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1. DESCRIPTION DU PROJET DE RECHERCHES

1.1. Objectifs de larecherche

Alors que les réles déléteres joués par le peptide B-amyloide (AB) dans la maladie d’Alzheimer
ont fait 'objet de nhombreuses études, les fonctions réalisées par la protéine précurseur de ce
peptide (APP) restent élusives et fortement controversées. Les recherches actuelles indiquent
que I'APP et les dérivés issus de sa protéolyse séquentielle seraient impligués dans le
métabolisme du cholestérol et des gangliosides mais aussi, de maniére moins bien établie,
dans celui du glucose. Une dérégulation de cette fonction métabolique pourrait avoir une
implication dans I'établissement ou le développement de la maladie d’Alzheimer. En effet, le
cerveau des patients atteints par la pathologie présente un hypométabolisme général associé a
un hypométabolisme du glucose. L’objectif principal de mon projet est d’étudier les
dérégulations métaboliques et synaptiques corrélées avec la quantité de production de la
protéine précurseur du peptide 3-amyloide ou de I'un de ses dérivés.

1.2. Etat de l’art

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative dévastatrice caractérisée par
deux types de lésions : les plaques amyloides constituées majoritairement par I'oligomérisation
du peptide B-amyloide et les dégénérescences neurofibrillaires composées de I'enchevétrement
de filaments de la protéine Tau hyperphosphorylée. La maladie s’accompagne également
de dysfonctions synaptiques et métaboliques, a la fois causes et conséquences de
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la neurodégénération. Par exemple, le métabolisme du glucose {1, 2} et celui des lipides dont
celui du cholestérol {3} sont connus pour étre progressivement dérégulés au cours de la
pathologie et ce, principalement au niveau du cortex et de I'hippocampe. Ces zones sont
marquées par un hypométabolisme général témoignant d’'un ralentissement du métabolisme du
glucose {1} résultant en partie d’'une résistance cérébrale a l'insuline {4} et de la perte
progressive de la capacité a capturer le glucose dans les neurones {1, 4}. Les patients atteints
par la maladie d’Alzheimer présentent un taux de glycolyse réduit {5,6} ainsi qu’une diminution
de I'expression des transporteurs cérébraux du glucose GLUT1 et GLUT3 {7}. Ces similitudes
avec le diabete font que la maladie d’Alzheimer commence également a étre appelée le diabéte
de type lll. Par ailleurs, I'activité des transporteurs au glutamate est également altérée, ce qui
pourrait étre a I'origine de phénomenes excitotoxiques {8}.

De nombreuses études ont été consacrées aux rbles néfastes joués par les oligomeres du
peptide B-amyloide AR 42. Cependant, on pense actuellement que Ila rupture dans
’'homéostasie de production des autres dérivés protéolytiques de '’APP pourrait étre tout aussi
délétére que la surexpression de la forme la plus toxique du peptide B-amyloide.
Les recherches actuelles portent dés lors sur I'élucidation des rdles physiopathologiques de
ces dérivés mais aussi sur ceux du précurseur lui-méme. Cette recherche est compliquée par le
fait que certains dérivés pourraient étre neuroprotecteurs alors que d’autres auraient un réle
plus ambivalent, voire néfaste. Dans tous les cas, nombre d’entre eux sont impliqués dans
I'activité synaptique et dans le métabolisme, dont celui du glucose.

Le domaine intracellulaire C; de 'APP (AICD) est par exemple connu pour étre un activateur
transcriptionnel et semble modifier le contenu intracellulaire en ATP et la signalisation calcium
{9, 10}. Il influence également la proportion des gangliosides cérébraux {11}. Le fragment
soluble o de I'APP (sAPPa) semble étre essentiellement neuroprotecteur tandis que les
fonctions du fragment soluble 3 de 'APP, libéré dans le milieu extracellulaire par action de la 3-
sécrétase, sont en grande partie opposées a celles jouées par sAPPa {12}. sAPPa est capable
d’augmenter le transport du glucose au niveau neuronal {13} ou de restaurer la potentialisation
a long terme dans un modéle de souris « knockin » {14}. A 'opposé, certains fragments C, de
I'APP sont capables de réduire la potentialisation a long terme et de rendre les neurones plus
sensibles a I'excitotoxicité en dérégulant 'homéostasie calcique {15, 16}. L’APP sous sa forme
précurseur joue également des rbles dans l'activité synaptique et métabolique neuronale.
Pierrot et al. (2013) ont récemment démontré que I'APP interagit avec SREBP au niveau de
I'appareil de Golgi, inhibant la translocation du facteur de transcription au niveau du noyau et
réduisant la synthése et l'efflux du cholestérol. Cette diminution du renouvellement du
cholestérol cérébral a un effet inhibiteur sur l'activité¢ des réseaux neuronaux {17}. L’APP
modifie également le métabolisme énergétique du glucose et ce, de diverses maniéres. En
effet, la protéine interagit avec la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et
perturbe le bon déroulement de la glycolyse {6}. L'APP est également retrouvée enchassée
dans la membrane mitochondriale ou elle interagit avec 'ATP synthase (complexe V) et I'inhibe,
réduisant alors la production d’ATP {18}. Elle réduit également I'activité du complexe IV mais
augmente celle du complexe Il {19} et bloque la translocation de certaines protéines adressées
vers la mitochondrie en interagissant au niveau de TOM {20}. L’APP est cependant connue
pour étre neuroprotectrice. Par exemple, elle protege de I'excitotoxicité puisque les souris APP
« knockout » présentent une sensibilité accrue vis-a-vis des crises épileptiques {21} et de
I'ischémie {22}, probablement a cause d’une transmission GABAergique défectueuse {23} et
d’'une signalisation calcium altérée {24}. L'APP est d’ailleurs capable de stimuler les
transporteurs glutamatergiques astrocytaires et ainsi d’améliorer la recapture du glutamate
extracellulaire {25}. La protéine semble également nécessaire a une induction correcte de la
potentialisation a long terme (LTP) puisque celle-ci s’avére altérée dans le modéle transgénique
dépourvu de I'APP {26, 27}. La potentialisation a long terme, définie comme étant le
renforcement durable de la transmission synaptique, est un des mécanismes de la plasticité
synaptique. Au niveau de I'hippocampe, cette augmentation de la force de connexion entre
deux synapses est responsable des capacités de mémorisation et d’apprentissage.
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Une dysfonction de la potentialisation a long terme, tant dans son induction que dans son
maintien, est donc la cause de déficits cognitifs et mnésiques. Dés lors, il parait évident que si
'APP est impliqué dans I'induction de la LTP, les souris dépourvues du géne présentent des
déficits mnésiques. La mémoire spatiale est particulierement atteinte {26, 28}.

En conditions hypoglycémiques, la transcription de I'APP est augmentée et les épissages
alternatifs favorisés aboutissent & la surproduction des isoformes possédant un domaine
inhibiteur de protéases de type Kunitz (KPI) {29}. Ces dernieres sont considérées comme
néfastes car la possession de ce domaine favorise 'homodimérisation de I'APP qui, elle-méme,
modifie la protéolyse du précurseur ainsi que les roles joués par celui-ci {30}. De plus, ce
domaine réduit I'activité de nombreuses enzymes mitochondriales {31}. L'APP_pourrait donc
devenir toxique lorsque l'apport en glucose est réduit. D’autre part, les effets de la
surexpression de I'APP en conditions non-hypoglycémiques sont controversés. Dans le
syndrome de Down dans lequel la répartition des chromosomes homologues formant la paire
21 est altérée au cours de la métaphase | de méiose, trois alleles de I'APP sont présents dans
le génome. Les malades présentent des déficits cognitifs et mnésiques séveres,
une hypercholestérolémie et une prévalence accrue pour le diabete. Une étude portant sur
un modéle murin de surexpression de I’APP confirme une diminution de la capacité d’utilisation
du glucose ainsi que des déficits de mémorisation spatiale {32} et une autre affirme que
la surexpression d’un fragment de 'APP autre qu’AB est létale pour la souris {33}. A 'opposé,
une autre publication a déterminé que la surexpression de la forme sauvage de 'APP améliorait
les capacités de mémorisation {34} ainsi que l'activité des transporteurs glutamatergiques {35}.
Cependant, dans le cas ou la proportion des isoformes possédant le domaine KPI est
augmentée, I'activité des transporteurs est réduite {35, 36}.

Il semble donc évident que les réles joués par 'APP et ses dérivés protéolytiques autres que
le peptide B-amyloide sous sa forme oligomérisée sont ambivalents et encore fortement
controverses.

1.3. Projet de recherche

Ce projet de recherche s’inscrit dans la continuité de mon mémoire au cours duquel nous avons
mis en évidence que I’APP modulait la sensibilité vis-a-vis de conditions semblables a une
hypoglycémie. Des tranches d’hippocampe de souris préparées a partir de souris APP
« knockout », hétérozygotes et sauvages ont été placées dans une installation mettant en
circulation continue du liquide céphalorachidien de composition ionique proche de celle du
liquide naturel mais appauvri en glucose et ont été stimulées électriguement au niveau des
collatérales de Schaffer afin d’évaluer l'efficacité de la réponse synaptique. Dans ces
conditions, les résultats obtenus ne témoignaient pas des effets protecteurs de I'APP
habituellement décrits dans la littérature. En effet, nous avons observé que les tranches
préparées a partir de souris sauvages étaient les moins résistantes face a la restriction en
glucose. Néanmoins, ce résultat interpellant pourrait étre expliqué par le fait que I'hypoglycémie
augmente la synthése de I'APP ainsi que la proportion en isoformes présentant le domaine
délétére, comme expliqgué précédemment. Allant dans le sens de cette hypothése, les souris ne
possédant qu’'un alléle fonctionnel de 'APP se sont avérées étre les plus résistantes face a
I'hypoglycémie.

Ne posséder qu'un alléle de 'APP pourrait également étre protecteur hors des conditions
hypoglycémiques. Ainsi, deux publications ont prouvé que le croisement d’'un modéle de souris
de la démence familiale danoise ou de la démence familiale britannique avec les souris
hétérozygotes pour le gene de I'APP restaurait la plasticité synaptique et les capacités de
mémorisation {37, 38}. En fonction de sa concentration, 'APP pourrait donc étre soit protectrice
soit délétére. Mon projet consistera alors a étudier l'influence de la concentration en APP ainsi
que de la proportion des isoformes sur le métabolisme du glucose en utilisant des tranches
aigues d’hippocampe de souris sauvages, hétérozygotes pour le gene de 'APP ou dépourvues
de ce méme géne. Pour ce faire, l'activité électrique des tranches incubées dans du liquide
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céphalorachidien artificiel contenant diverses concentrations en glucose sera mesurée, les
métabolites seront ensuite extraits et la RMN du proton permettra de déterminer les
divergences dans le métabolome des trois génotypes pour les diverses concentrations
en glucose. Ces mesures sont pertinentes pour ce modéle expérimental car la métabonomique
a déja mis en évidence de nombreuses altérations métaboliques dans le cadre de la maladie
d’Alzheimer {39}. La vitesse d’incorporation du glucose dans les cellules neurales et sa vitesse
de métabolisation seront également quantifiées par marquage au carbone 13 du glucose
incubant les tranches {40}.

La régulation du métabolisme du glucose par 'APP et ses dérivés pourrait avoir un lien direct
avec le contréle de l'excitotoxicité. L’hypothése est qu’un catabolisme réduit du glucose
diminuerait la production en ATP réduisant l'activit¢ des pompes Na’/K® utilisant 60% de
I'énergie du neurone. Dés lors, l'activité des transporteurs glutamatergiques, dépendants des
gradients sodium et potassium pour leur fonctionnement, serait réduite. L'excés de glutamate
extracellulaire activerait les récepteurs NMDA extrasynaptiques, responsables des
phénomeénes excitotoxiques. L’étude de ces phénoménes excitotoxiques induits dans les trois
groupes de tranches d’hippocampe exposées aux différentes concentrations en glucose
témoignera de l'importance de la régulation du métabolisme du glucose dans le contrble de
I'excitotoxicité.

Notons que le modele expérimental choisi permet d’étudier le réle de 'APP et de ses dérivés
protéolytiqgues sans prendre en compte les nombreux effets néfastes joués par I'oligomérisation
du peptide B-amyloide puisque I'APP murin est dépourvu de la séquence d’oligomérisation et
que I'’AB sous sa forme monomérique est connu pour étre neurotrophique et protecteur {12}.
Cependant, chez les souris APP « knockout », il est difficile d’étudier I'effet purement da a 'APP
puisque des mécanismes compensatoires sont mis en place par les homologues APLP1 et
APLP2 {41}. APLP2 étant impliqué dans la transmission synaptique {42} et 'homéostasie du
glucose {43}, des souris de la méme souche mais déficientes pour APLP2 seront également
utilisées lors de ces études. Dans ce cas, il sera nécessaire de prendre en compte les effets
compensatoires joués par 'APP.

1.4. Plan de travail

Les expériences qui seront réalisées au cours des quatre prochaines années porteront
majoritairement sur I'hippocampe de souris B6.129S7 de trois génotypes : + / +, + / App"™P/J
et App™P*/3 / App™P*°/J. Des souris B6.129S7 + / Aplp2™P*°/3 et Aplp2™PPo/y
Aplp2™PP°/3  seront également utilisées. Quelques que soient les expériences, trois
concentrations en D-glucose seront utilisées, provoquant ou non une « hypoglycémie
cérébrale » : [10 mM], [5 mM] et [2.5 mM]. Puisque la majorité des anomalies phénotypiques
des souris APP « knockout » apparaissent a la 14°"® semaine {26}, les divergences
métaboliques ou synaptiques seront recherchées pour deux groupes d’animaux : des souris
agées de 6 a 10 semaines et des souris agées de plus de 14 semaines. Si aucune différence
n‘apparait dans les analyses, les deux groupes seront fusionnés.

Les dix premiers mois du projet seront consacrés aux expériences de « Western-Blotting » et
de PCR quantitatives en temps réel visant a déterminer I'expression de 'ARN messager de
'APP et des différentes isoformes de la protéine pour les divers génotypes et pour les
différentes concentrations de D-glucose. Cette période permettra également d’apporter
les premiers indices sur 'hypothése formulée au cours de mon mémoire, a savoir que le déficit
en glucose aboutirait au déclenchement de processus excitotoxiques dont I'importance serait
dépendante de la concentration en APP. L’'activité synaptique sera déterminée au départ de
tranches d’hippocampe incubées en présence d’agents pharmacologiques antagonistes des
récepteurs NMDA ou des récepteurs AMPA perméables au calcium. L’excitabilité sera évaluée
en présence de picrotoxine. L’effondrement des gradients électrochimiques sera vérifié par des
expériences de « patch-clamp » mesurant l'activité des canaux potassiques dépendants de
I'’ATP et des pompes Na' /K" ATPase.
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Plus d’'une année de recherche sera nécessaire a l'analyse du métabolisme des souris
B6.129S7 présentant un alléle App™P°™/J ou les deux. Le métabolisme du glucose sera
particulierement étudié et ce, au travers d'une approche métabonomique. La signature
métabonomique de ces souris transgéniques pour les divers fluides ou tissus biologiques est
encore inconnue a ce jour, autant en condition normoglycémique qu’en condition
hypoglycémique. Dans le cadre du projet, les tranches seront incubées dans un liquide
céphalorachidien artificiel contenant les diverses concentrations en D-glucose précédemment
citées et les mesures témoignant de l'activité neuronale (PPSE, PPF...) seront réalisées avant
que les métabolites ne soient extraits au départ de ces tranches et que les spectres RMN ne
soient analysés. Un intérét supplémentaire pourra porter sur le glucose lui-méme, le pyruvate,
le lactate, 'ATP et le NA(D)PH. Les mémes expériences seront réalisées au départ d’animaux
placés en réelle hypoglycémie par injection intraveineuse de chlorpropamide (Diabinese®), un
agent pharmacologique stimulant la production d’insuline {44}. L’hippocampe sera alors
disséqué, les métabolites extraits et les spectres dressés. A nouveau, il sera profitable d’utiliser
ces expériences pour déterminer I'activité synaptique in vivo présentée par I'hippocampe de ces
souris. La vitesse d’incorporation du D-glucose dans les cellules neurales ainsi que sa
métabolisation seront déterminées a l'aide d’'un marquage du D-glucose au carbone 13. Les
transporteurs de glucose neuronaux (GLUT1 et GLUT3) seront quantifiés par « Western-
Blotting », PCR quantitatives en temps réel et immunocytochimie.

Ces résultats permettront d’enchainer durant une année sur l'étude des phénoménes
excitotoxiques déclenchés par I'hypométabolisme du glucose in vivo. Des expériences de
microdialyse seront utilisées pour quantifier le glutamate, le GABA et le glucose extracellulaires.
L’expression et l'activité des transporteurs au glutamate seront déterminées par « Western-
Blotting », PCR quantitatives en temps réel, immunocytochimie et mesure de la capture des
substrats tritiés.

Les neuf derniers mois seront consacrés a la détermination du ou des dérivés protéolytiques
de 'APP jouant ce rOle protecteur/délétéere sur le métabolisme du glucose. Pour cela,
les inhibiteurs des différentes sécrétases seront utilisés sur cultures, la production de certains
dérivés sera stimulée ou inhibée par des agents pharmacologiques et le milieu provenant des
cultures de neurones sauvages sera transféré sur les cellules dépourvues du géne de I'APP.
Les résultats de ces expériences seront analysés par métabonomique et par électrophysiologie.
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2. RAPPORT D’ACTIVITES CONCERNANT LA PREMIERE ANNEE DU DOCTORAT

UNIQUEMENT POUR LES CANDIDATS A UNE 1°° BOURSE - 2° ANNEE




3. DESCRIPTION DE L'ENVIRONNEMENT DE TRAVAIL

Le laboratoire de Neurosciences, dirigé par le promoteur principal depuis 2012, étudie les
mécanismes de la plasticité synaptique au niveau de I'hippocampe. Il dispose de quatre postes
expérimentaux complets permettant de réaliser des enregistrements extra- et intracellulaires sur
des tranches d’hippocampe maintenues artificiellement en vie. Il dispose de tout le matériel
nécessaire a la confection des tranches ainsi que des étireuses programmables pour la
confection d’électrodes en verre. |l possede également un local réservé a la culture cellulaire
équipé d’'un microscope a fluorescence adapté pour les mesures de calcium intracellulaire.

Le service compte parmi ses membres un technicien électronicien spécialisé dans les mesures
électrophysiologiques et une assistante de recherche, Paula Paci, responsable des cultures.

Le Prof. Ris a obtenu au cours de ces dix dernieres années des fonds qui ont permis
I'équipement des salles d’électrophysiologie (axoclamp and axopatch amplifiers, stimulators,
pressure injector, micropipette pullers, gene gun transfection system, fear conditioning system,
patch clamp 3D manipulator, digital camera for microscope). Elle a également participé aux
demandes de crédits permettant 'achat d’'un microscope confocal et d’'un spectrométre de
masse auxquels le service peut avoir acces.

Le service de Neurosciences est intégré dans lInstitut de Recherche des Biosciences de
'TUMONS qui regroupe une vingtaine de services dans les différents domaines des Biosciences.
Ce regroupement facilite les collaborations et I'exploitation du matériel de recherche disponible
a TUMONS.

Diverses collaborations établies par le service pourraient étre profitables au développement de
ce projet de recherches :

- La collaboration entamée avec le laboratoire du Dr. Rouach (College de France, Paris) a
'occasion du séjour post-doctoral d’Agnés Villers permettra d’installer d’ici peu la
technique du « patch-clamp » sur tranches d’hippocampe murin. Cette derniére me
permettra de mener a bien l'étude de lactivité des transporteurs et des canaux
potassiques sur les tranches d’hippocampe.

- Les travaux portant sur l'activité des transporteurs glutamatergiques seront réalisés au
sein du laboratoire de neuropharmacologie du Prof. Emmanuel Hermans (UCL,
Bruxelles).

- Les études de métabonomique nécessaires au bon déroulement de ce projet seront
réalisées en collaboration avec le laboratoire du Dr. Jean-Marie Colet (Service de
biologie humaine et toxicologie, UMONS, Mons).

- Le laboratoire collabore depuis de nombreuses annees avec le Dr. llse Dewachter du
laboratoire du Prof. Jean-Noél Octave (Institute of Neuroscience, UCL, Bruxelles) sur
I'étude de la maladie d’Alzheimer sur des souris transgéniques. Certaines techniques de
biologie moléculaire seront réalisées au sein de l'Institut.

- La technique de microdialyse me sera enseignée au sein du laboratoire de Neurologie
expérimentale du professeur Mario Manto (ULB, Bruxelles).

Enfin, l'université de Mons dispose d'une animalerie au sein de laquelle je gérerai les
naissances de mes modeles expérimentaux.



4. RESUME DU MEMOIRE DE MASTER OU EQUIVALENT

La dérégulation du métabolisme du glucose affecte tout particulierement les neurones puisque
ceux-ci utilisent majoritairement ce monosaccharide pour maintenir leurs diverses fonctions
métaboliques. L’hypoglycémie, causant une déplétion en ATP, produit alors des effets
dramatiques au niveau du systeme nerveux central et plus particulierement au niveau des
neurones pyramidaux de la région CA1 de lhippocampe. Ces effets comprennent une
diminution de l'activité des réseaux neuronaux, une altération de la plasticité synaptique et une
accumulation extracellulaire de glutamate menant a 'apparition de phénomeénes excitotoxiques
aboutissant & la mort neuronale.

Les effets de I'hypoglycémie sur le métabolisme général de la cellule neuronale sont quantifiés
indirectement grace a des enregistrements électrophysiologiques de la transmission et de la
plasticité synaptiques que présentent des tranches aigués d’hippocampe de souris B6.129S7
sauvages et « knock-out » pour le géne de la protéine précurseur de 'amyloide : 'APP.

Les résultats de cette étude suggérent que I'APP, probablement par son domaine intracellulaire
C: (AICD), inhibe le métabolisme général des neurones pyramidaux en interférant de maniére
indirecte avec linternalisation du glucose. L’éventuel effet délétere de 'APP ne semble se
révéler qu’en condition hypoglycémique car une concentration physiologique de glucose permet
de maintenir une activitté métabolique suffisante. L’APP augmenterait la sensibilité des
neurones pyramidaux de la région CA1 de I'hippocampe vis-a-vis de I'hypoglycémie. Ceci se
traduit indirectement par une excitabilité neuronale réduite, une viabilité cellulaire compromise
et une potentialisation a long terme altérée.

Le clivage protéolytique de 'APP étant progressivement dérégulé dans la maladie d’Alzheimer,
la quantité de peptides amyloides et d’AICD produite augmente avec l'aggravation de la
maladie. Cette pathologie est connue pour présenter une détérioration progressive des
fonctions mnésiques et cognitives provenant d’'une altération de la plasticité synaptique. Une
meilleure évaluation du réle de 'APP dans le métabolisme, en dehors du réle du peptide
amyloide, pourrait permettre d’avancer dans la compréhension de la pathologie.

5. COMMENTAIRES ADDITIONNELS (OPTIONNEL )

6. CALENDRIER MENSUEL DES TRAVAUX DE DOCTORAT
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APPEL FRIA 2013 - FRIA-B1

2013 - 2014 2014 - 2015 2015 - 2016 2016 - 2017
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Obtention des portées

Génotypage

Détermination de I’expression des isoformes de I’APP pour les différents génotypes et conditions expérimentales
(hippocampes et tranches aigues d’hippocampe

« Western-Blotting »

RT g-PCR

Détermination de I’excitabilité synaptique par mesures électrophysiologiques (tranches aigues d’hippocampe)

Effet des antagonistes des
récepteurs NMDA (mémantine,
APV et MK-801)

Effet d’'un antagoniste des
récepteurs AMPA (NASPM)

Etude de I'excitabilité par
application de picrotoxine

« Western-Blotting »

« Patch-clamp » des pompes
Na'/K" ATPase et canaux K" ATP
dépendants

Etude du métabolisme du glucose pour les différents génotypes et conditions expérimentales

Signature  métabonomique  par
RMN du proton
(tranches d’hippocampe)

Mise au point du protocole de
mesure de l'activité synaptique in
vivo sur souris et de linduction
d’'un niveau correct et constant
d’hypoglycémie

Signature  meétabonomique  par
RMN du proton (au départ de
souris en hypoglycémie)

Mesure de l'activité synaptique in
VivO

Détermination de la vitesse
d’incorporation et de
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métabolisation de glucose marqué
au carbone 13 par études
métabonomiques

Quantification des transporteurs
GLUT1 et GLUT3 par « Western-
Blotting », RT g-PCR et

immunocytochimie

Etude des phénoménes ex

citotoxiques en lien avec I’hy

ométabolisme du glucose et la concentration en APP (in vivo)

Microdialyses (glutamate et GABA)

Etude de [I'expression et de
lactivité des transporteurs au
glutamate par « Western-Blotting »,
RT g-PCR, immunocytochimie,
mesure de la capture des substrats

tritiés

Détermination de

s fragments pr
(cu

[tures

otéolytiques

imai

res de

neu

protecteurs / dél

ro

cort

éteres en cond

icaux)

iti

ons

hypog

Mise au point des cultures

Analyse métabonomique de
neurones en culture aprés sur- ou
sous-expression de dérives de
I'’APP

Transfert du milieu de culture des
souris sauvages dans les cultures
d’autres génotypes et analyse

métabonomique

Rédaction de la thése et des publications




