chez les méles.
Pour le test de mémoire de localisation d’objets (OLM), il n’est pas possible de conclure pour les méles, les
rats APP" (les contréles) ayant présenté de mauvaises performances. En revanche, pour les femelles, un
déficit est observé chez les Dup(Rno11-20)-APP"3 qui atteste donc un déficit de mémoire spatiale a court
terme. Pour le test de reconnaissance d’objets (NOR), aucune différence n’est observée entre les
génotypes pour les males, la mémoire de reconnaissance est donc préservée. Chez les femelles, il
semblerait y avoir un déficit pour les Dup(Rno20)-APP"2, cependant, le petit effectif de ce groupe

génétique pourrait expliquer les résultats non significatifs.

Enfin, le test de la piscine de Morris a mis en évidence un déficit net d’apprentissage chez les Dup(Rno11)-
APP'™3 et Dup(Rno11-20)-APP"3, males et femelles, ainsi que du rappel lors du 1°" test a 24h. lIs présentent
donc un déficit de mémoire spatiale. Lors de la phase de reversal, le déficit d’apprentissage est a nouveau
observé chez les males et femelles Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3. IIs restent cependant

capables d’apprendre la nouvelle localisation de la plateforme, démontrant une flexibilité
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comportementale. Lors du 2°™ test de rappel a 24h, I'ensemble des rats est capable de rappeler la

localisation de la plateforme.

Dup(Rno20)-APPH"? Dup(Rno11)-APPH3 Dup(Rno11-20)-APP"3
Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Masse Corporelle [1)] N (16,6%) (1)} (1)} N (9,8%)
Activité circadienne 1)) (1)} N activite (1)} N activite
nocturne nocturne
Anxiété [1)] (1)} (1)}
La byrir;the en Activité ) ) 2 ) 2
Alternance (1)} 1) 1) N
Champ Activité 1)) (1)} 2
ouvert Anxiété (1)} (1) 1)
oLm ? (0] ? @ ? N
NOR 4] @ 2
Acquisition 1)) N N
Piscine de Rappel n°1 2 N N
Morris Reversal ()] NI N
Rappel n°2 1) [0} [0}

Tableau 15 : Syntheése des résultats de I'’étude comportementale réalisée chez les rats Dup(Rno20)-

APP"2, Dup(Rno11)-APP"3 et Dup(Rno11-20)-APP"3

N et A, indique respectivement une diminution et une augmentation par rapport aux APP"2 ; @, indique une absence

de différence avec les APP"? ; ? : indique I'impossibilité d’émettre une conclusion.
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Le point central de cette these est le géne de I’APP étudié a la fois sous ses aspects physiologiques et
pathologiques. Ce géne posséde de nombreuses fonctions physiologiques comme le démontrent les
études réalisées au cours de ces derniéres années. L'APP semble jouer un réle important dans le
développement. En effet, elle a été montrée comme étant impliquée dans la prolifération, la
différenciation et la migration cellulaire, ou encore dans la croissance neuritique et la synaptogénése
(Allinquant et al. 1995; Kirazov et al. 2001; T. L. Young-Pearse et al. 2007; Hu et al. 2013). Autant de
fonctions qui sont indispensables pour le bon développement du cerveau. L’APP joue également un réle
en dehors du développement puisqu’elle est aussi nécessaire au maintien des fonctions synaptiques au
cours du vieillissement (Tyan et al. 2012). Bien que de nombreuses fonctions lui soit associées, les
mécanismes qui sous-tendent celles-ci restent pour I’"heure pas, peu ou mal compris. En effet, I’APP reste
principalement étudiée pour son implication dans la maladie d’Alzheimer (MA). Le géne APP, localisé sur
le chromosome 21, est la cible de nombreuses mutations conduisant a une augmentation de la production
du peptide AB issu du clivage de la protéine correspondant a ce géne. Ce peptide s’accumule alors a
I’extérieur des neurones et forme les plaques amyloides caractéristiques de la MA. En dehors des
mutations de I’APP, la simple duplication de ce géne est suffisante pour induire le développement d’une
MA (Anne Rovelet-Lecrux et al. 2006; A. Rovelet-Lecrux et al. 2007). Ainsi, les personnes atteintes du
syndrome de Down (SD) présentent un risque élevé de développer de facon précoce une démence de type
Alzheimer. Les mécanismes responsables du développement de cette pathologie dans le contexte du SD

ne sont, pour I’heure, pas compris.

Ma these s’articulait autour de deux projets majeurs. Le premier avait pour but d’étudier les fonctions
physiologiques de I’APP au cours du vieillissement. Pour cela, un tout nouveau modele de rat APP-KO a
été caractérisé aussi bien au niveau comportemental qu’au niveau moléculaire. Le second projet avait
deux objectifs. Le premier était de caractériser au niveau comportemental de nouveaux modeles de rat
du SD. Ces modeles présentent ainsi une duplication de la région Rnoll et/ou de la région Rno20
homologue au Hsa21. Le but était d’étudier le réle de ces régions dans la physiopathologie du SD. Par la
suite, une version humanisée de I’APP a été introduite dans ces modeéles afin d’essayer d’induire le
développement de la MA. Le but était alors d’étudier les mécanismes de cette pathologie dans le contexte
du SD. Ces modeles ont a leur tour été caractérisés par réalisation de la méme batterie de tests
comportementaux que celle utilisée chez les modéles non humanisés afin d’étudier 'effet de cette

humanisation de I’APP.

236



Projet | : Caractérisation d’'un modeéle rat APP-KO

A ce jour, 4 modeéles de souris APP-KO ont été décrits dans la littérature, trois d’entre eux présentant un
KO complet de I'APP (U. Miiller et al. 1994; Zheng et al. 1995; Z. W. Li et al. 1996; Senechal, Kelly, et Dev
2008). Leur caractérisation a permis de mettre en évidence différents phénotypes liés a I'absence d’APP.
Cependant, des différences inter-especes peuvent exister, et les observations faites chez une espéce ne
s’appliquent par forcément a une autre. Il est donc important de réaliser les études chez différents
organismes-modeles. La création de ce modeéle rat APP-KO représentait I'opportunité de déterminer si des
résultats similaires a ceux de la souris étaient obtenus chez le Rat. Par ailleurs, le rat est physiologiquement
et génétiguement plus proche de I'Homme que ne l'est la souris, ce qui lui confere un intérét

supplémentaire.

Alors que les modeles de souris avec un KO complet de I’APP ciblent le promoteur et/ou I’exon 1 du géne
(Zheng et al. 1995; Senechal, Kelly, et Dev 2008), ou se basent sur la délétion d’une grande séquence
nucléotidique (200kb) (Z. W. Li et al. 1996), la construction de notre modele, cible I'exon/intron 16 du
geéne. Ainsi, une délétion de 43 pb au niveau de cette région est suffisante pour induire un KO complet
comme le démontre les western blots réalisés dans |I’"hippocampe et le CPFm de nos rats. L'importance de
cette région peut s’expliquer par le fait qu’elle se trouve juste en amont du domaine transmembranaire
de I’APP. Cette délétion pourrait donc empécher son ancrage a la membrane plasmique et entrainer sa

dégradation.
Effet de la déficience en APP sur la masse corporelle

Comme pour les modéles souris, une réduction de la masse corporelle est observée chez les rats App™".
Cette réduction est de I'ordre de 11 a 14%, ce qui est plutét proche des observations faites chez les souris,
chez lesquelles, la réduction pondérale varie entre 7 et 20% (U. Miiller et al. 1994; Zheng et al. 1995;
Tremml et Lipp 1998; Dawson et al. 1999; Phinney et al. 1999; Ring et al. 2007; Senechal, Kelly, et Dev
2008). Par ailleurs, dans notre étude, la différence de masse corporelle n’apparait qu’entre 9 et 10
semaines d’age, et on la retrouve jusqu’aprés 18 mois. Cela difféere des observations faites dans I’étude de
Tremml et al. (1998) qui montre une différence dés 12 jours apreés la naissance, mais cette différence
disparait a I’age de 6 mois. Les divergences observées entre ces résultats pourraient étre liées au fait que
le modele utilisé dans I'étude de Tremml et al. (1998) n’est pas un KO total. En effet, I’expression d’'une
plus petite protéine a un faible niveau est observée. Or, cette protéine pourrait influencer I'expression de

certains phénotypes. Une hypothése pour expliquer cette réduction de masse corporelle chez les rats App
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/- pourrait impliquer une altération du métabolisme énergétique. En effet, chez un modéle de souris de la
MA, double transgénique pour APP/PS1, une diminution du métabolisme du glucose a été mise en
évidence, entrainant une augmentation du niveau de glucose dans le sérum et le pancréas (X. Liu et al.
2019). Des observations similaires ont également été réalisées pour d’autres organes chez ces souris. C'est
le cas du foie, des reins, de la rate, du thymus, ou encore du cerveau (Gonzalez-Dominguez et al. 2015;
Zhou et al. 2018). Nous pourrions alors supposer que les rats App”” présentent une augmentation de leur

métabolisme énergétique se traduisant par une augmentation du métabolisme du glucose.
Effet de la déficience en APP sur des fonctions non-mnésiques

Nous avons également évalué I’anxiété, la coordination sensorimotrice et I’activité locomotrice chez nos
rats App™” et App”". Ainsi, aucune différence n’est observée pour le niveau d’anxiété, quel que soit I’age
étudié. Ces résultats sont en accord avec les observations faites chez les modeéles souris, pour lesquels
aucune modification du niveau d’anxiété n’a été relevé chez ces derniers (Tremml et Lipp 1998; Ring et al.
2007). En revanche, une altération de la coordination sensorimotrice est constatée chez les rats App”” a
18 mois. En effet, ces derniers présentent de moins bonnes performances au test de la barre. Cependant,
ces moins bonnes performances seraient plus liées au fait que les rats App”” traversent la barre plus
rapidement comparativement aux App** (données non montrées). Il s’agirait donc plutét d’imprudence
que d’un réel probléeme moteur. Chez les modeles souris, la réalisation du test du rotarod n’a pas mis en

évidence d’atteinte motrice (Dawson et al. 1999).

En ce qui concerne I'activité locomotrice, des résultats sont inconsistants. En effet, notre étude montre
une hyperactivité chez les rats App*” et App”" a 'dge de 2 mois, mais celle-ci disparait par la suite. Les
études réalisées chez les souris montrent, quant a elles, une hypoactivité a I'age de 2-4 mois (Zheng et al.
1995; U. Miiller et al. 1994; Tremml et Lipp 1998; Dawson et al. 1999; Ring et al. 2007; Senechal, Kelly, et
Dev 2008). Cette différence d’activité locomotrice disparait également a des stades plus dgés. Ainsi, aux
ages de 8 et 10 mois, aucune différence d’activité locomotrice n’est observée chez les souris APP-KO
(Senechal, Kelly, et Dev 2008). De plus, I'étude de Ring et al. (2007) a mis en évidence des variations de
I'activité des souris APP-KO au cours de la phase nocturne. Alors qu’elles apparaissent plus actives au
début de cette phase, elles présentent une hypoactivité a la fin de la phase nocturne. Nous nous sommes
donc également intéressés a cette activité en début et fin de phase nocturne. Hormis quelques variations
ponctuelles de I'activité des rats App”", aucun effet majeur n’est observé. Les divergences observées entre
les résultats obtenus avec les modeles souris et le modele rat pourraient étre liées aux protocoles utilisés.

En effet, ceux-ci varient entre les études. Par exemple, la durée d’évaluation de I'activité locomotrice varie
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entre 10 min et 3h, le dispositif utilisé n’est pas toujours le méme, cage d’activité ou dispositif de la piscine
a sec. Par ailleurs, si I'on prend I'exemple de I'étude de Zheng et al. (1995), les cages comportent un
revétement grillagé et possedent des capteurs infrarouges au niveau de leur plafond. Ces derniers
permettent d’évaluer 'activité verticale des souris. Cependant, il a été montré que les souris APP-KO
présentent une réduction de leur force musculaire (Zheng et al. 1995; Tremml et Lipp 1998; Dawson et al.
1999; Ring et al. 2007; Senechal, Kelly, et Dev 2008). Nous pouvons alors supposer que les souris APP-KO
escaladent moins que les souris contréles ce qui, par conséquent, impacte I'activité générale sans pour
autant que I'activité horizontale des animaux ne soit impactée. Ces conditions different donc du protocole
gue nous avons utilisé avec le test du champ ouvert. Par ailleurs, I'activité locomotrice des souris APP-KO
au cours du nycthémere a été évaluée dans une seule étude (Ring et al. 2007). De la méme facgon, le
protocole utilisé ainsi que I'analyse des données different de ce que nous avons réalisé dans notre étude.
En effet, dans cette étude, I'activité est mesurée sur 4 jours a la suite d’une phase d’habituation de 18h
alors que dans notre cas, I'activité locomotrice est évaluée pendant 45h a la suite d’'une habituation de 3h.
Leur phase d’habituation est donc relativement longue. Par ailleurs, le profil d’activité des souris APP-KO
est déterminé en moyennant les enregistrements issus de ces 4 jours alors que les analyses que nous avons

réalisées évaluent I'activité des deux phases nocturnes de fagon séparée.
Effet de la déficience en APP sur des fonctions mnésiques

Nous avons également réalisé le test de la piscine de Morris afin d’évaluer I’apprentissage et la mémoire
spatial. Ce test a permis de mettre en évidence un retard d’apprentissage chez les rats App” visible
uniquement pour la cohorte de 12 mois. Par ailleurs, aucun déficit de mémaoire spatiale n’est observé et
ce, quel que soit I'dge étudié. En effet, tous les rats sont capables de rappeler la localisation de la
plateforme. Les études réalisées chez les souris montrent, quant a elle, un déficit d’apprentissage en
piscine de Morris dées I'age de 2-4 mois, ce qui différe de nos observations faites chez le rat (U. Mller et
al. 1994; Tremml et Lipp 1998; Dawson et al. 1999; Ring et al. 2007). Cependant, I'étude réalisée par
Dawson et al. (1999) impliquait du vieillissement et montre, a I'age de 4 mois, un déficit d’apprentissage
qui semble méme plus marqué a I’dge de 10 mois. Ainsi, bien que I'age d’apparition de ce déficit differe
entre les modeéles souris et rat, dans les 2 cas, les effets liés a I'absence de I’APP sont évolutifs. lls se
traduisent par I'apparition d’un déficit avec I’dge chez les rats App”", alors que chez les souris une
accentuation des déficits avec I’age est observée. De plus, ces études ne mettent pas en évidence de déficit
lors du test de rappel ce qui est en accord avec nos observations. Une étude s’est également intéressée

aux effets de I'absence d’APP sur I'apprentissage et la mémoire spatial a un stade plus tardif. Ce test a été
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réalisé chez des souris agées de 18-28 mois et a mis en évidence un déficit aussi bien lors de I'apprentissage
qgue lors de la phase de rappel (Phinney et al. 1999). De tels déficits ne sont pas observés dans notre
modele, les rats App*/ et App”” présentant des performances similaires a celles des App** a 'age de 18
mois. Les divergences observées dans ces résultats peuvent également étre liées aux protocoles utilisés,
qui different entre les modeéles souris et notre étude. Ainsi, la plupart des études chez les souris APP-KO
utilisent un protocole avec une phase d’acquisition courte de 3 jours en instaurant un délai de 30 a 60 min
entre chaque essai réalisé (U. Miiller et al. 1994; Tremml et Lipp 1998; Phinney et al. 1999). Le protocole
gue nous avons utilisé comporte, quant a lui, 6 jours d’acquisition et des essais qui sont consécutifs. Par
ailleurs, il a été montré qu’en piscine les souris présentent des performances inférieures a celles des rats
(Whishaw et Tomie 1996). Nous pourrions alors supposer que la déficience en APP combinée a ces
performances qui sont dés le départ moins bonnes puissent entrainer I'apparition plus précoce d’un

déficit.

Nous nous sommes également intéressés a la flexibilité comportementale chez notre modele. Pour cela,
nous avons étudié le processus d’extinction en piscine de Morris. Les rats App* et App” présentent ainsi
un déficit a I’age de 12 mois. Ce déficit se généralise a 18 mois, age auquel méme les rats App** ne sont
plus capables « d’éteindre » le souvenir spatial. En effet, le processus d’extinction se traduit par une
diminution du temps passé dans le quadrant ou se trouvait la plateforme lors de I'apprentissage (QC). Les
rats apprennent ainsi que la plateforme n’est plus présente dans ce quadrant et vont la chercher dans les
autres quadrants. Cette diminution a disparu a I'dge de 18 mois. Ce résultat n’est cependant pas
surprenant. En effet, il a été montré qu’une trace mnésique plus faible est plus difficile a éteindre (Lopez,
Vasconcelos, et Cassel 2008). Lorsqu’on s’intéresse au temps passé dans le QC lors du test de rappel, on
peut constater que les rats App** de 18 mois y passent moins de temps comparativement aux ages de 2
et 12 mois. lls auraient une trace mnésique plus faible et présenteraient donc plus de difficultés a

I’éteindre.

Par ailleurs, la flexibilité comportementale a également été étudiée chez les modeles de souris APP-KO.
Cette derniére a été étudiée non pas sous la forme d’une phase d’extinction, mais par la mise en ceuvre
d’un protocole d’inversion de consigne (reversal) pour lequel la plateforme est toujours présente dans la
piscine mais a une position différente de celle utilisée pour la phase d’acquisition. Deux études réalisées
chez des souris agées de 2-3 mois montrent que méme si ces souris présentent plus de difficultés a
apprendre la nouvelle localisation de la plateforme, elles finissent par I'acquérir (Tremml et Lipp 1998;

Ring et al. 2007). En effet, elles parcourent une distance plus importante ou mettent plus de temps a
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atteindre la plateforme, mais une diminution de ces parametres est observée au cours des jours, ce qui
traduit un apprentissage. La distance et la latence plus importantes observées lors de cette phase seraient
plutot liées a un déficit d’apprentissage, comme observé lors de I'acquisition, et non liées a un déficit de
flexibilité comportementale. Ces observations seraient en accord avec I'absence de déficit de flexibilité
comportementale chez les rats APP-KO de 2 mois. En revanche, deux autres études mettent en évidence
un déficit de flexibilité chez la souris, la distance parcourue lors des 2 jours de reversal ne diminuant pas
d’un jour a l'autre (U. Miiller et al. 1994; Phinney et al. 1999). Ces derniéres utilisent le méme protocole
que Tremml et al. (1998), cependant, I'’étude de Phinney et al. (1999) n’utilise pas le méme modéle :
modele de Zheng et al. (1995) vs. Miller et al. (1994). Par ailleurs, les ages auxquels les tests ont été
réalisés divergent : 2-3 mois pour Tremml et al. (1998) contre 18-28 mois pour Phinney et al. (1999). Deux
éléments qui pourraient donc expliquer les divergences entre ces études. En revanche, Miiller et al. (1994)
ont utilisé le méme modele, et réalisé les analyses au méme age, environ 2 mois, que I'étude de Tremml

et al. (1998). L'origine de ces divergences n’est donc pas évidente a identifier.

Concernant le test du Double H, il permet également d’évaluer I'apprentissage et la mémoire spatial, ainsi
que la flexibilité comportementale en étudiant la capacité des animaux a changer de stratégies. Les
résultats obtenus pour ce test sont inconsistants entre les 3 ages, ils ne permettent donc pas d’émettre
de conclusion. En effet, si I'on intéresse aux performances au cours des tests de rappel, pour chaque
génotype séparément, des incohérences sont mises en évidence. Tout d’abord, si I'on s’intéresse aux rats
App*/*, on peut constater que lors des deux premiers tests de rappel, ils présentent de moins bonnes
performances a I'age de 2 mois comparé aux ages de 12 et 18 mois. Ainsi, a I’dge de 2 mois, le temps passé
dans le bras NE, ou se trouvait la plateforme, est inférieur a celui obtenu aux ages de 12 et 18 mois lors du
premier (@ 2 mois: 9,28 + 1,78s; a 12 mois : 12,21 + 1,90s ; a 18 mois 12,67 + 1,03s) et second tests de
rappel (a2 mois: 8,20+ 1,51s;a 12 mois: 11,63+ 1,71 ; a 18 mois : 10,01 £ 1,76). C'est également le cas
lors du troisieme rappel pour lequel les rats App™* de 2 mois passent moins de temps dans le bras NE
comparé aux rats App”* de 12 mois (3 2 mois : 12,95 + 1,79s ; a 12 mois : 15,40 * 2,13s). Ces résultats sont
surprenants. En effet, comme pour les autres tests, une dégradation des performances au cours de I'age
était attendue et non pas une amélioration. Par ailleurs, aux ages de 2 et 12 mois, les rats App** ne sont
capables de rappeler la localisation de la plateforme qu’au 3°™ test de rappel. Cependant, il a déja été
montré, avec un protocole identique, que les rats contréles sont en mesures de rappeler la localisation de
la plateforme dés le 1*" test de rappel (Cholvin et al. 2013). Enfin, a I’'dge de 18 mois, alors que les rats
App*”* sont capables de rappeler la localisation de la plateforme lors du 1°" test de rappel, visible par le fait

gu’ils insistent dans le bras NE, ils n’en sont plus capables lors des deux tests de rappel suivant.

241



Concernant les rats App*/~, a I'age de 2 mois, bien qu'ils utilisent en premiére approche une stratégie
allocentrique, ils ne sont pas capables de rappeler la localisation de la plateforme. En effet, ils n’insistent
pas dans le bras NE ou se trouvait la plateforme lors de I'acquisition. A I'age de 12 mois, ils ne présentent
pas de meilleures performances. Cependant, la stratégie utilisée en premiére approche n’est plus la
méme ; cette fois, ils utilisent principalement une stratégie égocentrique. Nous pouvons donc supposer
gu’ils ne sont pas capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique, et qu’ils
présentent donc un déficit de flexibilité comportementale. Cependant, les résultats obtenus avec la
cohorte de 18 mois montrent que les rats App* sont capables de rappeler la localisation de la plateforme
au cours des deux premiers tests de rappel. Lors du 1° test de rappel, ces animaux utilisent principalement
une stratégie allocentrique alors que pour le second test, ils utilisent une stratégie égocentrique. Cela
signifie donc qu’ils sont capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique,
seule stratégie leur permettant de rappeler la localisation de la plateforme. Ces résultats sont donc

incohérents avec les observations faites aux ages précédents.

Enfin, pour les rats App”-, a I’age de 2 mois il faut attendre le troisiéme test de rappel pour qu’ils soient
en mesure de rappeler la localisation de la plateforme. En effet, c’est uniquement lors de ce test qu’ils
passent significativement plus de 8,2s dans le bras NE, donc dans le bras ou se trouvait la plateforme
auparavant. Par ailleurs, ils utilisent principalement une stratégie égocentrique en premiere approche.
Cela signifie donc qu’ils sont capables de passer d’une stratégie égocentrique a une stratégie allocentrique.
En revanche, a I’age de 12 mois, ils sont en mesure de rappeler la localisation de la plateforme dés le 1°
test de rappel alors qu’ils utilisent aussi principalement la stratégie égocentrique en premiére approche.
Par ailleurs, ils ne sont plus capables de rappeler la localisation de la plateforme lors des tests de rappel
suivants. Cela signifierait donc qu’ils perdent leur capacité a passer d’une stratégie a I'autre au cours de

I'apprentissage du test.

Effet de la déficience en APP sur la morphologie cérébrale et de I’expression de marqueurs cellulaires et
synaptiques

Par la suite, la masse cérébrale a été évaluée et a permis de mettre en évidence une réduction de cette
derniére chez les rats App”” et ce aux 3 ages étudiés. Cette réduction est de I'ordre de 9-10%. Elle est
similaire aux observations faites chez les modeéles souris pour lesquels une réduction de 10-11% est
constatée (Magara et al. 1999; Ring et al. 2007). L’origine de cette réduction n’est pas connue. En effet,
les mesures de volumes et surfaces que nous avons réalisés n’ont pas mis en évidence de différence

significative pour les structures étudiées. Cela n"'empéche cependant pas que d’autres structures qui n’ont
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pas été prise en compte dans notre étude soient impliquées dans cette réduction. Par ailleurs, ces analyses
ont été réalisées sur un faible nombre d’individus et les analyses de surfaces effectuées restent
préliminaires. En effet, ces mesures ont été réalisées sur une unique coupe par animal, que ce soit au
niveau du striatum ou de I’hippocampe dorsal, ainsi nous ne pouvons pas garantir de que le méme niveau
d’antéropostérité aura été pris en compte. Il serait donc nécessaire de compléter cette étude en
augmentant le nombre de coupes. Par ailleurs, I'étude globale des marqueurs astrocytaires, GFAP et
S100B, ne montre pas d’effet majeur de la déficience en APP. En effet, seule une réduction de I'expression
de S100B est observée dans I’hippocampe & 12 mois, chez les rats App* et App””. D’apreés ces résultats,
nous pouvons en déduire que le nombre d’astrocytes reste similaire entre les génotypes et n’est pas a
I’origine de la diminution de la masse cérébrale. On notera au passage que I’étude de Phinney et al. (1999)
ne montre aucune différence pour le nombre de neurones au niveau du gyrus denté et de la région CA1
de I’hippocampe chez les souris APP-KO. Ainsi, une réduction du nombre de neurones ne semble pas étre
la cause de la réduction de masse cérébrale. Cependant, Seabrook et al. (1999) ont montré qu’une sous-
population de neurones de la région CA1 présentent une taille réduite et des projections plus courtes.
Nous pourrions alors supposer que la présence de sous-populations de neurones de petite taille et/ou une
réduction de l'arborisation des dendrites dans chaque structure cérébrale pourrait contribuer a la
réduction globale de la masse cérébrale. A I'échelle de la structure, pourtant, cette réduction pourrait étre

trop subtile pour étre détectée par nos mesures de volumes/surfaces.

Enfin, nous avons étudié I'expression des marqueurs pré-synaptiques SNAP-25 et Synaptophysine, pour
lesquels aucune différence n’est observée, que se soit dans I’'hippocampe ou le CPFm. L'absence d’APP
chez notre modeéle rat ne semble donc pas avoir d'impact majeur au niveau synaptique, ou du moins
affecter quelque chose qui puisse étre détecté par western blot. Cela semble étre en accord avec les
observations faites dans la majorité des études réalisées chez les souris. En effet, ces études ne mettent
pas en évidence de diminution de I'expression de la synaptophysine (Phinney et al. 1999; Seabrook et al.

1999; Ring et al. 2007; Tyan et al. 2012).
Comparaison des modeéles souris et rat

Comme décrit ci-dessus, des similitudes peuvent étre observées entre les modeles rat et souris comme
pour la masse corporelle et la masse cérébrale. Cependant, un certain nombre de divergences sont
observées dans les résultats. En dehors des différences dans les protocoles utilisés, d’autres éléments
peuvent expliquer ces divergences. L'un de ces facteurs, non négligeable, est le fond génétique. En effet,

il est connu que d’un fond génétique a un autre les résultats peuvent différer. Ainsi, les études sur les
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modeles souris APP-KO ont été principalement réalisées sur des fonds mixtes, alors que la souche de rat
gue nous avons utilisée est non-consanguine. Cela implique donc plus de variabilité génétique entre nos
animausx, ce qui est par conséquent plus proche de la population humaine. Par ailleurs, n’oublions pas que
méme si la souris et le rat se ressemblent par certains aspects, leur séparation phylogénétique remonte a
12, voir jusqu’a 24 millions d’années (Mullins et Mullins 2004). Cela en fait donc des espéces bien distinctes
I'une de l'autre. Par conséquent, il n’est pas surprenant d’observer des différences entre des modéles
similaires. Par ailleurs, le rat est une espéce qui s’adapte plus facilement aux conditions de laboratoire et
a I'expérimentateur. Ainsi, le stress qui peut étre généré chez les animaux lors de la manipulation est bien
moins important chez les rats que chez les souris. Ces derniéres restent plus stressées et anxieuses, malgré
une habituation préalable a I'expérimentateur, ce qui peut éventuellement impacter les résultats et

I'interprétation des études de comportement.
Conclusion

En résumé, notre étude ne montre pas d’'impact majeur de I'absence d’APP. Ainsi, a 'dge de 2 mois seul
un effet au niveau locomoteur est observé, mais il disparait par la suite. Par ailleurs, il faut attendre I'dge
de 12 mois pour voir apparaitre des déficits au niveau cognitif. Ceux-ci restent cependant subtils, avec un
retard d’apprentissage et un déficit de flexibilité comportementale. De plus, ces déficits ne sont plus
visibles a I'age de 18 mois, probablement du fait du vieillissement des animaux contrdles qui, a leur tour,
commencent a avoir des difficultés cognitives. Ces derniers présentent donc de moins bonnes
performances qui pourraient cacher d’éventuels effets subtils de I'absence d’APP. Cette absence d’effet
majeur, dans deux modeles animaux, souris (U. Miller et al. 1994; Zheng et al. 1995; Tremml et Lipp 1998;
Dawson et al. 1999; Ring et al. 2007; Senechal, Kelly, et Dev 2008), et rat (cette étude), conduit a émettre
deux hypothéses : la premiére serait que I’APP n’est pas indispensable, son absence n’impactant pas de
facon importante le développement et le vieillissement des animaux. Cela semble cependant peu probable
au vu des nombreuses fonctions dans lesquelles cette protéine est impliquée (U. C. Miiller, Deller, et Korte
2017). La seconde hypothese est que cette protéine est tellement importante qu’un mécanisme de
compensation s’est mis en place. L’APP fait partie d’une famille de protéine incluant les protéines APLP1
et APLP2. Nous pourrions donc supposer que ces protéines puissent compenser I'absence d’APP. L'étude
de I'expression de ces protéines par western blot n’a pas mis en évidence d’augmentation de leur
expression dans I'hippocampe et le CPFm, quel que soit I'age étudié. A l'inverse, une diminution de
I’expression d’APLP2 est méme observée dans I’hippocampe des rats App™~ et App”” chez la cohorte de 12

mois. De méme, chez les souris, aucune différence n’a été observée au niveau de I’ARN pour APLP1 comme
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pour APLP2 (Zheng et al. 1995). Cela ne veut cependant pas dire que ces protéines ne compensent pas
pour la perte de I’APP. En effet, nous pourrions supposer que leur expression a un niveau normal pourrait
étre suffisant pour pallier I'absence d’APP. Plusieurs arguments pourraient permettre d’aller dans ce sens.
En effet, ces protéines possédent des structures qui sont relativement similaires, ce sont toutes les trois
des protéines transmembranaires de type I. Par ailleurs, comme décrit dans I'introduction, certains des
domaines présents dans la structure de I’APP sont également retrouvés dans celle des protéines APLP1 et
APLP2 (U. C. Miiller, Deller, et Korte 2017). Par ailleurs, I'APP et I’APLP2 présentent un pattern d’expression
similaire (Lorent et al. 1995). Il existe également des modeles KO pour les protéines APLP1 et APLP2 qui
ne présentent pas de phénotypes majeurs (von Koch et al. 1997; Heber et al. 2000; U. C. Miiller, Deller, et
Korte 2017). En effet, ces souris sont viables et ne présentent aucune anomalie de la morphologie du
cerveau ou d’altération de la LTP dans le cerveau. Seule une réduction de la masse corporelle est observée
chez les souris APLP1-KO. Cependant, la réalisation de double KO APP-APLP2 ou APLP1-APLP2 sont léthaux.
Cela souligne donc I'importance de la protéine APLP2 qui, en plus d’avoir des fonctions spécifiques, semble
en mesure de compenser la perte de I’APP ou APLP1. Cela est d’autant plus vrai que le double KO APP-
APLP1 n’induit pas de phénotype majeur alors que le triple KO APP-APLP1-APLP2 est léthal. Enfin, I’APP
posséde également de nombreux interacteurs (U. C. Mdller, Deller, et Korte 2017), nous ne pouvons donc

pas exclure que I'expression de ces derniers puisse avoir augmentée afin de pallier I'absence d’APP.

Projet Il : Caractérisation de modeles de rats du Syndrome de Down avec
ou sans I’APP humanisée

1- Etude des modéles de rat du SD sans I’APP"

Comme décrit précédemment, ce second projet s’est déroulé en plusieurs étapes avec tout d’abord la
caractérisation au niveau comportemental des modéles Dup(Rno20), Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20) sans
I’APPH. Cette étude a permis de mettre en évidence un réle majeur de la région Rnol1 dans I'apparition
des déficits cognitifs. En effet, chez les rats Dup(Rno20) seul un déficit de mémoire spatiale a court terme
a été mis en évidence dans le test de localisation d’objets (OLM), uniquement pour les males. Ce déficit
est également observé chez les méles Dup(Rno11). Par ailleurs, cette duplication entraine I'apparition d’'un
déficit d’apprentissage spatial en piscine de Morris aussi bien chez les males que chez les femelles. La
mémoire spatiale a long terme reste, quant a elle, relativement bien préservée, avec seulement une moins
bonne précision des animaux lors des tests de rappel. Cependant, la duplication de la région Rnol1l

n’affecte pas que les capacités cognitives des animaux. En effet, une réduction de la masse corporelle est
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observée chez les méales Dup(Rnol11), de méme qu’une augmentation de I'activité locomotrice chez les
femelles Dup(Rnol11) lors de la phase nocturne dans le test de I'activité circadienne. Ces déficits sont
retrouvés chez le modeéle de trisomie compléte, Dup(Rnol11-20), pour lequel des phénotypes
supplémentaires sont observés. Ainsi, un déficit de mémoire de travail a été mis en évidence chez les males
dans le labyrinthe en Y. Par ailleurs, pour les 2 sexes, une hypoactivité est observée dans le test du champ
ouvert, ces animaux semblent également plus anxieux. De plus, bien qu’une réduction de masse corporelle
soit observée chez les males Dup(Rnol1) et Dup(Rno11-20), celle-ci semble plus marquée chez ces
derniers, tout du moins a I'dge de 9 semaines. En effet, cette réduction atteint 21,9% chez les Dup(Rno11-
20) contre 13,1% chez les Dup(Rno11). Cela souligne I'importance des interactions entre ces 2 régions, qui

sont nécessaires pour I'apparition de certains phénotypes ou l'accentuation d’autres.

Par ailleurs, certains des tests réalisés mettent en évidence des différences entre les males et les femelles.
En effet, des déficits sont observés chez un sexe mais pas chez I'autre. L'origine de ces différences n’est
pas connue. Une explication possible serait des variations du profil d’expression des protéines entre les
males et les femelles (Block et al. 2015). En effet, I'étude de Block et al. (2015) montre que, dans
I’'hippocampe de souris controdles, le niveau d’expression de 40% des protéines étudiées différe entre les
2 sexes par la technique de « reverse phase protein arrays ». lls se sont également intéressés au modeéle
de souris Dp(10)1Yey qui présentent une duplication de la région du Mmu10 homologue au Hsa21. Ainsi,
des perturbations sexes-spécifiques sont également mises en évidence chez ce modéle. L’hippocampe
apparait comme plus affecté par la duplication chez les males, alors que chez les femelles c’est le cervelet.
En effet, la comparaison des profils d’expression avec les animaux contréles indique, dans I'hippocampe,
un niveau d’expression perturbé pour 18 protéines chez les femelles Dp(10)1Yey contre 49 chez les males.
A l'inverse, pour le cervelet, alors que 62 protéines different dans leur niveau d’expression chez les
femelles Dp(10)1Yey comparativement aux femelles contrdles, seules 21 protéines sont affectées chez les
males Dp(10)1Yey par rapport aux males contrbles. Nous pourrions alors supposer que de telles
différences existent également chez nos modeéles rats. Par conséquent, ces différences au niveau protéines
impacteraient les phénotypes observés. Chez les personnes atteintes du SD, les différences homme-
femme, restent peu étudiées. Cependant, il a été montré chez des enfants atteints du SD agés de 2 ans,
que les filles présentent de meilleurs capacités cognitives et linguistiques (Aoki, Yamauchi, et Hashimoto
2018). Par ailleurs, a I'age de 10 ans, elles présenteraient de meilleures capacités intellectuelles et un
meilleur fonctionnement adaptatif (Marchal et al. 2016). Cela souligne donc I'importance d’étudier les

deux sexes dans ces types de modele.
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Contrairement aux rats, les régions homologues au Hsa21 se trouvent chez la souris sur 3 chromosomes
différents, les chromosomes 10, 16 et 17. Ainsi, différents modeéles présentant une duplication de I'une de
ces régions ont été développés. Le premier modéle comporte une duplication du chromosome 16 entre
les génes Lipi et Zbtb21 (Z. Li et al. 2007). Ce modele, appelé Dp(16)1Yey, est donc identique au modele
Dup(Rnol11). Concernant la région Rno20, qui est dupliquée dans le modele Dup(Rno20), elle est répartie
sur les chromosomes 10 et 17 chez la souris. Ainsi, deux modeles ont été créés, le premier, cité
précédemment, est le modéle Dp(10)1Yey, le second est porteur de la duplication de la région du Mmu1l7,
homologue au Hsa2l; ce modele est appelé Dp(17)1Yey (Yu et al. 2010). De plus, trés récemment, un
modele de trisomie compléte a été mis au point chez les souris. Ce modeéle combine ainsi les duplications

des 3 modeles précédents (Y. Li et al. 2021).

Tout d’abord, si I'on s’intéresse au modéle Dp(16)1Yey des résultats différents sont obtenus d’un
laboratoire a I'autre. En effet, par exemple pour le labyrinthe en Y, alors qu’une diminution du pourcentage
d’alternances spontanées est observée dans deux études (Souchet et al. 2019; Duchon et al. 2021),
traduisant donc un déficit de mémoire de travail, une autre étude ne montre pas de différence (Goodliffe
et al. 2016). De la méme fagon, pour I'activité locomotrice, une augmentation, une diminution ou aucune
différence est observée selon I'étude. Le test de la piscine de Morris a également été réalisé chez ces
souris. L’étude de Yu et al. (2010) montre ainsi un retard d’apprentissage, cependant les souris Dp(16)1Yey
sont capables de rappeler la localisation de la plateforme bien qu’elles passent moins de temps dans le
QC. A l'inverse, les études réalisées par Goodliffe et al. (2016) et Duchon et al. (2021) ne mettent pas en
évidence de déficit d’apprentissage spatial avec des souris Dp(16)1Yey qui sont, par ailleurs, capables de
rappeler la localisation de la plateforme avec des performances similaires aux contrdles. Cependant,
lorsqu’une phase de reversal est réalisée, les souris Dp(16)1Yey ont plus de difficultés a apprendre la
nouvelle localisation de la plateforme, bien qu’elles soient capables d’apprendre, et cela se traduit par de
moins bonnes performances lors du test de rappel (Goodliffe et al. 2016). Les souris Dp(16)1Yey
présentent donc un déficit de flexibilité comportementale. Les différences observées entre ces études sont
probablement liées aux conditions expérimentales qui ne sont pas les mémes d’une étude a l'autre. Cela
attire I'attention sur complexité qu’il y a a comparer des études. On peut aussi regretter I'absence de
protocoles standardisés. Enfin, le test de reconnaissance d’objets (NOR) réalisé chez ces souris met en
évidence un déficit de mémoire de reconnaissance lorsqu’un délai de rétention de 24h est utilisé (Nguyen
et al. 2018; Souchet et al. 2019; Duchon et al. 2021). Au vue des différences observées entre les études, il
est difficile de faire une comparaison avec le modéle rat Dup(Rno11). Chez ce dernier, nous n’observons

pas de déficit dans le labyrinthe en Y, ce qui serait davantage en accord avec les résultats obtenus par
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Goodliffe et al. (2016). Par ailleurs, dans notre cas aucune différence n’est observée pour I'activité
locomotrice chez les rats Dup(Rno11) dans le test du champ ouvert, comme mis en évidence chez les souris
Dp(16)1Yey dans I'étude de Duchon et al. (2021). En piscine de Morris, les résultats que nous mettons en
évidence semblent plus proches des observations faites par Yu et al. (2010), bien que nos rats n’atteignent
pas le niveau des WT au dernier jour d’apprentissage. Enfin, pour le test du NOR, aucun déficit n’est
observé chez les rats Dup(Rnol1) contrairement aux souris. Pour ce test, le protocole utilisé chez la souris
et le rat n’est pas le méme. En effet, 2 objets sont utilisés chez la souris contre 3 chez le rat. Nous pouvons
alors supposer que le test est trop simple pour les rats ce qui ne permettrait pas de mettre en évidence
d’éventuels déficits. Une autre possibilité est que tout simplement, chez le rat, la duplication de la région

Rnoll n’est pas impliquée dans le développement d’un déficit de mémoire de reconnaissance.

Concernant les modeles Dp(10)1Yey et Dp(17)1Yey, ils ont été tres peu étudiés. Ainsi, seul le test de la
piscine de Morris a été réalisé chez ces derniers, et il ne met pas en évidence de différence avec les
animaux controles. Cela semble cohérent avec nos résultats pour le modeéle Dup(Rno20), chez lequel

aucun déficit d’apprentissage ou de mémoire spatial n’est observé.

Enfin, pour le modele de souris avec une trisomie compléte, une réduction de la masse corporelle et de la
longueur du corps a été mise en évidence (Y. Li et al. 2021). Cela est en accord avec les observations faites
chez le modele de rat de trisomie compléte, Dup(Rno11-20). En effet, celui-ci présente une réduction de
sa masse corporelle. Cependant, la longueur du corps n’a pas été évaluée chez ce dernier. Par ailleurs,
chez les souris de Li et al. (2021), aucune différence n’est observée pour I’activité locomotrice dans le test
du champ ouvert. De méme, lors du test de la piscine de Morris, aucun déficit d’apprentissage et de
mémoire spatial n’est observé. En revanche, les souris présentent un déficit de flexibilité comme en atteste
de moins bonnes performances lors de la phase de reversal. Ces résultats sont encore une fois distincts de
nos observations. En effet, les rats Dup(Rno11-20) présentent une hypoactivité dans le test du champ
ouvert. Par ailleurs, un déficit d’apprentissage est observé en piscine aussi bien lors de la phase
d’acquisition que lors du reversal. Cependant, aucun déficit de flexibilité comportementale n’est observé
chez nos rats. Enfin, cette étude montre également une réduction du pourcentage d’alternances
spontanées dans le labyrinthe en T. Cela traduit donc un déficit de mémoire de travail. Bien que ce test
soit différent du labyrinthe en Y, le déficit mis en évidence est en accord avec le déficit de mémoire de

travail observé chez les rats Dup(Rno11-20) dans ce test.

Ainsi, les différences entre les études menées chez la souris et chez le rat révelent la difficulté de comparer

les résultats obtenus entre deux espéces. Par ailleurs, cela renforce le fait que la souris et le rat sont deux
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especes bien distinctes avec des comportements différents, il n’est donc pas surprenant de trouver des

différences.

Enfin, nous pouvons comparer les résultats obtenus chez nos modeles rats avec les phénotypes observés
chez les personnes atteintes du SD. Chez ces derniéres, un déficit de mémoire de travail est mis en
évidence lorsqu’elle fait appel a une composante verbale (Rowe, Lavender, et Turk 2006; S. Lanfranchi et
al. 2010; Borella, Carretti, et Lanfranchi 2013). La mémoire de travail visuo-spatiale est, quant a elle,
atteinte uniquement lorsque la tache nécessite un exercice mental important (S. Lanfranchi et al. 2010;
Silvia Lanfranchi, Jerman, et Vianello 2009). La composante verbale ne peut pas étre évaluée chez les rats.
Cependant, un déficit de mémoire de travail est observé chez les males Dup(Rno11-20) dans le test du
labyrinthe en Y. Par ailleurs, un déficit de mémaoire épisodique est présent chez les personnes atteintes du
SD (Carlesimo, Marotta, et Vicari 1997; Vicari, Bellucci, et Carlesimo 2000). Il n’est pas possible d’évaluer
la mémoire épisodique a proprement parlé chez les rongeurs, cette derniere sa basant sur un rappel
conscient des informations et sur leur verbalisation. Cependant, cette mémoire comporte une
composante spatiale. Ainsi, la mémoire spatiale évaluée en piscine de Morris est considérée comme
modélisant une mémoire de type épisodique (episodic-like). Chez les rats Dup(Rnol11) et Dup(Rno11-20),
un déficit d’apprentissage spatial est observé. De plus, bien qu’un déficit de mémoire spatiale ne soit
relevé que chez les femelles Dup(Rno11-20) lors du test de rappel, les autres rats porteurs de la duplication
de la région Rnoll présentent une moins bonne précision de leur mémoire. Un déficit de flexibilité
cognitive est également observé chez les adolescents et adultes atteints du SD (S. Lanfranchi et al. 2010;
Rowe, Lavender, et Turk 2006). Ce déficit n’est pas retrouvé dans nos modeéles, cet aspect du
comportement ayant été évalué lors du reversal en piscine. Cependant, les rats Dup(Rno11) et Dup(Rno11-
20) présentant des le départ un déficit d’apprentissage, il est difficile de mettre en évidence un déficit de
flexibilité dans ce test. Il pourrait donc étre nécessaire de mettre en ceuvre d’autres tests permettant
d’évaluer la flexibilité afin de confirmer qu’aucun déficit n’est présent dans nos modeéles. Nous pouvons
conclure que les modéles comportant la duplication de la région Rnol1 homologue au Hsa21 récapitulent,
au moins en partie, les phénotypes observés chez les personnes atteintes du SD. Cela en fait donc un bon
modele de la pathologie et renforce I'importance du réle joué par cette région dans le développement des

déficits cognitifs observés dans le SD.
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2- Etude des modéles de rat du SD avec I’APPH

L'introduction de ’APP" dans nos modeéles de rat du SD avait pour but d’induire la MA chez ces derniers
afin d’en étudier les mécanismes dans le cadre du SD. Nous sommes encore au début de la caractérisation
de ces modeles. Pour I’heure, seule I'’étude comportementale a un stade jeune est terminée. Nous avons
ainsi reproduit les mémes tests comportementaux que pour les modéles SD sans 'APP" et au méme 4ge,

soit vers 6-7 semaines. Le but est de mettre en évidence I'effet de la présence de I’APP".

Comme chez les modeéles non humanisés a I’age de 9 semaines, une réduction de la masse corporelle est
observée chez les males Dup(Rno11)-APP"® (16,6%) et Dup(Rno11-20)-APP™ (12,5%), bien que chez ces
derniers, la significativité ne soit pas atteinte. Par ailleurs, une réduction de la masse corporelle est
également observée chez les femelles Dup(Rno11-20)-APP™3 (9,8%), alors qu’aucune différence n’a été
mise en évidence chez les femelles Dup(Rno11-20). De plus, dans le test de I'activité circadienne, les
femelles Dup(Rno11)-APP™ et Dup(Rno11-20)-APP"3 sont hypoactives lors de la phase nocturne, comme
c’était le cas chez leurs homologues avec I’APP non humanisée. De méme, aucun déficit n’est observé dans
le test du NOR chez nos modéles humanisés. En effet, seules les femelles Dup(Rno20)-APP"? présentent
un déficit dans ce test, mais cela serait plutét lié a un petit effectif qu’a un réel déficit. Cependant, certains
résultats difféerent des observations faites chez les modeéles non humanisés. Ainsi, le déficit de mémoire
de travail mis en évidence chez les males Dup(Rno11-20) n’est pas retrouvé. De la méme fagon, aucune
différence n’est observée chez les rats Dup(Rno11-20)-APP™3, males et femelles, pour le temps passé a la
périphérie et la distance parcourue dans le test du champ ouvert. L'origine de ces divergences n’est pas
connue. Nous travaillons sur un fond non-consanguin et de nombreuses générations de croisements ont
été nécessaires pour obtenir ces modeles. Nous pourrions alors supposer que le brassage génétique ayant
eu lieu au cours de ces multiples croisements pourrait avoir induit la disparition de ces phénotypes qui

n’étaient finalement peut-étre pas si robustes.

Par ailleurs, la présence de I’APP" induit I"apparition de nouveaux phénotypes. Les femelles Dup(Rno11)-
APP"® et Dup(Rno11-20)-APP" présentent une hyperactivité dans le labyrinthe en Y. Cette derniére est
retrouvée pour les femelles Dup(Rno11)-APP"3 dans le test du champ ouvert. De facon trés intéressante,
un déficit de mémoire de travail et de mémoire spatiale a court terme est mis en évidence chez les femelles
Dup(Rno11-20)-APP™, déficits qui n’étaient pas visibles en I’'absence d’APP". Par ailleurs, dans le test de la
piscine de Morris, comme chez les modéles sans I’APP", un déficit d’apprentissage spatial est observé chez

les méles et les femelles Dup(Rno11)-APP"® et Dup(Rno11-20)-APP™3, Cependant, ce déficit semble plus
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important ; en effet, on constate un déficit de mémaoire spatiale lors du premier test de rappel qui n’était

pas visible en I'labsence d’APP",

D’apreés ces résultats, nous pouvons donc dire que la présence de ’APP" a déja un effet chez les modéles
de rat du SD a un stade précoce. Par ailleurs, des études de vieillissement sont en cours afin d’étudier
I'effet de I’APP" & un stade plus avancé (12-13 mois). La prise en compte du vieillissement est importante,
la MA étant une maladie évolutive liée a I’age. Par ailleurs, une analyse transcriptomique est prévue chez
ces modeles. Les échantillons sont actuellement en cours de séquencage. Ces données seront comparées
a celles obtenues pour les modeles de rats non-humanisés afin de mettre en évidence de potentielles
altérations de voies de signalisation qui pourraient étre spécifiques au développement de la MA. Enfin,
des analyses histologiques sont également prévues avec, entre autres, un marquage des plaques

amyloides.

Par ailleurs, chez le modéle de souris Ts65Dn, différents phénotypes associés a la MA ont été observés. Ce
modele est porteur d’'un mini-chromosome comportant la région du Mmul6 entre les geénes App et Zbtb21
et la région centromériqgue du Mmul7. Il posséde donc 3 copies du géne App. Ainsi, une
neurodégénérescence des neurones cholinergiques du cerveau antérieur basal a été mise en évidence
(Holtzman et al. 1996; Granholm, Sanders, et Crnic 2000; Salehi et al. 2006). Une atteinte de ces neurones
est également observée dans la MA et le SD (Arendt et al. 2015; D. M. A. Mann et al. 1985). De plus, cette
neurodégénérescence est progressive. En effet, elle est observée chez les souris Ts65Dn dgées de 6 mois,
alors qu’elle n’est pas visible a I'age de 4 mois. De la méme fagon, une perte neuronale est constatée dans
le locus coeruleus chez ces souris (Lockrow et al. 2011), comme c’est le cas chez les personnes atteintes
du SD avec une MA (D. M. A. Mann et al. 1987). Ces souris présentent également une microgliose et une
hypertrophie des astrocytes dans I’hippocampe, deux signes clairs de neuroinflammation (Holtzman et al.
1996; Lockrow et al. 2011). Enfin, une hyperphosphorylation de la protéine Tau est constatée, cette
derniére étant caractéristique de la MA (F. Liu et al. 2008). Par conséquent, il serait intéressant de vérifier
si de telles observations sont retrouvées dans nos modeles de rat du SD, tout en étudiant I'impact que

pourrait avoir I’humanisation de I’APP sur ces phénotypes.
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dans la Trisomie 21 chez le Rat

Résumé

La protéine précurseur du peptide B-amyloide («B-Amyloid Precursor Protein », APP) est une glycoprotéine
transmembranaire, exprimée de facon ubiquitaire. Elle possede de nombreuses fonctions physiologiques comme dans
la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire ou encore dans la plasticité synaptique. Cependant, les
mécanismes qui sous-tendent ces fonctions ne sont pas ou peu connus. L’APP reste principalement étudiée pour son
implication dans la maladie d’Alzheimer (MA), le géne APP étant la cible de nombreuses mutations. Par ailleurs, la
simple duplication de ce gene, situé sur le chromosome 21, est suffisante pour induire le développement d’'une MA.
Les personnes atteintes du Syndrome de Down (SD) possedent 3 copies de ce gene et présentent donc un risque accru
de développer une MA. La physiopathologie de la MA dans le contexte du SD n’est pas connue. Les objectifs de cette
theése étaient d’étudier, d'une part, le role physiologique de 'APP au cours du vieillissement, et d’autre part les
mécanismes de la MA dans le contexte du SD chez des nouveaux modeles de rat.

Mots-clés : APP, Role physiologique, Syndrome de Down, Maladie d’Alzheimer, Vieillissement, Rat

Résumé en anglais

The B-Amyloid Precursor Protein (APP) is a transmembrane glycoprotein expressed ubiquitously. This protein has
many physiological functions, is involved mainly in proliferation, differentiation and cell migration and synaptic
plasticity. However, the mechanisms underlying these functions are poorly known. Indeed, APP is target of many
studies for its involvement in Alzheimer’s disease (AD), where the APP gene presents numerous mutations. Moreover,
the simple duplication of this gene, located on chromosome 21, is sufficient to induce the development of AD. Thus,
people with Down Syndrome (DS) who have 3 copies of the APP gene, show higher risk of developing AD. However,
the pathophysiology of AD in the context of DS is unknown. The purpose of this thesis was first, to study the
physiological role of APP during aging and second, to identify the mechanisms of AD in the context of DS by using new
rats models.

Keywords: APP, Physiological function, Down Syndrome, Alzheimer disease, Aging, Rat
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