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1101. Les sous-produits animaux (SPA) constituent une source majeure de protéines trés peu exploitée en Europe. En effet,
sur les 3 millions de tonnes produites chaque année dans les abattoirs et équarrissages en France, prés du tiers est
aujourd’hui incinéré. Dans le cadre du projet DESIRABLE financé par 'ANR, nous étudions la valorisation des sous-produits
animaux par des insectes, qui pourront ensuite étre incorporés a la nourriture des poissons et des volailles. L’'utilisation
d’'insectes instaure une barriére d’espéce supplémentaire susceptible de limiter la transmission de maladies, et notamment
celles dues aux prions.

Pour cela, il faut dans un premier temps assurer la sécurité de ces matieres vis-a-vis des risques sanitaires, notamment celui
du prion. La réglementation européenne considére qu’'un traitement est efficace vis-a-vis des prions s’il réduit la charge
infectieuse initiale de 99,9999%, soit d’un facteur 1.000.000.

Une nouvelle méthodologie de décontamination du prion reposant sur des conditions douces a été développée en respectant
les standards de l'agro-alimentaire. Elle maintient les caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques des sous-produits
animaux tout en inactivant les prions : la forme pathologique de la PrP, ou PrPres, seul marqueur spécifique des maladies a
prion, n’est plus détectable par les méthodes in vitro disponibles, ce qui correspond a une réduction de l'infectiosité initiale
d’un facteur mille (au moins).

Ces méthodes in vitro permettent une premiére sélection des traitements de décontamination potentiellement efficaces, mais
présentent deux inconvénients. D’une part leur sensibilité est limitée (un facteur mille au lieu du million requis), d’autre part
elles détectent un marqueur (PrPres) mais pas l'infectiosité en tant que telle. Or de nombreuses publications font état d’'une
possible dissociation entre infectiosité et présence de PrPres. Il est donc indispensable de confirmer l'efficacité d'un
traitement de décontamination par inoculation a 'animal de laboratoire, aucune méthode alternative in vitro pertinente
n’existant a I'heure actuelle.

Le bio-essai repose sur la contamination artificielle d’'une matrice avec une quantité connue d'une souche de prion
expérimentale (souche de tremblante 263 K). Apres traitement de cette matrice avec le protocole de décontamination a
étudier, celle-ci est inoculée par voie intracérébrale a un rongeur modele sensible a cette souche de prion. Les animaux seront
suivis cliniquement et euthanasiés a 'apparition de signes cliniques neurologiques évidents. Le diagnostic de maladie a prion
sera confirmé par examen biochimique. La période d’incubation des maladies a prion étant inversement proportionnelle a la
charge infectieuse initiale (allongement de la période d’'incubation lorsque la charge infectieuse diminue), des dilutions
sériées de matrice contaminée non traitée seront inoculées a des animaux controles. Les réductions de titre infectieux des
échantillons traités seront déterminées par comparaison a cette gamme de dilutions controles.

Nous prévoyons de tester en paralléle plusieurs traitements de décontamination, afin de mutualiser les animaux contréles. Un
total de 320 rongeurs, nés et élevés en captivité dans des établissements agréés, sera inclus dans cette étude. Cela correspond
au minimum nécessaire pour obtenir des données suffisamment solides statistiquement.

Les rongeurs seront surveillés cliniquement tout au long de I'expérience, ce qui nous permettra d’'intervenir de maniére
appropriée des le moindre signe de souffrance. A l'installation de signes neurologiques évidents, les animaux seront
euthanasiés et la présence de PrPres sera recherchée dans leur cerveau par des techniques biochimiques et histologiques
pour confirmation du diagnostic clinique établi.

1102. 1l apparait de plus en plus clairement que seule la combinaison de plusieurs traitements qui ciblent différents
processus liés au cancer aura une réelle efficacité dans la lutte contre ce probléme de santé publique majeur. Le cancer du rein
représente 3% des cancers chez 'adulte et le traitement de choix actuellement est I'opération chirurgicale. Il est donc urgent
de trouver de nouveaux traitements.

Une étude préliminaire réalisée dans le laboratoire, sur des cellules tumorales en culture, a effectivement montré un effet
synergique de deux médicaments. Dans le but d'étudier l'efficacité de ces combinaisons de molécules, nous avons proposé un
modele rongeur dans lequel des tumeurs rénales d'origine humaine sont implantées, soit en sous-cutané, soit sous la capsule
rénale. L’objectif était de réaliser dans un premier temps des coupes de tissu tumoral a mettre en culture pour tester ces
traitements combinés. Deux lignées cellulaires ont été utilisées, les 786-0 exprimant ou non un gene suppresseur de tumeur
nommé Von Hippel Lindau (les cellules sont appelées 786-O VHL- et VHL+), représentatives des tumeurs humaines. Les



résultats préliminaires obtenus étant concluants, nous souhaitons poursuivre ce travail trées prometteur en traitant
directement les animaux porteurs de ces xénogreffes tumorales.

Le projet portant sur des approches thérapeutiques, il nous est impossible de remplacer I'animal vivant par un modéle
cellulaire ou de simulation informatique. En effet, I'efficacité du traitement doit maintenant étre testée sur un organisme
vivant, toutes les expériences préliminaires ayant été validées. Le choix et le nombre de rongeurs, nés et élevés dans des
élevages agréés, ont été déterminés grace aux expériences réalisées dans le cadre d'un projet antérieur. Ceci nous a permis de
réduire le nombre d’animaux (480) utilisés au minimum nécessaire pour ne pas compromettre la validité des expériences qui
seront menées.

L’expérience est réalisée dans une animalerie contrdlée pour son absence de pathogénes. L’état de santé des animaux sera
surveillé tout au long de I'étude et évalué grace a une grille d’observation clinique permettant de limiter les contraintes pour
les animaux. L'utilisation de cette grille nous permettra d’intervenir immédiatement et de maniere appropriée dés le moindre
signe de souffrance des animaux. Les protocoles d’anesthésie et d’analgésie ont été définis et validés par une équipe
vétérinaire. La regle des 3R reste notre préoccupation permanente

1103. Ce projet s’inscrit dans le cadre de la recherche d'un antidiabétique efficace a long terme. Cette recherche fait appel a
de nombreux tests in vitro permettant de sélectionner grace a des critéeres stricts les meilleures molécules dont 'efficacité
sera déterminée in vivo dans des modeéles animaux de diabete de type 2. Ces études d’efficacité a long terme de nos molécules
in vivo sont majoritairement réalisées dans des modéles pathologiques rats ou souris monogéniques ou induits sous régime
obésogene. Néanmoins, une limitation majeure de ces modéles rats et souris est 'absence du gene CETP qui code pour une
protéine de transfert plasmatique essentielle a 'homéostasie du cholestérol chez les espéces supérieures. L’absence de ce
géne chez les rats et les souris ne permet pas de mesurer de maniére fiable I'effet d’'une molécule candidate sur le profil
lipidique et donc de déterminer son influence d'un point de vue cardio-vasculaire au sens large. Le Hamster est une espéce qui
exprime de maniére constitutive la CETP et dont le profil lipidique est trés proche de celui de 'homme. Ce projet a donc pour
but de confirmer les propriétés antidiabétiques d’'une molécule, établies dans les modéles rats ou souris et d’approfondir
I'influence du traitement pharmacologique sur I'homéostasie du cholestérol chez le hamster. Les hamsters recoivent
quotidiennement (une a deux fois par jour) la molécule a évaluer pour une durée maximale de quatre semaines. A la fin de
I'étude, I'ensemble des parametres liés a I'homéostasie lipidique (cholestérol, triglycérides, acides gras libres, acides biliaires)
et glucidique (glycémie, insuline, HbAlc) sont mesurés sur sang total ou plasma apres un prélévement terminal sous
anesthésie générale.

L’effet a long terme sur les métabolismes glucidique et lipidique ne peut étre détecté qu’apres un traitement chronique de
plusieurs semaines chez I'animal et requiert la physiologie qui intégre toutes les interactions hormonales et neuronales, ce qui
n’est pas le cas sur des cellules ou organes isolés. Il n’y a donc pas de méthode alternative. Le projet fait appel a des animaux
sains et est estimé de gravité modérée essentiellement lié au traitement pouvant durer 4 semaines et aux potentiels effets sur
les métabolismes glucidiques et lipidiques. Afin de le réduire au maximum, le nombre d’animaux utilisés pourra si besoin étre
réajusté suite a une estimation de la variabilité statistique des parametres mesurés sur quelques études pilotes. On estime a
50 le nombre d’animaux par étude et on pense réaliser 5 études par an soit environ 250 hamsters par an pour toute la durée
du projet.

1104. Une épidémie de maladie a virus Ebola a débuté en Guinée en décembre 2013 avant de s'étendre au Liberia, a la Sierra
Leone et au Nigeria. L'épidémie actuelle, causée par la souche Zaire du virus, est la plus meurtriére depuis la découverte des
premiers cas en 1976. C'est la premiere fois que le virus est détecté hors d'Afrique centrale.

Selon une prévision, datant d'ao(it 2014, de 1I'Organisation mondiale de la santé (OMS), I'épidémie pourrait entrainer plus de
20 000 cas de contaminations avec un taux de 1étalité de plus de 50%.

La transmission du virus Ebola nécessite un contact physique rapproché avec une personne infectée présentant des
symptémes ou un contact avec des surfaces souillées par les liquides biologiques de la personne (vomissements, linge par
exemple). Les personnels de santé sur le terrain et les femmes sont particulierement touchés.

Devant l'urgence de la situation, des traitements expérimentaux sont en cours de développement et doivent étre rapidement
validés.

Les experts en éthique médicale de I'OMS, devant les circonstances de 1'épidémie et sous réserve que certaines conditions
soient remplies, ont abouti au consensus estimant qu'il est éthique d'offrir des traitements non homologués dont 1'efficacité
n'est pas encore connue ainsi que les effets secondaires, comme traitement potentiel ou a titre préventif.

Le T-705 (favipiravir) a été développé pour traiter les infections aux virus Influenza. La molécule agit contre les virus a ARN.
Dans les modeles animaux, le T-705 a principalement été utilisé par voie orale, mais le fabricant a développé un produit
utilisable par voie intraveineuse.

Dans ce projet, la pharmacocinétique de la molécule T-705 est analysée sur 20 macaques dans le but de valider son utilisation
chez ’homme dans le traitement des infections a virus Ebola. Le nombre d’animaux testés a été réduit au strict minimum pour
obtenir des données scientifiquement interprétables et les procédures expérimentales s’appuient sur les techniques les moins
invasives disponibles en I’état des connaissances actuelles. Une attention particuliére est portée aux animaux en termes
d’enrichissement et de suivi comportemental.



1105. La dépression est un probleme majeur de santé publique. Les traitements actuellement disponibles prennent
imparfaitement en charge la maladie. Notamment, leur délai d’action est long et ils peuvent provoquer par eux-mémes des
troubles anxieux en début de traitement.

Dans le cadre de nos recherches sur les maladies psychiatriques, nous avons identifié une cible au niveau du systéeme nerveux
central, qui est impliquée dans les processus d’anxiété et de dépression. Nous disposons de molécules dont la caractérisation
pharmacologique dans des essais in vitro prouve leur activité sur cette cible et donc les positionne comme des candidats
médicaments potentiels. En seconde étape de caractérisation pharmacologique, nous mettons en ceuvre des modeles animaux
qui grace a leurs caractéristiques comportementales permettent de reproduire certains symptémes de pathologies humaines.
Le but est d’estimer l'efficacité thérapeutique potentielle des molécules candidates. Plus particulierement, nous souhaitons
déterminer si la modulation de notre cible par ces molécules provoque chez le rat des variations de son niveau d’anxiété. Le
test d’interaction sociale est une approche qui permet de répondre a cette question. Il utilise le répertoire comportemental
spontané des rats adultes qui, lorsqu’ils sont placés par pair dans un environnement nouveau et plus éclairé que leur habitat,
développent une anxiété modérée se traduisant par une baisse relative de 'intérét pour le congénére. Ce test possede une
forte valeur translationnelle a 'homme. En effet, 1) les médicaments anxiolytiques sont actifs dans ce test et 2), comme ce qui
est observé en début de traitement chez le patient déprimé, les antidépresseurs inhibiteurs de la recapture de sérotonine et
/ou de noradrénaline sont clairement anxiogénes dans ce test lorsqu’ils sont administrés en aigu. Cet effet disparait a la suite
d’'un traitement chronique. L’objectif du projet est d’identifier un antidépresseur amélioré, c’est a dire ne possédant pas cet
effet anxiogéne - voire méme possédant des propriétés anxiolytiques - en traitement aigu ou montrant une tolérance rapide en
traitement chronique.

1106. Le rat male adulte a été utilisé a l'origine pour mettre au point ce modele, qui a ensuite été validé
pharmacologiquement par de nombreux laboratoires. Il en ressort une forte valeur prédictive des effets pharmacologiques sur
I'homme ce qui le place comme un modeéle de choix dans le cadre d’'un développement pré-clinique pour répondre a la
question de 'efficacité thérapeutique de nos molécules in vivo. Les molécules évaluées dans le test d’'interaction sociale seront
celles ayant préalablement démontré une activité in vitro marquée sur notre cible, le choix des doses a utiliser sera adapté en
fonction des résultats obtenus lors des tests de sécurité réalisés en amont, ce qui permet de prédéfinir les gammes de doses
potentiellement efficaces et ainsi éviter de multiplier les expérimentations et en conséquence le nombre d’animaux utilisés.
Pour une expérimentation, le nombre de couples d’animaux par lot est a priori fixé a 8, mais apres quelques études pilotes,
une consultation statistique sera réalisée pour évaluer la possibilité de diminuer ce nombre, et donc le nombre d’animaux
nécessaires a ce projet.

On peut estimer sur toute la durée de ce projet (5 ans) une utilisation de 1440 rats par an.

Le projet est de degré de gravité léger, pour un objectif thérapeutique important chez '’homme.

1107. La sclérose en plaques (SEP), décrite par Jean-Martin Charcot, est une maladie neurologique auto-immune chronique
du systeme nerveux central. Elle débute entre 20 et 40 ans et touche préférentiellement les femmes (en France le rapport est
de 1,7). Les causes de la SEP sont imparfaitement connues. Elles associent des facteurs génétiques, des facteurs
environnementaux et un facteur déclenchant de la maladie. Classiquement, la SEP évolue avec des poussées de la pathologie
qui alternent avec des phases de rémission. Lors des phases de rémission, on observe une diminution ou une stabilité des
symptomes.

Dans la SEP, les lésions anatomiques consistent en des zones plus ou moins étendues de démyélinisation au sein de la
substance blanche du systeme nerveux central. Les conséquences de cette démyélinisation sont a I'origine des signes cliniques
de la maladie tels que les troubles de la motricité, de la sensibilité ou encore de la vision.

Depuis 10 ans, les innovations thérapeutiques ont permis de trouver de nouveaux médicaments pour améliorer la qualité de
vie des personnes atteintes de SEP. Ces traitements agissent sur la durée et la gravité des poussées, sur les symptomes ou sur
le systéme immunitaire.

Cependant a ce jour aucun traitement n’est efficace pour lutter contre les formes progressives de la SEP et les traitements
proposés aux patients ne permettent pas une prise en charge spécifique et satisfaisante.

La recherche est actuellement concentrée sur le développement de thérapeutiques dites « ciblées » c’est a dire qui vont
interférer avec des fonctions précises qui sont impliquées dans la pathogénie de la maladie.

Le but de ce projet est de valider des molécules de références dans un modele de SEP chez la souris afin de pouvoir tester
I'efficacité des nouveaux traitements. Le modele souris est préférable par rapport a d’autres modeéles du fait que de nombreux
outils de diagnostiques sont disponibles pour cette espece.

La pathologie est induite par I'injection a des souris d'une molécule issue du systéme nerveux. La maladie se manifeste par des
paralysies progressives des membres postérieurs dont le degré est quantifiable par un systéme de score bien établi. Comme
chez 'homme la phase de crise de la pathologie est suivie d'une rémission spontanée, ce modele peut également reproduire
les cycles crise-rémission.

Lors de nos travaux en général et pour ce développement en particulier, nous portons une attention particuliere au
raffinement des conditions d’hébergement (enrichissement du milieu, soins aux animaux) et d’expérimentation (méthode de
manipulation, nombre et durée des tests), afin d’assurer a nos animaux des conditions de vie les meilleures possibles. De plus
nous cherchons toujours un compromis expérimental qui permet de réduire le nombre d’animaux utilisé. Par exemple, nous
favorisons le test de plusieurs conditions expérimentales en parallele afin de ne pas multiplier les groupes témoins.

Sur une période de 2 ans, 'utilisation de 300 souris est envisagée.



1108. Ce projet concerne l'efficacité d’'un produit immunologique destiné a protéger contre une maladie mortelle chez une
espece de carnivore domestique.

La mise en ceuvre de ce projet comporte une procédure expérimentale permettant d’évaluer l'efficacité a long terme de ce
produit ainsi qu'une procédure de validation de I'outil permettant cette évaluation.

Ces procédures sont congues en accord avec les textes en vigueur de la Pharmacopée Européenne et avec les exigences de
remplacement, de réduction et de raffinement (3R), avec notamment :

- un caractere de stricte nécessité et ne pouvant pas étre remplacées par des méthodes expérimentales alternatives : en effet,
elles répondent a I'obligation réglementaire d’étre conduites sur 'espece de destination,

- le nombre d’animaux envisagé par groupe sera déterminé pour a la fois étre conforme a la réglementation et obtenir des
données valides. Au total, un nombre maximum de 44 animaux sera impliqué dans ce projet,

- des suivis cliniques fréquents et réguliers des animaux réalisés tout au long des procédures,

- du fait de la classe sévere des procédures, des points limites adaptés et précisément définis qui seront appliqués afin d’éviter
toute souffrance des animaux,

- un hébergement des animaux par groupe de maniére a ne pas induire un stress d’isolement.

Nous envisageons d’évaluer la pyrogénicité de préparations d’origine bactérienne destinées a renforcer le caractere
immunogene de vaccins. Ces préparations ont subi des essais sur des cultures cellulaires laissant supposer qu’elles seraient
parmi lesmoins pyrogenes de leur famille de molécules. Le présent projet vise a les comparer a des molécules de référence
peu pyrogénes dans les conditions des essais réglementaires sur 'animal tel que prévus par la pharmacopée.

Dans le présent projet, les préparations a tester sont injectées a des groupes de trois lapins et comparées a des produits de
référence dont la pyrogénicité est connue. Lorsque les résultats sur la température corporelle sont douteux ou positifs, un
nouvel essai est conduit sur un groupe de huit lapins. Ces nombres d’animaux ainsi que les criteres permettant de classer une
préparation comme pyrogene ou non sont définis par la pharmacopée internationale (OMS). Des tests d’évaluation de la
pyrogénicité in vitro existent mais ils ne sont pas a ce jour approuvés par I'OMS et ne peuvent donc remplacer les essais sur
animaux.

Les produits entrant dans une phase de développement pré-clinique doivent de surcroit étre évalués de maniére a déterminer
une dose maximale non pyrogene et sur ces produits une étude d’escalade de dose devra étre menée.

Afin de réduire le nombre total d’animaux utilisés, nous envisageons de comparer les combinaisons préparation/dose 4 par 4.

Pour évaluer la pyrogénicité de 4 doses de produits, chaque test requiert un nombre de lapins compris entre 21 et 72. Nous
envisageons de pouvoir reproduire ce test 5 fois par an pendant 5 ans et le nombre total maximal d’animaux pouvant étre
impliqué dans ce type de procédures est donc de 1800.

A priori, les produits testés devraient étre non ou faiblement pyrogénes et n'impacter que tres modérément le bien-étre
animal. Dans un objectif de raffinement, nous prévoyons d’'interrompre le test si la température mesurée pour un lapin
augmente de plus de 1,5°C pendant plus de 30 minutes (le produit est considéré comme pyrogéne si la température augmente
de plus de 0,6°C dans les trois heures suivant I'injection).

1109. Ce projet s’inscrit dans le cadre d’'un programme de recherche destiné a identifier de nouvelles molécules permettant
de traiter la fibrose hépatique. Cette pathologie est définie par I'accumulation excessive des constituants de la matrice
extracellulaire dans le parenchyme hépatique. C'est la complication majeure de toutes les maladies chroniques du foie,
qu'elles soient d'origine alcoolique, virale, parasitaire, biliaire ou liée a I'exposition a certains médicaments. Cette affection est
associée a une évolution pathologique grave, puisqu'au stade tardif de la maladie, une cirrhose hépatique et ses complications
potentielles, insuffisance hépatique et hépatocarcinome (HCC) peuvent survenir.

A ce jour, aucune molécule n’a recu d’autorisation de mise sur le marché pour le traitement de la fibrose. Aussi, plusieurs voies
de recherche et de développement sont en cours pour palier a ce déficit. Afin d’étudier et d’étayer nos hypotheses lors du
développement de nos molécules, il nous sera inévitable d’avoir recours a des modeles animaux présentant une pathologie
similaire a celle qui se produit chez 'Homme, des méthodes alternatives n’étant pas disponibles a ce jour.

Il existe plusieurs méthodes pour induire expérimentalement une fibrose hépatique chez I'animal de laboratoire. Nous
utiliserons le modéle de fibrose hépatique induit par 'administration chronique de thioacétamide (TAA) chez la souris
sauvage et chez le rat sauvage. Ce modele permet le développement d'une fibrose, pouvant évoluer vers une cirrhose et un
hépatocarcinome.

Les procédures expérimentales utilisées dans ce projet sont de classe modérée et seront réalisées dans les conditions les
moins stressantes possibles pour les animaux. Dans un souci permanent du bien-étre animal et afin de minimiser I'emploi des
animaux de laboratoire, I'évaluation des molécules sera réalisée en priorité dans des modéles in vitro. Les molécules ayant
prouvé un potentiel thérapeutique dans ces études feront alors I'objet d'une évaluation chez I'animal. Ce projet engagera des
souris et des rats et dans un nombre estimé a 1936 individus pour la durée que couvrira ce projet. Le nombre d’animaux
utilisé dans chaque lot de chaque procédure est réduit, il correspond au seuil minimal qui puisse nous permettre d’apprécier,
avec nos moyens techniques et en fonction de la variabilité inter-individus, les effets désirés.

Par ailleurs, 'hébergement des animaux pendant la phase d’acclimatation et pendant l'expérimentation sera faite avec
enrichissement du milieu afin d’améliorer leur bien-étre.

Cette stratégie nous permet de définir préalablement des points limites éthiquement et scientifiquement acceptables, en
tenant compte des objectifs de 1'étude. A terme, nos travaux pourraient ouvrir de nouvelles voies de traitement de certaines
formes de maladies hépatiques chroniques, aujourd’hui ce besoin médical est clairement établi.



1110. Les infections chroniques par les virus de I'hépatite C (VHC), de 'hépatite B (VHB) et de I'hépatite Delta (VHD) sont un
probléme majeur de santé publique du fait de leur prévalence élevée (3% de la population mondiale, soit 170 millions
d’individus infectés par le VHC et 4.2% soit 240 millions par le VHB). L’infection par le VHD est concomitante a une infection
par le VHB et entraine une aggravation de la maladie hépatique. La sévérité de des complications, cirrhose hépatique et
carcinome hépatocellulaire (CHC), font de ces infections 'une des indications majeures de la greffe de foie. La mise au point
d’un vaccin contre le VHC a été entravée par le manque d'un petit modele animal idéal pour l'infection par ce virus. De méme,
I'investigation de traitements permettant I'éradication du VHB et/ou du VHD ne peut se faire que grace a la mise au point d'un
modeéle in vivo permettant le développement d'une infection chronique. En effet, les cellules de foie (hépatocytes) de souris
sont naturellement résistantes a l'infection par ces 3 virus. Le chimpanzé a été utilisé pour étudier l'infection aigué et
chronique par le VHC et le VHB mais l'utilisation de ce modele est interdite en Europe depuis la nouvelle loi relative a
l'utilisation d’animaux a des fins expérimentales. De fait, des modéles animaux alternatifs pour la recherche sur les virus
hépatotropes ont été mis au point. IIs sont basés sur l'utilisation de souris immunodéficientes et hépatodéficientes greffées
avec des hépatocytes primaires humains (PHH) qui vont pouvoir reconstituer un foie “chimérique”. Ces souris ainsi
humanisées peuvent alors étre inoculées avec des virus recombinants ou naturels, issu de sérums de patients chroniquement
infectés. Notre objectif est donc de produire en routine de telles souris “humanisées” telles que décrites par Mercer et al. (Nat
Med. 2001;7:927-33) afin d’étudier les interactions virus-hote et de valider au niveau préclinique les approches
thérapeutiques innovantes développées au sein de notre laboratoire. Ces approches sont basées sur 'utilisation d’inhibiteurs
d’entrée du virus (anticorps monoclonaux, molécules chimiques, nanoparticules, ARN interférent...) ou sur des approches
d’immunothérapie cellulaires. Ainsi, nous greffons des PHH par injection intrasplénique a des souris agées de 21 a 24 jours,
dans les jours qui suivent le sevrage. La prise de greffe est monitorée par dosage de I'albumine humaine présente dans le
sérum de la souris, prélevé 4 et 8 semaines apres la greffe : en fonction des taux d’albumine humaine obtenus, les souris sont
euthanasiées (<0,05 mg/ml albumine), utilisées dans des expériences d’innocuité ou inoculées avec du VHB/VHD (0,05-1
mg/ml) ou inoculées par le VHC (>1 mg/ml, 20 a 100% des animaux greffés selon le lot de PHH), en zone de confinement de
sécurité biologique de niveau 3 pour étre et utilisées en expérimentation. Les niveaux d’infections sont mesurés par détection
de I'ADN du VHB ou de 'ARN du VHC ou du VHD dans le sérum des souris inoculées. 1l s’agit en d’'une production en routine.
En estimant une vingtaine de greffes par mois pendant 5 ans (durée maximale atorisée), le nombre de souris utilisées devrait
avoisiner les 1200. Afin de réduire le nombre de souris nous sommes passé sur une production de souris a partir des souris
homozygotes, seules souris permettant une prise de greffe efficace d’hépatocytes. Afin de raffiner au mieux notre
méthodologie, nous avons mis en place des points limites que sont les signes de douleurs persistants plus de 48h post-greffe,
ainsi que les dosages de I'albumine humaine sérique. En effet des souris avec des taux inférieurs a 50pg/mL ne pourront étre
utilisées ultérieurement en expérimentation du fait du faible nombre d’hépatocytes ayant repopulés le foie. Afin de remplacer
le plus possible l'utilisation d’animaux pour I'étude des virus hépatotropes, nous réalisons, quand cela est possible un
maximum de tests in vitro en lignées cellulaires.

1111. L’utilisation du fentanyl en patch ou en solution transdermique pour la prise en charge de la douleur des chiens et des
chats est en pleine expansion en pratique vétérinaire en raison de l'efficacité antalgique de ce produit, de I'observance
améliorée des traitements grace aux voies transdermiques en question et de la simplification des procédures de prescription
des morphiniques considérés.

En tant que molécule anesthésique et analgésique, le fentanyl possede, a lui seul, une action sédative, et son utilisation
intraveineuse isolée a montré un effet négatif sur la sécrétion lacrymale chez le chien. Une étude récente a identifié
l'utilisation post opératoire de patch de fentanyl comme facteur de risque dans I'apparition d’ulceres post opératoires chez le
chien, en suggérant un mécanisme dépresseur de la production lacrymale sans toutefois I'avoir démontré.

L’objectif de cette étude est d’étudier les répercussions oculaires de solutions transdermiques de fentanyl permettant une
libération prolongée de la molécule (dispositifs ayant une AMM dans cette espéce) en corrélant les résultats obtenus avec la
concentration plasmatique réelle de fentanyl. Les données auront un intérét pour la prévention d’atteinte oculaire post
opératoire chez les chiens ayant recu ce type d’analgésie.

Pour cela 8 chiennes stérilisées de race Beagle seront utilisées. Les examens réalisés incluent un examen ophtalmologique
complet et des prises de sang a différentes dates prédéterminées basées sur les données bibliographiques actuelles, chaque
chien étant son propre témoin. Afin de réduire le nombre d’animaux utilisés, un lot de 8 animaux sera constitué pour la
premiere étude. Si, comme cela est supposé, I'état ophtalmique des animaux revient a I’état initial en quelques heures, les
mémes animaux seront utilisés pour les deux protocoles expérimentaux testant I'effet de deux présentations et dosages avec
une période de sevrage d'une semaine entre chaque protocole. Sinon, un second lot de 8 animaux sera utilisé pour la seconde
procédure.

A T'issue de leur participation au présent projet et aprés vérification de I'absence de 1ésions par un vétérinaire, les animaux
pourront soit étre utilisés dans d’autres projets ne comportant que des procédures légéres ou dans un projet comportant une
procédure modérée, soit étre proposés a l'adoption apres avoir suivi un programme de sociabilisation pour ceux qui le
nécessiteraient.

1112. La dépression est la pathologie mentale la plus fréquente. Elle nécessite une prise en charge trés longue et sera, en
2030, au plan mondial, une des pathologies les plus importantes en termes de santé et société (WHO, 2008). En plus du stress
chronique, la douleur chronique est un facteur déterminant dans son apparition puisque la co-morbidité douleur



chronique/dépression atteint 50%. Nous faisons I'hypothése que des modifications de la neuroplasticité du cortex cingulaire
antérieur (CCA), sous-tendent la dépression induite par la douleur chronique. Nous proposons une étude intégrative, utilisant
des niveaux d’analyse allant des mécanismes de transduction aux circuits neuroanatomiques, pour rechercher chez I'animal
les changements morphologiques et fonctionnels du CCA et de sa connectivité. Le projet nécessitera 640 souris de la lignée
C57BL/6] et 400 souris génétiquement modifiées de la lignée Thy1l-ChR2-YFP dans laquelle il est possible d’activer
spécifiquement les neurones pyramidaux et sera conduit en respectant la régle des 3R visant a remplacer ou réduire chaque
fois que possible le nombre d’animaux ainsi qu’a optimiser les procédures. Au regard des données de la littérature et de la
variabilité phénotypique interindividuelle, les groupes expérimentaux, explorant les comportements anxiodépressifs liés a la
douleur neuropathique, seront constitués de 20 souris. Ce projet comporte 7 procédures expérimentales, mais 4 d’entre elles
font partie d'un enchainement et utilisent les mémes animaux ce qui limite considérablement leur nombre.

1113. Les vecteurs viraux sont des particules virales ayant la capacité d’introduire leur matériel génétique spécifiquement
dans une cellule d’'intérét et de franchir ses barriéres (membranes plasmique et nucléaire). Ces virus ont été modifiés, afin de
les rendre inoffensifs pour I'organisme, en supprimant les genes viraux responsables de leur réplication, de leur virulence et
en incorporant a la place un gene d’'intérét. Le vecteur viral va ainsi permettre I'insertion du gene d’'intérét dans le génome de
la cellule héte (ici de souris), et aboutir a I'expression d’'une protéine d’intérét dont le niveau d’expression et I'impact sur
I'organisme pourront étre étudiés.

Chez 'homme, de nombreuses protéines sont impliquées dans I'apparition et I'installation de maladies neurodegénératives
tels que le peptide amyloide 42 et la protéine Tau dans la maladie d’Alzheimer ou I'a synucléine pour la maladie de Parkinson.
Pour prédire I'efficacité thérapeutique de nos molécules chez I'Homme, il est nécessaire de posséder un modeéle expérimental
le plus représentatif possible des pathologies neurodégénératives humaines.

C’est pourquoi, I'objectif de ce projet est d'induire I'expression de ces différentes protéines (pathologiques chez 'homme) chez
des souris de type sauvage (« wild type ») ou transgéniques a différents ages par l'intermédiaire des vecteurs viraux. Les
études sur les animaux transgéniques permettront de mieux comprendre le rdle, I'implication et I'évolution dans le temps des
interactions entre différentes protéines mises en jeu dans l'apparition et l'installation des processus pathologiques.
L’intérét de cette technologie est de suivre I'évolution des processus pathologiques engendrés par l'expression de ces
protéines dans une structure cérébrale, de maniere beaucoup plus rapide et plus flexible que la mise en ceuvre de modeles
transgéniques murins classiques.

L’objectif final de ce projet est d’étudier I'effet de molécules pouvant moduler I'apparition de processus pathologiques
engendrés par I'expression de certaines protéines.

Le recours a 'animal dans ce projet est donc nécessaire pour pouvoir évaluer de fagon objective I'effet de la surexpression
cérébrale des protéines, induites par les vecteurs viraux, sur un organisme entier comprenant différents mécanismes
physiologiques que I'on ne retrouve pas in vitro dans des modéles cellulaires.

Le suivi de I'expression des protéines sera quantifié par une méthode d’imagerie non invasive nécessitant une simple
anesthésie de I'animal lors des mesures. La caractérisation de I'expression des protéines sera réalisée par des tests cognitifs
visant a évaluer la mémoire des animaux. En fin d’expérimentation, des analyses histologiques et biochimiques seront
réalisées sur tous les animaux afin de corréler les résultats observés in vivo avec des données ex vivo.
Techniquement, une premiere phase de mise au point est prévue (600 animaux) afin de définir les conditions expérimentales
optimales de réalisation de I'induction ainsi que le nombre d’animaux par groupe et la constitution des groupes a prévoir
avant la seconde phase dédiée a la réalisation des études de screening de molécules (2600 animaux). Cette démarche vise a
optimiser les conditions expérimentales et réduire ainsi le nombre d’animaux utilisés. On peut également estimer sur toute la
durée du projet (5 ans), une utilisation d’environ 640 souris par an pour un degré de gravité modéré.
Les injections intracérébrales des vecteurs viraux seront réalisées sous anesthésie et les animaux bénéficieront d’'une
analgésie post-opératoire. Une surveillance accrue sera également assurée afin d’identifier tout signe de souffrance et de
soustraire  si  besoin les animaux des études en cas d’atteinte des points limites  définis.
IIs seront également maintenus dans la mesure du possible en groupe tout au long des études.
Les études seront réalisées chez des animaux jeunes ainsi que chez des animaux agés afin de suivre I'évolution des processus
pathologiques engendrés par les vecteurs viraux a différents ages.

1114. La nécessité d’évaluer la sécurité des médicaments est apparue suite aux accidents thérapeutiques du début du
XXeéme siécle voire aux tragédies comme ce fut le cas pour la thalidomide.

Dans ce cadre, 'étude de I'index thérapeutique et de l'innocuité d'une molécule est primordiale. Il s’agit de déterminer les
doses a administrer afin d’obtenir la concentration sanguine permettant I'effet recherché mais également d’évaluer la dose a
laquelle les premiers effets secondaires apparaissent. Ces études sont fréquemment réalisées sur des rongeurs et pourraient
étre également considérées comme I'équivalent préclinique des études de phase 1 en développement clinique impliquant des
volontaires sains.

Dans ce projet nous adressons 3 questions interdépendantes.

La premiére interrogation est de savoir comment le composé se comporte vis-a-vis de 'organisme : comment il y entre, a
quelle vitesse, combien de temps il reste avant d’étre éliminé et ou il va. C'est ce qu'on appelle I'étude des paramétres
pharmacocinétiques. Pour cela le composé est administré a différentes doses, puis du sang et/ou des organes sont prélevés a
différents moments apres 'administration. La détermination de la dose de composé dans le sang ou dans chaque organe par
analyse chimique permet le calcule les parametres pharmacocinétiques d’intérét.



Ce projet permet également d’évaluer les éventuels effets secondaires d’'une molécule lors de son administration aux doses
que l'on souhaite utiliser pour traiter la maladie (doses thérapeutique). Pour cela, des animaux sains sont traités par le
composé a tester et leur comportement est observé pour détecter des effets non souhaités comme des somnolences, des
hyperactivités, des troubles de la mémorisation ou de la coordination motrice.

Finalement, ce projet permet de déterminer la dose maximale tolérée, c'est-a-dire une dose maximale dénuée d’effet
indésirable majeur. Ceci est réalisé en administrant un composé a une dose supérieure a la dose thérapeutique et en
surveillant certains parameétres physiologiques (la prise de poids, la température, la prise alimentaire), le changement de
comportement de 'animal ou l'apparition de douleur. Ce parametre est trés important car il donne une indication de la
sécurité d’utilisation du futur médicament.

Lors de nos travaux, nous portons une attention particuliere au raffinement des conditions d’hébergement (enrichissement du
milieu, soins aux animaux) et d’expérimentation (méthode de manipulation, nombre et durée des tests), afin d’assurer a nos
animaux des conditions de vie les meilleures possibles. De plus nous cherchons toujours un compromis expérimental qui
permet de réduire le nombre d’animaux utilisé. Par exemple, nous favorisons le test de plusieurs conditions expérimentales en
parallele afin de ne pas multiplier les groupes témoins.

En regle générale, un plan d’étude comporte 4-10 animaux par groupe afin d’assurer un résultat statistique satisfaisant. Sur
une période de 5 ans, 'utilisation de 2500 souris et 1500 rats est envisagée.

1115. L’objectif général de ce projet est d’étudier les mécanismes responsables du développement et du maintien des
douleurs neuropathiques, afin de pouvoir identifier de nouvelles pistes thérapeutiques. Pour ce faire, nous nous intéressons a
la plasticité du réseau neuronal spinal, qui est connu pour jouer un réle crucial dans la transmission et I'intégration des
informations signalant la douleur.

La douleur est une sensation désagréable mais utile permettant de détecter et d’éviter les stimuli potentiellement nocifs pour
notre organisme. Cependant dans certain cas pathologiques, tels qu'une lésion nerveuse, la douleur perd sa fonction
protectrice et devient invalidante. Ces douleurs dites neuropathiques s’accompagnent d’états d’hyperalgésie (augmentation de
I'efficacité d’'un stimulus nociceptif) et d’allodynie (situation dans laquelle un stimulus non nociceptif devient douloureux).
Chez I'homme, ces douleurs dites douleurs chroniques sont malheureusement résistantes a la plupart des traitements utilisés
en clinique. Aussi, une meilleure compréhension des mécanismes sous-tendant la mise en place et la chronicisation de ces
douleurs devrait permettre 'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

La transmission synaptique inhibitrice spinale joue un rdle essentiel dans l'intégration et la modulation des informations
nociceptives. Suite a une lésion nerveuse, des changements plastiques ménent entre autre a une diminution de l'inhibition
synaptique spinale. Un des mécanismes de cette désinhibition est le changement de 'homéostasie de I'ion chlorure Cl- due a
une diminution de la fonction du transporteur de I'ion chlorure KCC2 dans la moelle épiniére. La phosphorylation de KCC2 est
une des voies de régulation de ce transporteur. L’'objectif de notre projet est d’étudier I'implication de la phosphorylation de
KCC2 dans la sensation douloureuse et plus particulierement dans le développement et le maintien des douleurs
neuropathiques.

Cette étude sera réalisée principalement par une approche électrophysiologique in vitro (patch-clamp sur tranche de moelle
épiniere de souris), associée a une approche comportementale (évaluation des sensibilités mécanique et thermique).
L’ensemble des expériences utilisera 360 souris pour les 3 années du projet. Nous utiliserons un modele de douleur
neuropathique afin d’étudier les changements de gradient chlorure dans cette condition et les possibilités de restaurer ce
gradient en condition neuropathique par des approches pharmacologiques.

1116. L’ensemble de ce projet a été élaboré en prenant en considération les exigences éthiques de réduction, raffinement et
remplacement des procédures sur 'animal. Le nombre d’animaux utilisé sera réduit au minimum nécessaire pour réaliser les
tests statistiques. Aussi, 'analyse des données sera menée au fur et a mesure des expériences et le nombre d’animaux ajusté
en conséquence. Les animaux seront maintenus en cage collective avec environnement enrichi. L’ensemble des procédures
invasives seront effectuées sous anesthésie générale et des contrdles quotidiens de I'état de santé et du comportement des
animaux seront effectués dés lors que I'animal entre en expérimentation. Ce projet portant sur ’étude d’un systeme intégré et
mature, il nous a été impossible de remplacer I'utilisation d’animaux par des tests in-vitro. Cependant, I'ensemble des études
pharmacologiques sera réalisé lors des expériences d’électrophysiologie permettant ainsi de tester plusieurs doses lors d’'une
méme expérience, réduisant ainsi le nombre d’animaux utilisés.

1117. Le SIDA est une maladie infectieuse due au virus de I'immunodéficience humaine (VIH). On considére qu’environ 34
millions de personnes sont infectées. Il n’existe, a ce jour, aucun traitement capable d’éradiquer le virus chez les personnes
infectées, les traitements actuels permettant seulement de ralentir la progression de la maladie, ni aucun vaccin efficace pour
prévenir l'infection. De nombreuses stratégies vaccinales ont été testées mais aucune n’a montré une efficacité supérieure a
30% lors des essais cliniques. Il est donc nécessaire de développer des approches vaccinales plus efficaces. L’objectif de ce
projet est d’évaluer l'efficacité d’'un nouveau candidat vaccin, congu pour induire des cellules immunitaires spécifiques
capables d’éliminer les cellules infectées par le VIH.

Les évaluations d’efficacité vaccinale ne peuvent étre réalisées que sur des organismes vivants entiers, il est actuellement
impossible de ne pas recourir a un modele animal pertinent. Le primate non humain a été choisi pour ce projet car sa
physiologie et son systéme immunitaire sont proches de ceux de 'homme. Sa réponse vaccinale est donc semblable a celle
obtenue chez 'homme. De plus, les primates infectés par le virus de 'immunodéficience simienne (SIV) constituent le seul
modele expérimental reproduisant la pathogénése observée chez 'homme infecté par le VIH. C'est donc le seul modéle



permettant de tester a la fois la sireté, l'immunogénicité et [lefficacité d'un candidat vaccin anti-VIH.
Les animaux inclus dans ce projet sont nés et ont été élevés en captivité dans des établissements reconnus. Le nombre de 12
animaux a été réduit au minimum nécessaire pour permettre une analyse statistique robuste des données. Six des 12 animaux
sont réutilisés d’'un projet antérieur.

Les méthodes expérimentales ont été choisies pour éviter toute souffrance lors des interventions sur les animaux
(administration du vaccin/du virus et prélevement de sang sous anesthésie, limitation des volumes de sang prélevés). Des
criteres d’arrét ont été définis afin de limiter la durée de l'infection et de prendre en compte d’éventuels effets inattendus. Le
cas échéant le vétérinaire de I'installation sera alerté afin de mettre en ceuvre des traitements appropriés ou de décider d’'une
euthanasie. Les animaux seront hébergés par paires avant infection puis en hébergements individuels contigus permettant
des interactions sociales. Les animaux bénéficieront du programme d’enrichissement défini par la cellule « bien-étre animal »
de I'établissement.

1118. La mise en ceuvre des réglementations portant sur 'expérimentation animale inscrite dans le droit frangais depuis
Février 2013 précise les obligations réglementaires de formations pour les chercheurs qui souhaitent utiliser des approches
chirurgicales sur des rongeurs.

Dans ce contexte, une nouvelle formation sera mise en place avec une demande d’agrément spécifique auprés du ministere.
Cette formation comporte un aspect théorique qui, une fois validé, pourra étre poursuivie, par une formation complémentaire
portant sur la chirurgie des rongeurs (rats, souris).

Cette formation qui fait 'objet de cette demande d'autorisation de projet, a pour objectif de permettre aux participants
d'acquérir les gestes de base nécessaire a la réalisation d'actes chirurgicaux dans les conditions optimales en veillant que le
bien étre de l'animal soit respecté. Cette formation ouverte de deux a quatre fois par an accueillera au maximum 12
participants par session. Elle sera principalement proposée aux étudiants de I'école doctorale de notre université, mais pourra
aussi étre ponctuellement proposée a des chercheurs des organismes de recherche, voire a des chercheurs post-doctorants,
afin qu'’ils puissent satisfaire aux obligations légales.

Cette formation pourra également étre proposée pour des formations venant compléter les livrets de compétences de
chercheurs confirmés dans le cadre des missions des différents bureaux de Bien étre Animal.
Lors de cette formation, le nombre d'animaux (rat/souris) sera réduit au maximum (7 par binéme, soit 42 animaux par
session de 12 stagiaires) tout en permettant aux participants d'acquérir les compétences escomptées pour leur permettre de
réaliser ensuite leur travail de recherche selon les bonnes pratiques en expérimentation animale et en accord avec la
réglementation européenne.

1119. Ce projet concerne l'administration concomitante de deux produits immunologiques sur l'espece cible.
La mise en ceuvre de ce projet comporte une procédure expérimentale répétitive permettant d’évaluer l'innocuité et
I'efficacité de cette utilisation combinée.

Cette procédure est congue selon les textes en vigueur de la Pharmacopée Européenne et selon les exigences de
remplacement, de réduction et de raffinement (3R), avec notamment :

-un caracteére de stricte nécessité. Cette procédure ne peut pas étre remplacée par des méthodes expérimentales alternatives,
car elles n’existent pas pour le moment,

-une réduction du nombre d’animaux a son minimum. Au total, un nombre maximum de 36 animaux sera impliqué dans ce
projet,

-un respect du bien-étre des animaux. Des suivis cliniques fréquents et réguliers des animaux réalisés tout au long de la
procédure. Enfin, pour ne pas induire un stress d’isolement, un hébergement des animaux se fera par groupe.

1120. Les douleurs chroniques sont un probleme majeur de santé publique. Les cellules nerveuses (neurones) de la moelle
épiniére jouent un réle proéminent dans la transmission de la stimulation douloureuse du corps jusqu’au cerveau ainsi que
dans l'apparition des douleurs chroniques. De plus, des données récentes de la littérature suggerent que les cellules non-
nerveuses (cellules gliales) de la moelle épiniere pourraient moduler la maniere dont ces neurones transmettent le signal
douloureux.

Le but de ce projet de recherche est de mieux comprendre comment I'activation des cellules gliales entraine une modulation
de I'activité des neurones qui participent au traitement du signal douloureux dans la moelle épiniére et ainsi de déterminer si
les cellules gliales pourraient étre des cibles pharmacologiques potentielles pour le traitement de la douleur.
Pour cela nous utiliserons majoritairement des approches virales de transfert de genes dans les cellules gliales de la moelle
épiniere de rats et de souris : 572 rats et 176 souris seront utilisés.

Pour respecter la regle européenne des ‘3R’ permettant la réduction, le remplacement et le raffinement des animaux pour
'utilisation des animaux de laboratoires, le  nombre d’animaux sera restreint au minimum.
De plus, afin de limiter au maximun la souffrance et 'angoisse infligées aux animaux, les procédures se dérouleront sous
anesthésie générale et des points-limites ont été établis, entrainant la mise a mort anticipée de 'animal si nécessaire.
Notre projet nécessite I'emploi de différentes techniques expérimentales : études électrophysiologiques in vivo et ex vivo,
études de Dbiologie moléculaire/biochimie, études immunohistologiques et études comportementales.

Différentes mesures seront réalisées :

1. Injections stéréotaxiques de virus exprimant les genes d’intéréts dans la moelle épiniere.
2. Tests comportementaux pour mesurer la sensibilité thermique, mécanique ou la sensibilité au froid.



3. Etudes électrophysiologiques de la transmission synaptiques et de la potentiation de la transmission synaptique des
neurones (LTP) de la moelle épiniére in vivo.

4. D’autres études seront réalisées en post-mortem : (i) les modifications neuropathologiques et inflammatoires seront
analysées en utilisant des techniques d’histologie et d’'immunohistochimie et des quantifications de différentes protéines
d’intérét en Western Blot ; (ii) modification de I'activité neuronale par électrophysiologie ex vivo.

1121. Actuellement, les maladies infectieuses sont un des principaux enjeux de santé publique. La vaccination a permis de
lutter contre de nombreuses maladies, cependant nos connaissances dans ce domaine restent incompletes. De meilleures
connaissances sont nécessaires pour concevoir de nouveaux vaccins (en particulier contre les pathogénes et maladies qui «
résistent » au développement des vaccins comme l'infection par le VIH et le SIDA, I'infection par Plasmodium et la malaria ou
I'infection par Mycobacterium tuberculosis et la tuberculose), améliorer les vaccins existants et accélérer le développement de
vaccins contre des maladies émergentes.

Notre projet a pour but d’identifier les acteurs cellulaires et moléculaires intervenant lors des premiéres étapes de la réponse
vaccinale, au site méme d’administration du vaccin, donc dans le muscle apres injection intramusculaire (une voie utilisée
pour de nombreux vaccins).

1122. Les informations obtenues nous aideront a comprendre le réle du site d’injection dans le déclenchement et le
déroulement de la réponse vaccinale, et contribueront au développement de vaccins plus efficaces.
Le projet se déroule en trois grandes étapes :

1) Injection du vaccin par voie intramusculaire

2) Biopsie musculaire du site d’injection aprés 24h ou 48h

3) Analyse des biopsies musculaires pour caractériser les événements liés a la réponse immunitaire précoce.

Ce projet sera réalis¢ chez le primate non humain (PNH) en raison de sa proximité phylogénétique (degré de parenté) avec I’homme et
en particulier des similarités de leurs systémes immunitaires. Aucune méthode alternative n’existe a ce jour. Le nombre d’animaux
(24) inclus dans ce projet correspond au minimum nécessaire pour une analyse statistique robuste des données. Les PNH utilisés sont
nés et ont été élevés dans des établissements agréés. Les méthodes expérimentales ont été choisies pour éviter toute souffrance lors
des interventions sur les animaux (administration du vaccin, prélévement de sang et biopsies sous anesthésie, limitation des volumes
de sang prélevés). Des critéres d’arrét ont été définis afin de prendre en compte d’éventuels effets inattendus. Le cas échéant, le
vétérinaire de I’installation sera alerté afin de mettre en ceuvre des traitements appropriés ou de décider une euthanasie. Les animaux
seront hébergés par paires ou en hébergements individuels contigus permettant des interactions sociales. Ils bénéficieront du
programme d’enrichissement défini par la cellule « bien-étre animal » de 1’établissement.

1123. Chaque année, 130.000 personnes en France sont victimes d'un accident vasculaire cérébral (AVC), un quart en meurt
dans un délai trés court, et les personnes survivantes a I'attaque restent pour la plupart handicapées avec des séquelles
parfois légéres mais pouvant aussi aller jusqu'a des déficits neurologiques séveres.

L’AVC représente une des premiéres causes de déficience neurologique associée a I'age. Des données récentes montrent que
98,5% des AVC ont lieu chez des personnes agées de plus de 45 ans et parmi elles, 75% ont plus de 65 ans. Avec 'allongement
de I'espérance de vie, la prévalence des AVC est en constante augmentation et devient un probleme de santé publique majeur
au niveau de la prise en charge des malades. Les conséquences des AVC au niveau cérébral dépendent de nombreux facteurs :
la vitesse de rétablissement de la circulation sanguine, la durée de la privation en oxygene et la localisation cérébrale de
I'accident.

La recherche sert a améliorer les connaissances fondamentales sur les désordres moléculaires et cellulaires induits par 'AVC
et sur les cibles potentielles pour une intervention thérapeutique. Un des modeles animaux (rongeurs) le plus utilisé dans la
recherche sur ’AVC est basé sur I'induction d’'une vasoconstriction artérielle au niveau cérébral. Cette vasoconstriction induit
une ischémie cérébrale qui évolue vers la mort des cellules neuronales. Il s’en suit ainsi des troubles moteurs ou cognitifs chez
I'animal. Nous souhaitons caractériser les déficits neurologiques dans ce type de modele au sein de notre structure puis
l'utiliser pour tester 'efficacité de nouvelles interventions thérapeutiques potentielles.

En régle générale, chaque groupe expérimental d’'un plan d’étude comporte 12 animaux afin d’obtenir un résultat
statistiquement satisfaisant. De plus, nous cherchons toujours un compromis expérimental qui permette de réduire le nombre
d’animaux. Par exemple, nous favorisons le test de plusieurs conditions expérimentales en paralléle afin de ne pas multiplier
les groupes témoins. De plus, une attention particuliére est portée a 'hébergement des animaux afin de leur garantir des
conditions de vie les meilleures possibles.

Sur une période de 5 ans, I'utilisation de 1000 rats est envisagée.

1124. Ce projet concerne l'efficacité d’'un produit immunologique destiné a protéger contre une maladie mortelle chez une
espéce de carnivore domestique.
La mise en ceuvre de ce projet comporte une procédure expérimentale permettant d’évaluer I'efficacité a long terme de ce
produit ainsi qu’'une procédure de validation du modele permettant cette évaluation.
Ces procédures sont congues en accord avec les textes en vigueur de la Pharmacopée Européenne et avec les exigences de
remplacement, de réduction et de raffinement (3R), avec notamment :

-un caractére de stricte nécessité : ces procédures ne peuvent pas pour le moment étre remplacées par des méthodes
expérimentales alternatives car elles répondent a I'obligation réglementaire d’étre conduites sur I'espéce de destination ;



-le nombre d’animaux envisagé par groupe sera déterminé pour a la fois étre conforme a la réglementation et obtenir des
données valides. Au total, un nombre maximum de 48 animaux sera impliqué dans ce projet ;

-des suivis cliniques fréquents et réguliers des animaux réalisés tout au long des procédures ;

-du fait de la classe sévere des procédures, des points limites adaptés et précisément définis qui seront appliqués afin
d’éviter toute souffrance des animaux,

-un hébergement des animaux par groupe de maniére a ne pas induire un stress d’isolement.

1125. La substance blanche du cerveau est une structure extrémement dynamique chez ’adulte. La formation de la myéline
ou son remodelage sont probablement a l'origine des modifications de la substance blanche, mais les mécanismes
moléculaires et cellulaires sous-jacents restent inexplorés. Comprendre la dynamique des cellules oligodendrogliales dans le
cerveau normal et malade est la clef pour répondre a des questions sur la plasticité de la substance blanche, la myélinisation et
réparation de la myéline. Dans ce projet, nous étudierons la dynamique de recrutement, de la prolifération et de la
différenciation des cellules oligodendrogliales au niveau du corps calleux de la souris en conditions normales et
pathologiques. Nous éluciderons les mécanismes dépendants de l'activité neuronale qui contrélent 'oligodendrogéneése.
Nos expériences seront menées en induisant une lésion démyélinisante locale au niveau du corps calleux avec une chirurgie
stéréotaxique et en utilisant plusieurs types de protocoles expérimentaux. Ces protocoles ne peuvent malheureusement pas
étre substitués par des procédures in vitro car il s’agit de reproduire une démyélinisation locale dans I'’environnement naturel
des cellules et d’étudier leur dynamique. Un total de 1000 souris transgéniques sur cinq années sera utilisé pour des
stimulations optogénétiques, des expériences d'imagerie biphotonique et d’immunohistochimie. Le calcul du nombre
d'animaux a été fait afin d'obtenir un nombre suffisant de données pour chaque protocole expérimental, tout en appliquant
strictement les grands principes éthiques de I'expérimentation animale (les trois R). Pour respecter le principe des 3R, le
nombre d'animaux utilisé sera réduit au minimum. De plus, afin de limiter au maximum la souffrance et 1'angoisse infligée aux
animaux, les procédures se dérouleront sous anesthésie et des antalgiques sont prévus en cas de nécessité. Enfin, des points-
limites ont été établis, entrainant I'euthanasie anticipée de I'animal si nécessaire.

Nous espérons étre pionniers dans I'étude de la dynamique des cellules oligodendrogliales chez 'animal vivant dans une
région jusqu’alors inaccessible, mais tres importantes car elle est impliquée dans des maladies démyélinisantes comme la
sclérose en plaques et dans de nombreux troubles psychiatriques. Nous espérons que les résultats de ce projet ouvrent la voie
pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques de ces maladies.

1126. La myopathie de Duchenne est une maladie génétique qui touche le muscle chez I'enfant, provoquant une faiblesse
musculaire généralisée et évolutive. Les patients sont contraints a 'usage permanent du fauteuil roulant vers I'age de 10 ans
et décedent prématurément d’insuffisance respiratoire ou cardiaque vers I'age de 30 ans. Il n’existe pas a ce jour de solution
thérapeutique pour la myopathie de Duchenne. Il existe différents modeles de cette maladie pour travailler en amont sur
'élaboration de médicaments, des modeéles in vitro (myoblastes, myotubes) aux modeéles animaux. Toutefois seul le contexte
du chien atteint spontanément par cette méme maladie, le chien GRMD (golden retriever muscular dystrophy), reproduit de
manieére fidele les manifestations cliniques de cette maladie. Lorsqu'un médicament a fait ses preuves sur des modeles in vitro
puis dans le modele murin, et qu'il a des chances importantes d’arriver au chevet du malade, son efficacité chez le chien GRMD
permet d’envisager un passage en clinique prometteur, du fait de la valeur translationnelle forte des données obtenues chez
les chiens.

C’est le cas du Riméporide, molécule qui sera testée dans ce projet. Cette molécule est un inhibiteur d'un échangeur sodium-
proton qui a montré des effets tres positifs sur des myotubes en culture (modéles in vitro) : diminution du pH (anormalement
élevé dans les muscles des malades), et régulation des influx de sodium et de calcium (dérégulés chez les malades). Chez la
souris, des effets positifs sur la fonction musculaire ont été identifiés, mais ils doivent étre confirmés dans un contexte
pathologique plus proche du contexte humain, tel que celui du chien GRMD. Notre projet a pour objectif d’étudier I'effet du
riméporide en phase aigué, administré sur le court terme (5 jours) sur le pH, les influx de sodium et la fonctionnalité du
muscle des chiens malades, afin de 1) déterminer si cette molécule atteint bien sa cible dans un modeéle a fort potentiel
translationnel et 2) identifier des biomarqueurs non invasifs notamment d’'imagerie et de spectroscopie qui pourront
permettre d’évaluer la réponse biologique au traitements chez les patients durant les essais cliniques sur cette molécule.
Dix chiens GRMD et 3 de leurs freres sains seront inclus dans ce projet. Sur les 10 chiens GRMD, 3 évolueront vers une forme
clinique sévére de la maladie (qui touche 25% des chiens) et ne seront pas inclus dans le protocole thérapeutique. Le projet
thérapeutique en tant que tel inclura donc 7 chiens GRMD et 3 chiens sains. Nous avons réduit le nombre d’animaux
nécessaires au minimum grace a l'utilisation d'une seule forme clinique qui permet d’obtenir un groupe plus homogéne
d’animausx, et grace a une conception du projet en « cross-over », c’est-a-dire que tous les animaux recevront le placebo et le
traitement. Ainsi, ces dix animaux seront subdivisés en 2 groupes, qui recevront chacun le riméporide durant 5 jours puis le
placebo durant 5 jours ou inversement. Les animaux seront évalués avant, en milieu, et en fin de protocole par IRM et mesures
de force (méthodes non-invasives). Les chiens GRMD seront euthanasiés a I'issue du projet, et les chiots sains seront proposés
al'adoption.

Le chien GRMD est un modele de myopathie de Duchenne incontournable au stade préclinique, mais l'utilisation de ces
animaux requiert une expertise dans leur maintien, des soins spécifiques qui leur sont nécessaires pour leur permettre de
mener une vie dans les meilleurs conditions possibles, tout en ayant défini des points limites extrémement précis et
suffisamment précoces pour éviter a ces animaux toute souffrance prolongée.



1127. Le but de I'étude est d’étudier certains aspects de la reproduction chez une espéce animale photopériodique, c’est-a-
dire une espece dont la reproduction (accouplement, naissances, puberté...) dépend de la photopériode (longueur relative du
jour et de la nuit sur 24 heures). Ce signal temporel est représenté par la longueur du pic nocturne de sécrétion de mélatonine
par la glande pinéale. Il est connu que la mélatonine, régule localement dans I'’hypothalamus la production de I'hormone
thyroidienne T3.

Nous cherchons a savoir si dans les structures du cerveau, impliquées dans la reproduction, certaines molécules sont
modifiées chez la progéniture selon que la meére était gestante en photopériode longue (été) ou en photopériode courte
(hiver). Ou encore, comment la saison de gestation de la mére peut influencer le développement pubertaire de la progéniture
et quelle est I'implication de la T3 dans cette intégration ? L’étude sera menée sur des hamsters sibériens qui est une espéce
photopériodique et provenant d’un élevage. Les femelles gestantes seront placées en photopériode longue (LP) ou courte (SP).
Apres sevrage (P21 : 21 jours) la progéniture sera maintenue dans la photopériode précédente ou dans une photopériode
intermédiaire (IP, type printemps-automne). Ce protocole permettra de faire la part entre les phénomenes induits par la
programmation maternelle et ceux purement liés aux conditions photopériodiques apres sevrage (objectif de I'étude).
Remplacement : L'axe reproducteur comprenant différents étages (hypothalamus, hypophyse, gonades) cette étude nécessite
de mener les expériences sur I'animal entier.

Raffinement: Ce projet nécessite une approche invasive (chirurgie intracérébrale). Le maximum sera fait pour réduire la
douleur (anesthésiques, antalgiques, anti-inflammatoires, suivi du score de douleur) et le stress des animaux tout au long de
I'expérience (habituation a I'expérimentateur, environnement). Les animaux sont maintenus en cage collective avant chirurgie
(4 a 6/ cage selon les portées) puis en cages individuelles, nécessaire compte tenu de I'appareillage, et avec ou sans
enrichissement (baton-matériel de nidation) selon I'age. Nos précédentes études ont montré que 'hormone du stress reste a
des taux normaux dans nos conditions expérimentales. La durée de 1'expérimentation pour chaque animal n’excéde pas une
semaine apreés chirurgie.

Réduction- Procédure 1 : la technique utilisée permet une étude longitudinale, donc de réduire le nombre d’animaux a 6 par
groupe expérimental. Procédure 2 : des expériences précédentes ont établi que pour obtenir des résultats statistiquement
valables, le nombre d’animaux par groupe doit étre de 6 au minimum. Cependant, les 2 procédures nécessitant de la chirurgie
cérébrale, nous devons prendre en considération la perte possible de 15 a 20% d’animaux, le succes de la chirurgie n’étant
que de 80%, nous prévoyons de suivre 8 animaux/groupe expérimental. Procédurel : 4 groupes expérimentaux * 8 animaux =
32 animaux. Procédure 2 : 14 groupes expérimentaux * 8 animaux= 112 animaux.

Total des 2 procédures : 144 animaux.

Dans les 2 procédures, la significativité des différences obtenues sera testée par un test ANOVA.

1128. Chez les mammiféres, les rythmes circadiens sont controlés par le noyau suprachiasmatique (SCN). Au niveau
moléculaire, I'horloge dans le SCN est composée de boucles d'activation et d'inhibition de plusieurs genes horloges tels que
Per1-2, Cry1-2 et rev-erb. En l'absence du SCN, la plupart des rythmes circadiens sont abolis. Cependant, d'autres horloges
circadiennes, contrélées par une restriction alimentaire ou par l'accés a la méthamphétamine (MAP) dans 1'eau de boisson,
peuvent affecter les rythmes au niveau hormonal et comportemental. Ces rythmes sont générés a partir d'un oscillateur
circadien sensible a la restriction alimentaire ou a la MAP, et qui serait situé en dehors du SCN. Le substrat anatomique de cet
oscillateur est encore inconnu. D'autres drogues d'abus, comme la cocaine, interagissent avec les rythmes circadiens. Ainsi,
une dose de cocaine le matin ou en fin de journée n'aura pas les mémes effets sur I'organisme. L'habénula latérale (LHb) est
un noyau de 1'épithalamus projetant directement sur des neurones dopaminergiques et GABAergiques de l'aire tegmentale
ventrale (VTA), et module donc la premiére structure du circuit de la récompense. REcemment, il a été montré une oscillation
circadienne de l'activité électrique de la LHb. Cependant, son role dans le controle des rythmes circadiens est encore inconnu.
Donc, le but de ce projet est de mieux comprendre le réle de la LHb dans les rythmes circadiens et l'influence des drogues
d'abus sur cette structure. Des souris transgéniques nous permettant de suivre 'expression d’'un gene horloge (Per2) grace a
la bioluminescence, seront utilisées afin de pouvoir étudier les rythmes circadiens. En accord avec la regle des 3R, la
bioluminescence permet de visualiser plusieurs cycles de Per2 sans avoir a sacrifier des animaux a plusieurs points horaires.
Au final, pour I'ensemble de tout le projet, nous utiliserons 252 animaux.

Le premier objectif est de caractériser 1'expression rythmique de 1'habénula en présence ou non de cocaine, de voir la
sensibilisation locomotrice induite par la cocaine en cage d’élevage. Le second objectif est de voir l'influence du SCN sur cette
sensibilisation locomotrice et I'expression ryhtmique de ’habénula induite ou non par la cocaine, et pour ce faire, nous
léserons les SCN. Enfin, le dernier objectif est de déterminer si 'expression rythmique de I’habénula en présence ou non de
cocaine est d’origine circadienne en plongeant les animaux en obscurité totale.

1129. Nous étudions le développement du cortex cérébral des mammiféres. Pour cela, nous mettons en ceuvre une nouvelle
technique de visualisation des cellules, 'approche de marquage multicolore Brainbow. Cette technique permet d’exprimer des
protéines fluorescentes de couleurs différentes dans les cellules souches neurales et leur descendance (neurones, cellules
gliales). Les cellules sont ainsi identifiées par des couleurs distinctes qui permettent de les suivre lors de leur migration et
d’identifier les cellules « sceurs » issues de la division d’'une méme cellule progénitrice. Nous utiliserons ce nouvel outil
d'analyse du lignage cellulaire pour suivre simultanément plusieurs cellules souches neurales (CSN) in vivo et déterminer leur
contribution individuelle a la construction d'un cortex cérébral mammalien fonctionnel. Nous utilisons la souris, modeéle
mammifére usuel le plus "bas" dans la phylogénie doté d'un cortex. Cette approche permettra d'étudier pour la premiére fois
in vivo la biologie, les interactions et le lignage de plusieurs progéniteurs neuraux voisins dans le cortex cérébral de souris en



caractérisant 1) leur hétérogénéité cellulaire et comportementale, 2) leur contribution aux lignages neuraux et gliaux ; 3) la
position finale de leur descendance dans le parenchyme cortical et son impact sur I'établissement de la connectivité cérébrale.
Ce projet fera appel a I'analyse d’animaux dont le marquage multicolore sera déclenché soit par administration du ligand
synthétique Tamoxiféene (n’'impliquant pas de chirurgie), soit par électroporation in utero (chirurgie de type laparotomie, de
classe modérée, sans effets nocifs pour la survie des embryons ou des souris gestantes). Nous utiliserons en fonction de la
question biologique posée, soit des souris transgénique Brainbow et/ou exprimant la recombinasse site-spécifique Cre, soit
des souris sauvages. Pour 'ensemble du projet, un nombre global de 9521 animaux sera nécessaire : 2793 femelles gestantes
qui généreront 6278 souriceaux (ainsi que 9112 embryons). Nous avons soigneusement choisi les paradigmes expérimentaux
(souris transgéniques ou électroporation in utero de souris sauvages) pour réduire au maximum le nombre d’animaux
utilisés. Nous avons pris soin d’appliquer la régle des 3Rs pour I'estimation de ce nombre global. Il est important de noter i)
qu’il nous serait impossible d’obtenir des données statistiquement significatives avec moins d’animaux ; ii) que les
méthodologies utilisées dans ce projet impliquent la mise en ceuvre de toutes les stratégies expérimentales et
pharmacologiques disponibles actuellement pour réduire le nombre d’animaux utilisés mais aussi minimiser les possibles
effets déléteres pour ceux-ci, avec un respect particulier de la notion de points limite (grille de suivi, et critéres d’interruption
en cas de souffrance des animaux).

1130. Les brilures sont fréquentes chez 'enfant et constituent la deuxiéme cause de mortalité accidentelle et la premiere
cause de morbidité fonctionnelle et esthétique. La prise en charge des brilures nécessite des moyens importants et
particulierement cofliteux. Ces briilures sont traitées habituellement par une greffe de peau. Cependant, dans les cas de
briilures de grande surface, il ne reste plus assez de peau saine pour couvrir la perte cutanée; dans ce cas le pronostic vital
chez I'enfant est engagé. L'alternative est de pouvoir couvrir une grande surface grace a une greffe de cellules isolées a partir
d’une faible surface de peau saine épargnée. Dans ce cadre, nous avons déja démontré la haute qualité des cellules préputiales
dans la reconstruction d'un épiderme in vitro et dans la cicatrisation des briilures deuxieme degré profondes chez les enfants.
Cependant, dans les brulures totales troisieme degré profondes, il y a une perte du support dermique et la greffe cellulaire
directe n’est plus possible. Nous souhaitons tester un substitut dermique de remplacement dans la cicatrisation d'une perte de
substance chez les souris, substitut qui servirait comme un support dans une future greffe kérationcytaire chez les enfants
porteurs d'une brilure profonde.

Deux souches de souris (BalbC et C57BL/6) seront utilisées afin de mettre en évidence l'influence du systeme immunitaire
dans ce processus de reconstruction dermique.

Ce projet nécessitera l'utilisation de 224 animaux au total. La regle des 3R a été prise en compte dans cette étude par
I'approche statistique qui montre que le nombre d’animaux par lot (lot sans substitut comparé au lot avec substitut) pour
chaque souche peut étre limité a 28, nombre nécessaire pour valider statistiquement I'effet bénéfique ou non d’un substitut
dermique.(réduction). Les douleurs post-opératoires seront prises en compte systématiquement (raffinement). Dans ce
contexte de dynamique cellulaire (migration, colonisation, multiples origines cellulaires), il n'est pas possible d'envisager a ce
jour des solutions de remplacement.

A terme ces résultats pourraient permettre en clinique humaine d’apporter des solutions n’engendrant pas de rejet a court
terme et dépourvu de matériel d’origine.

1131. Le projet a pour objectif la réalisation de tests de fonctionnement, d’efficacité et de la sécurité de différents
équipements médicaux qui sont en cours de développement. Les dispositifs médicaux utilisés en chirurgie sont constamment
innovés et équipés de nouvelles fonctions. Par exemple I'éclairage opératoire ou une caméra peut étre équipé de filtres pour
optimiser la vision ou améliorer le confort du chirurgien. Ces améliorations ont pour but principal I'optimisation des
conditions de I'acte chirurgical, par exemple par réduction de la durée de I'intervention. Des éventuels bénéfices cliniques ou
thérapeutiques de ces nouvelles fonctions doivent étre testées et validées sur animaux avant leur utilisation pour la chirurgie
humaine. Les tests nécessitent des interventions légeres sur animaux, principalement sur les modeles porcins et ovins qui
sont proche de I'humain en taille et anatomie. La plupart des tests prévus seront réalisés pendant des procédures ouvertes qui
permettent d’aborder une grande variété de situations: chirurgie surfacique et profonde, taille de plaie opératoire de faible
dimension a large, couleurs variables suivant les tissus (peau, graisse, muscle, viscéres). En vue de réduire le nombre
d’animaux utilisés, les animaux seront réutilisés pour plusieurs essais du méme genre si leur état le permet.

Les animaux seront hébergés sur paille, dans des cases spacieuses. Pour les brebis, elles seront placées avec un ou deux
congéneéres en post opératoire pour éviter tout stress d’isolement.

L’anesthésie et 'analgésie lors des procédures seront assurées par des traitements adaptés et recommandés (antibiothérapie
pré et post opératoire, anesthésie générale, morphiniques en per opératoire associés a des anesthésiques locaux, anti-
inflammatoires non stéroidiens en post opératoire).

Nous estimons que ce projet nécessite au maximum 5 animaux de chaque espéce au total (5 porcs et 5 brebis). Cela nous
permettrait de les utiliser pour tester plusieurs dispositifs chirurgicaux.

1132. L’élevage porcin est fortement affecté par le probléeme de mortalité des nouveau-nés (20%). Ce phénomeéne aux
conséquences économiques et éthiques importantes, provient de la sélection réalisée au cours des 20-30 dernieres années
pour améliorer le rendement de cette filiere, en combinant des caractéres de qualité de viande et de taille de portée.



L’augmentation de cette mortalité néonatale s’explique en partie par un retard de maturité des porcelets a la naissance (a
terme : gestation 114 jours). Le développement feetal se finalise vers 90 jours de gestation avec la maturation de la plupart des
organes.

Ce projet vise a explorer le controle génétique du processus de maturation d’organes clés. La maturité se définit comme un
état de plein développement permettant une bonne adaptation a la vie extra-utérine des nouveau-nés.

Pour cela, nous proposons d’étudier les différences de développement en fin de vie intra-utérine entre feetus de différents
types génétiques produits par des truies de races qui présentent un niveau de maturité a la naissance tres différent : la race
Meishan (MS) avec des porcelets tres vifs a la naissance est tres peu affectée par la mortalité périnatale et la race Large White
(LW) avec des porcelets de moindre vitalité a la naissance présente des pertes élevées en porcelets.

Le dispositif de croisement choisi (insémination des femelles avec de la semence mélangée des 2 races) permettra d’étudier
les influences environnementales et génétiques sur la maturation des feetus. Ce projet implique d’avoir recours a 2 temps de
gestation (90j; 110j) pour analyser le processus de maturation tissulaire in vivo.

Nous avons prévu d’utiliser 168 feetus au total pour cette étude soit 3 lots de 3-7 porcelets x 4 génotypes (LW, MS et croisés
réciproques LWxXMS et MSxLW) x 2 temps de gestation. Pour chaque lot, le nombre de truies gestantes sera donc réduit a 4
(une femelle Large White et une femelle Meishan par temps de gestation). Il s’agit, de par notre expérience, du nombre
minimal de feetus pour obtenir des données permettant de détecter les effets mixtes dans les études statistiques de
génomique.

Les truies seront anesthésiées puis euthanasiées avec des produits qui franchissent la barriére placentaire ; les feetus seront
donc également euthanasiés. Dans tous les cas, la souffrance feetale est réduite puisque les porcelets comme les meres seront
anesthésiés avant d’étre euthanasiés.

L’expérimentation prévoit le phénotypage des foetus, des mesures physiologiques et des prélévements de tissus (placenta,
endomeétre, muscle, foie, surrénales). Les échantillons tissulaires serviront de support a 3 études scientifiques (expression,
régulation des genes et des protéines) afin de définir le role précis de genes ciblés dans la maturation du foetus porcin.

Les résultats obtenus permettront de mieux comprendre les processus de maturité du feetus et d’évaluer les possibilités de
sélection génétique pour les améliorer et ainsi accroitre la probabilité de survie des porcelets. La compréhension des
processus de mise en place de la maturité pourrait aussi avoir un impact plus général pour d’autres mammiféeres d’intérét
agronomique (animaux d’élevage), ou de santé publique (Homme).

1133. Ce projet éducatif correspond a la partie pratique d'une formation réglementaire spécialisée en chirurgie pour les
especes rongeurs. Elle consiste en la mise en place de travaux pratiques (TP) a destination des personnels concevant des
procédures expérimentales et des projets utilisant des animaux a des fins scientifiques. Les étudiants auront des cours
théoriques, des travaux dirigés sur matiere inerte et par utilisation de matériel pédagogique vidéo, et quelques travaux
pratiques décrits ici, pour des techniques chirurgicales simples et trés courantes (dans ce projet le cathétérisme de l'aorte ou
de la veine jugulaire).

Ces dispositions contribuent de fagcon importante a la réduction du nombre d'animaux. D'autre part, les animaux utilisés
seront choisis en priorité parmi des animaux issus d'élevages internes aux établissements, sans phénotype dommageable,
mais ne présentant pas un génotype utilisable par les chercheurs. Si toutefois les élevages internes ne permettait pas un
approvisionnement de ce type, le nombre minimal d'animaux requis serait obtenu aupres d'un établissement agréé.

Les TP décrits ici correspondent a l'acquisition de la compétence de pose d'un cathéter chez le rat. Pour la durée totale du
projet, et pour former 200 étudiants, 240 rats seront nécessaires.

1134. Ce projet vise a mettre en place un référentiel chez un animal omnivore alliant une alimentation paramétrée et les
signaux d'usure dentaires, biogéochimiques et morphologiques sur les dents et/ou os. Ce référentiel permettra de meilleure
reconstitution des régimes alimentaires chez les primates fossiles, argument incontournable pour comprendre 1'évolution. Le
porc a été choisi comme modéle car c'est un animal omnivore au méme titre que les primates.

Six expérimentations seront menées sur 3 ans.

Sur les quatre premiéres expérimentations (de 3 a 6 mois chacune) seront testées des consommations croissantes (5, 10, 15 et
20 % du régime alimentaire) de protéines animales (farine animale), de végétaux riches en silice abrasive (tige et feuille de
Orge), d'aliments durs et cassants (grains secs de mais), et de plantes de cycle métabolique en C4 (tige et feuille de mais). Les
plantes en C4 sont principalement des herbacées (monocotylédones) associées au développement des savanes intertropicales
et ont donc joué un role majeur dans l'alimentation des hominidés anciens.

Les expérimentations 5 et 6 différent des précédentes car l'objectif ici est de déterminer la capacité des approches
méthodologiques a détecter un changement alimentaire N jours avant la mort (0, 5, 10, 20 et 30 jours); 1'étude prenant en
compte l'insertion de 20% de végétaux riches en silice (Orge) et l'insertion de 20% d'éléments durs (grains de mais).

Les aliments testés partagent des propriétés physiques et chimiques avec des aliments de recours utilisés ou
supposés tel par les mammiféres sauvages. Six expérimentations seront conduites testant chacune une hypothese avec 4 lots
de 10 porcs chacun et un groupe témoin de 10 individus,300 porcs intégreront ce protocole.

La regle des 3R a été prise en compte, des lots de 10 individus seront constitués; en deca, I'étude ne permettrait de
mettre en évidence des différences statistiques. Nous avons fait choix de ne pas faire de prélevements du vivant de 1'animal.
Les prélevements seront tous réalisés apres la mort de 1'animal. La seule contrainte concerne le régime alimentaire. Si une
absence de prise de poids était mesurée, les individus en question seraient alors retirés de l'expérimentation et retrouveraient
un régime conforme a leurs besoins physiologiques. Enfin, seules des concentrations inférieures ou égales a 20% d'aliments a



tester seront prises en compte. En effet, le projet ne vise pas a détecter des aliments consommés en grande quantité mais les
aliments secondaires, non préférés et consommeés de maniére saisonniere. Ils sont dits de recours. Pour des concentrations
supérieures, les données de la littérature scientifique sur les animaux sauvages consommant ces aliments en grande quantité
seront prises en compte. Ainsi, le phacochére, un proche parent du porc consomme des plantes en C4 en trés grande quantité.

Les porcs seront acheminés a l'abattoir et intégreront la chaine alimentaire classique, exception faite des porcs
consommant des protéines animales, qui seront euthanasiés et retirés de la chaine alimentaire.

1135. Contexte. La technologie des ultrasons focalisés, connue par I'acronyme HIFU permet d’effectuer I'ablation de tissus
pathologiques d’'une maniere totalement non invasive. Une sonde émet des ultrasons qui traversent la peau et se concentrent
sur le tissu a traiter, provoquant sa coagulation puis sa nécrose. La sonde comporte aussi une barrette d’échographie qui
permet de guider en permanence le geste. Les HIFU sont déja utilisés en routine pour traiter notamment les cancers de la
prostate et les fibromes utérins. De nombreuses autres applications cliniques sont en développement. Nous envisageons de
traiter de cette facon les adénofibromes du sein et les nodules thyroidiens.

Cette technologie permet de remplacer certaines chirurgies par un geste totalement non invasif. Les avantages comparatifs du
dispositif concernent aussi bien le patient, les praticiens et les centres de traitement que la collectivité. Pour le patient, les
avantages se traduisent par des durées d’intervention chirurgicale et d’hospitalisation réduites, par 'amélioration de la
qualité de vie post opératoire (absence de cicatrice, durée d’hospitalisation faible, douleurs moindres...). Pour les praticiens et
les centres de traitement, les avantages du dispositif se caractérisent par 'augmentation du nombre de patients traités, la
possibilité d’adresser différentes pathologies via un dispositif unique et la sécurité, I'efficacité et la facilité d’utilisation. Pour la
collectivité, les avantages comparatifs sont d'ordre économique et se traduisent notamment par la réduction des cofits induits
par les traitements médicamenteux longs ou les actes chirurgicaux (la durée d’hospitalisation, notamment).

Objectif général. Lors d'un traitement de nodule thyroidien certaines structures sensibles sont localisées a proximité du
nodule : la trachée, la carotide et 1'cesophage. Des distances de sécurité vis a vis de ces structures ont été définies pour assurer
leur intégrité lors du traitement. L’équipe de recherche souhaite valider cette politique de sécurité, en vérifiant I'absence de
dommage aux structures a risque, en procédant a des analyses macroscopiques et histologiques.

Modele animal et méthode : Des traitements HIFU seront délivrés sur la thyroide de brebis. Ce modele est pertinent pour
atteindre 1'objectif de ce projet. Sa localisation la rend accessible avec le dispositif de traitement HIFU. Il est nécessaire de
traverser des tissus superficiels, ce qui correspond a la situation observée chez I'humain. Ses lobes sont situés entre la trachée
et la carotide comme chez I'humain, ce qui permet d'étudier pertinemment la validité de la politique de sécurité définie lors
d'un traitement de nodule thyroidien. Les brebis seront anesthésiées et on appliquera I'énergie HIFU sur la thyroide par voie
externe. L’euthanasie des animaux interviendra dans I'heure suivant les 1ésions induites. Elles seront maintenues sous
anesthésie entre le traitement et 'euthanasie. La position de traitement sera matérialisée sur la peau des sujets par tatouage.
Les sujets seront congelés post mortel pour préserver leur position lors du traitement et faciliter le prélévement de sections
transverses du cou, incluant la thyroide. Une analyse macroscopique et histologique des sections de cou sera réalisée, afin de
vérifier l'intégrité des structures sensibles (trachée, carotide, cesophage). Quarante cinq brebis seront nécessaires a la
réalisation de I'étude.

1136. La premiere reproduction chez la chevrette donne des résultats de fertilité tres variables et parfois insatisfaisants
pour I'éleveur. La finalité de ce travail est 'amélioration des résultats de fertilité en chevrettes et surtout la meilleure maitrise
de la variabilité de ces résultats. La piste explorée concerne la variabilité de maturité sexuelle des chevrettes : d'une part, elles
n'ont pas toutes strictement le méme age a la mise a la reproduction et d'autre part, toutes les chevrettes ne sont pas puberes
au méme age. En effet, les chevres présentent une précocité sexuelle, c’est-a-dire une aptitude a se reproduire plus ou moins
tot, trés variable entre animaux. L'objectif est de fournir aux éleveurs un outil d’aide au choix des chevrettes qu'’ils
conserveront dans le troupeau pour remplacer les animaux plus agés, basé sur la prédiction de la précocité sexuelle.

Il a été montré chez 'agnelle qu'une hormone présente dans le sang, 'AMH (hormone anti-miillerienne), dosée a 3 mois d’age
pouvait étre un bon indicateur de la précocité sexuelle et de la réussite a la reproduction a 7 mois. Le dosage de cette hormone
pourrait permettre, a terme, de sélectionner précocement les animaux susceptibles de bien reproduire a 7 mois et de ne pas
conserver les autres plus tardifs.

L’objectif premier du projet est de décrire le profil de concentration sanguine de cette hormone (AMH) chez la chevrette de la
naissance a la premiére mise a la reproduction, c’est-a-dire son niveau de base et ses variations au cours du temps, afin de
comprendre quel est son role dans la mise en place de la puberté. Dans ce projet, nous suivrons également les variations de
concentration en progestérone Ces résultats seront ensuite corrélés au moment d’apparition de la puberté et a la réussite a la
premiére mise a la reproduction.

Un lot de 50 chevrettes alpines (a naitre en février 2015, 62 méres gestantes) sera suivi durant 15 mois en tout afin d’observer
le profil de sécrétion de 'AMH de la naissance jusqu’a la reproduction puis de suivre les performances de reproduction
jusqu’aux premiéres mises bas. Le nombre total de chevrettes incluses dans le projet sera dépendant du bon déroulement des
mises-bas de février 2015 et du sexe des chevreaux nés. Ce nombre de 50 chevrettes est suffisant pour permettre 1'analyse
descriptive du profil d’AMH de 0 a 7 mois chez la chevrette. Par ailleurs, ce nombre est également suffisant pour espérer
appréhender la variabilité de fertilité a la premiére reproduction et sa corrélation avec les concentrations en AMH.

Pour ce projet, 25 prises de sang seront réalisées au total par chevrette. Ces prises de sang seront réparties de la naissance des
chevrettes jusqu’a leur reproduction a 7 mois. Elles seront réalisées a un rythme d'une prise de sang par semaine de la
naissance a 1 mois d’age, puis une prise de sang toutes les 2 semaines de 1 mois a 4 mois d’age, puis de nouveau une prise de



sang par semaine de 4 mois a 7 mois d’age (age de la mise a la reproduction). Les prises de sang réalisées de 0 a 4 mois
serviront a doser ’AMH. Les prises de sang réalisées a partir de 4 mois serviront a la fois au dosage de 'AMH et au dosage de
la progestérone. La progestérone est une hormone qui nous permettra de voir si les chevrettes sont puberes, c’est-a-dire que
leur cycle sexuel a démarré. Les données de reproduction seront enregistrées (mode de reproduction, date d’entrée et de
sortie du bouc), une échographie de constat de gestation sera faite autour de 60 jours apres la sortie du bouc. Les chevrettes
seront suivies jusqu’a la mise bas ot la fertilité, la prolificité et le sexe des chevreaux seront relevés.

Les exigences de remplacement, réduction et raffinement ont été prises en compte comme suit :

REMPLACEMENT : il n’existe pas, a 'heure actuelle de méthode permettant d'éviter ou de remplacer l'utilisation de chevrettes
pour décrire comment ’hormone AMH est sécrétée pendant la période allant de la naissance a la reproduction (7mois) chez
ces animaux et caractériser le moment de la puberté.

REDUCTION : Un calcul du nombre de sujets nécessaires a été réalisé afin d’estimer au plus juste le nombre d’animaux a
inclure dans le projet. Le nombre et la fréquence des prises de sang pour le suivi hormonal a été réduit au minimum
nécessaire et suffisant a 1'établissement de profils interprétables. Les prises de sang pour dosage de 'AMH et de la
progestérone ont été regroupées afin de limiter le nombre de prélevements par animal (2 dosages réalisés a partir d'une seule
introduction d’aiguille pour la prise de sang). Il est recommandé de ne pas prélever plus de 10% du volume sanguin total en 1
fois. Le volume maximum de sang prélevé en 1 fois est de 5mL, ce qui est 4 fois inférieur a ce seuil de 10% du volume total
sanguin estimé pour une chevrette de 4kg.

RAFFINEMENT : Afin de s’assurer d'une bonne contention et de limiter la durée de prélevements et le stress, la contention et
les prélévements seront réalisés systématiquement par 2 personnes. Des aiguilles de petit format, adapté a de jeunes animaux
seront utilisées afin de limiter la douleur. Une attention particuliére sera portée aux veines jugulaires des animaux notamment
lors des prélévements sanguins répétés pour repérer tout signe éventuel de phlébite. Le cas échéant, un baume antiseptique et
cicatrisant sera appliqué en massage sur les veines. Par ailleurs, les animaux sont surveillés de facon journaliére pendant toute
la durée des protocoles (surveillance habituelle pratiquée dans le troupeau expérimental). En cas de symptdme suspect, une
intervention vétérinaire a lieu et 'animal est sorti du protocole si nécessaire.

1137. L’utilisation d’hormones de synthése, pour la conduite des élevages a des impacts négatifs connus sur
I'environnement. Le cahier des charges pour la production biologique interdit d’y avoir recours. L’élevage porcin
conventionnel est conduit en bandes successives, généralement espacées de 3 semaines, ainsi intra bandes, toutes les femelles
sont inséminées, mettent bas et sont sevrées le méme jour. Pour y parvenir, les éleveurs réalisent une synchronisation de
leurs reproductrices. Ils distribuent dans I'alimentation pendant 18 jours un analogue de progestérone. 5 jours aprés 'arrét de
la distribution, les femelles viennent spontanément en cestrus et sont donc inséminées « en méme temps ».

Cette pratique présentant un intérét certain pour organiser le travail mais aussi pour constituer des lots homogenes de
porcelets (méme age, méme poids) n’est donc pas possible en production biologique, sans qu’il existe de réelles alternatives.
L’effet male, qui correspond a la présentation d’'un male a des femelles, induit chez les petits ruminants, une ovulation. Il est
probable qu’au-dela de la vue du male, lors de la présentation, les femelles sont soumises aux odeurs (phérormones) de celui-
ci. Ces phérormones ont un impact connu pour induire la puberté.

Chez le porg, il est nécessaire d’associer I'effet male a une odeur autre, non habituelle. Les phérormones des verrats sont tres
présentes dans les élevages et les alentours de ceux-ci, il est probable que leur diffusion « diluée » tout au long de la croissance
des animaux explique l'inefficacité de I'effet male chez le porc.

Notre projet fait suite a des travaux similaires menés en ovin, I'objet est de créer une imprégnation bien avant la puberté vers
100 jours d’age. L'imprégnation consiste a associer présentation du verrat plusieurs jours successifs et une odeur
caractéristique (I'huile essentielle de lavande) Pendant 15 minutes un verrat « parfumée», sous la surveillance de 2
animaliers, est conduit dans la case des jeunes femelles, les comportements d’intérét ou d’indifférence sont enregistrés pour
chacune des femelles.

Ensuite, a un age pré pubeére, vers 170 jours, cette huile est pulvérisée sur les femelles, I'induction de puberté est controlée par
dosage de progestérone.

Pour chaque femelle, afin de vérifier la synchronisation, par dosage de la progestérone circulante, 7 prises de sang, espacées
de 5 jours seront réalisées de 160 a 190 jours d’age. Ces prises de sang sont réalisées a la veine jugulaire apres contention de
I'animal.

La regle des 3R a été prise en compte :

- Remplacement : lutilisation de Il’animal est nécessaire pour documenter les réponses hormonales et
comportementales.

- Réduction : Un calcul du nombre de sujets nécessaires a été réalisé afin d’estimer au plus juste le nombre d’animaux a
inclure dans le projet. Le nombre et la fréquence des prises de sang pour le suivi hormonal a été réduit au minimum
nécessaire pour des détections de puberté.

- Raffinement : Les conditions d’hébergement (pendant les 120 jours de I'expérimentation) sont raffinées par la mise a
disposition d’'une litiere constituée d’'une couche épaisse de paille, permettant une activité de fouille et de comportement
exploratoire tel que préconisé par le rapport EFSA.

Deux prises de sang de détection de puberté seront réalisées avant I'expérimentation, a 160 et 165 jours d'age, les femelles
détectées pubeéres sortiront de I'expérimentation, afin de ne pas leur imposer des prises de sang inutiles.

Lors d'une étude préliminaire, 5 jours d’'imprégnation successifs avaient été testés, nous souhaitons tester une version «
allégée », 2 jours seulement, I'objectif étant de proposer une pratique la plus simple possible pour les éleveurs. Trois lots de 12



cochettes seront ainsi constitués, pour tester des imprégnations de 5 jours, de 2 jours et un lot témoin qui ne sera pas
imprégné.

1138. Ce projet éducatif correspond a une des parties pratiques d'une formation réglementaire spécifique et obligatoire
pour les espéces rongeurs. Elle consiste en la mise en place de travaux dirigés (TD) a destination des personnels concevant
des procédures expérimentales et des projets utilisant des animaux a des fins scientifiques. Pour ces travaux dirigés, il s'agit
de démonstrations, avec peu de manipulation directe des animaux par les étudiants. Cette disposition contribue de fagon
importante a la réduction du nombre d'animaux (un seul animal peut servir pour tout un groupe de TD de 10 personnes pour
une démonstration). Ceci constitue aussi un facteur de raffinement puisque les animaux seront manipulés par des formateurs
professionnels compétents et non par les étudiants eux-mémes. D'autre part, les animaux utilisés seront choisis en priorité
parmi des animaux issus d'élevages internes aux établissements, sans phénotype dommageable, mais ne présentant pas un
génotype utilisable par les chercheurs. Si toutefois les élevages internes ne permettaient pas un approvisionnement de ce
type, le nombre minimal d'animaux requis serait obtenu aupres d'un établissement agréé.

Les TD dans ce site seront mis en place pour des acquisitions de compétences dans les domaines suivants: Procédures
expérimentales faiblement invasives, éléments pratiques: Etudes comportementales chez le rongeur.

Pour cette partie, il a été déterminé qu'un nombre de 180 souris serait nécessaire et suffisant pour former 200 personnes
pendant la durée du projet.

1139. L'Etat de Stress Post-Traumatique (ESPT ou PTSD, pour Post-Traumatic Stress Disorder, APA 1994) est une
pathologie psychiatrique a forte prévalence dans la population générale (8 - 12%) qui, en 'absence de prise en charge
adaptée, peut se compliquer en formes handicapantes et comorbides (dépression, addictions, anxiété, etc.)
Le PTSD se caractérise par une constellation de symptémes qui surviennent apres l'expérience d'un événement traumatique
pouvant étre létal, causer une blessure grave ou menacer l'intégrité physique. Ce traumatisme va provoquer une réaction de
peur intense, un sentiment d'impuissance ou d'horreur. La symptomatologie du PTSD se définit alors par un syndrome de
reviviscence traumatique, un évitement et émoussement affectif et une activation neurovégétative.
L’implication de 'hippocampe dans la vulnérabilité a cette pathologie a été bien documentée. Or, au sein de 'hippocampe, on
trouve des néoneurones formés a 'dge adulte. On peut donc penser que ces néoneurones pourraient étre impliqués dans la
vulnérabilité a développer des symptomes de PTSD.

L'utilisation d'un modele animal est alors nécessaire pour une investigation approfondie. Plusieurs modeles murins valides de
PTSD existent, notamment ceux basés sur l'exposition a un choc électrique. Ce protocole de conditionnement de peur
classique provoque des modifications comportementales durables (évitement, freezing), associées a la symptomatologie et
aux altérations neurobiologiques chez 'humain. Par ailleurs, chez I'animal il est possible d’induire expérimentalement de la
neurogenese.

Ce modele s'intéressant au comportement animal, il ne peut s'entreprendre que sur l'animal vivant et aucune méthode de
remplacement (par exemple, une étude in vitro) n'est envisageable. L'enrichissement du milieu des cages d'hébergement est
systématique (cabanes, tubes et smarthomes®).

Le but de cette expérience est d’évaluer les effets d'une augmentation de la neurogenése adulte sur la vulnérabilité au stress
traumatique. Il s’agira d’évaluer la contribution de neurones de différents degrés de maturation (1 semaine, 2 semaines, 4
semaines, 6 semaines, 8 semaines). Nous testerons dans un premier temps les degrés de maturation a 4 et 6 semaines.
Pour ces deux points, on testera 8 lots expérimentaux de 18 souris chacun, qui se distingueront par 3 facteurs : le fait d’avoir
ou non subi le stress traumatique, le fait d’exprimer ou non la mutation qui induit la neurogenése, le fait d’avoir ou non subi
I'administration de Tamoxiféne (qui active la construction génétique). Ainsi, pour un point temporel donné, il y aura 8 *
18=144 souris. Etant donné qu’il faudra entreprendre 2 expériences pour tester les différents ages de neurones, cela
représente donc un total de 144x2= 288 souris.

En application de la régle des 3 R au modéle utilisé dans I'étude:

Raffinement : le stress traumatique appliqué aux animaux peut étre qualifié de moyen, en raison de sa briéveté, comparé a ce
qui est pratiqué dans d’autres laboratoires. Les conditions d’élevage des animaux non stressés seront optimales au regard des
normes en vigueur avec enrichissement du milieu.

Remplacement : aucune méthode alternative in vitro n’est disponible a ce jour pour répondre a la problématique posée. Le
stress chronique chez l'animal, comme modéle de pathologie psychiatrique humaine, repose sur l'observation du
comportement de 'animal vivant. Aucun marqueur cellulaire in vitro n’est disponible. De plus, les dosages biologiques
requiérent des prélevements frais qui ne peuvent étre réalisés que sur animaux sacrifiés avec délai post-mortem et conditions
de prélevement controlés.

Réduction : les effectifs sont optimisés, les observations comportementales nécessitent une taille d’effectifs suffisant compte
tenu de la variabilité inter-individuelle (n=15 sujets par groupe). De plus, la rationalisation des procédures permet
d’optimiser I'utilisation des échantillons cérébraux prélevés.

1140. La dépression majeure affecte approximativement entre 8% et 12% des hommes et entre 15% et 20% des femmes. Sa
prévalence a été multipliée par 6 depuis 1970 et d’aprés les études de 'Organisation Mondiale de la Santé, cette pathologie
sera la pathologie la plus couteuse en 2030 (devant les maladies cardiovasculaires, les malades infectieuses et les cancers).
Les traitements pharmacologiques disponibles actuellement sont trés insuffisants puisque d’aprés I'étude multicentrique
STAR*D, moins d’un tiers des patients recevant une thérapie pharmacologique parviennent a la rémission apres 14 semaines



de traitement. En outre, les patients rétablis a la suite d'un premier épisode dépressif présentent un risque de récidive dans
les 6 mois évalué a 50% en cas d’arrét du traitement et il a été montré qu'en I'absence de traitement 15% des patients
succombent a la suite d’un suicide et qu’entre 60% et 80% des suicides (entre 10000 et 15000 par an en France) sont le fait
d’'individus fortement dépressifs. Ainsi, la dépression est un probléme majeur de santé publique, nécessitant la mise au point
de nouveaux traitements et la compréhension des mécanismes physiopathogéniques et étiopathologiques sous-jacents.
Certains de ces mécanismes ne peuvent étre approchés qu’au travers de l'expérimentation animale, puisque nécessitant
l'utilisation de techniques d'immunohistochimie par exemple.

Une restriction pour les recherches précliniques qui veulent étudier le mécanisme d’action des antidépresseurs (ADs) chez
I'animal est qu’elles sont surtout réalisées chez des animaux normaux, qui ne sont pas dans un état « dépressif-like » (similaire
a un état dépressif ou « depressed-like state »). Or les traitements aux antidépresseurs induisent tres peu d’effets chez
I'homme sain. Ces études ont été une premiere étape pour définir le spectre des actions possibles des ADs mais demeurent
limitées pour déterminer les effets qui sont réellement nécessaires a I'action thérapeutique. C’est la raison pour laquelle nos
travaux se basent sur 'utilisation du modeéle du stress chronique léger imprédictible (SCI). Il s’agit d’'un protocole initialement
développé par Willner et al. (1987) que nous utilisons au laboratoire. De facon intéressante, il s’agit du seul modéle pour
lequel il existe une signature moléculaire commune entre la dépression humaine et celle existant apres stress chronique
imprédictible chez la souris. Ce modéle de stress chronique imprédictible a également été validé pharmacologiquement, et
semble le mieux adapté et le plus pertinent pour étudier la pathophysiologie de la dépression et le mécanisme d’action des
ADs.

Le but de cette expérience est d’évaluer les effets antidépresseurs d’'une molécule agissant via un mécanisme dopaminergique,
le Brexpiprazole, comparé a ceux d'un antidépresseur agissant via un mécanisme sérotoninergique, la fluoxétine. Pour cette
expérience, 75 souris réparties en 5 lots sont requises.

En application de la régle des 3 R au modele utilisé dans I'étude:

Raffinement : les stress appliqués aux animaux peuvent étre qualifiés de léger a moyen, sans stress physique de type
nociceptif. Les conditions d’élevage des animaux non stressés seront optimales au regard des normes en vigueur avec
enrichissement du milieu.

Remplacement : aucune méthode alternative in vitro n’est disponible a ce jour pour répondre a la problématique posée. Le
stress chronique chez l'animal, comme modéle de pathologie psychiatrique humaine, repose sur l'observation du
comportement de 'animal vivant. Aucun marqueur cellulaire in vitro n’est disponible. De plus, les dosages biologiques
requiérent des prélevements frais qui ne peuvent étre réalisés que sur animaux sacrifiés avec délai post-mortem et conditions
de prélévement controlés.

Réduction : les effectifs sont optimisés, les observations comportementales nécessitent une taille d’effectifs suffisant compte
tenu de la variabilité inter-individuelle (n=15 sujets par groupe). De plus, la rationalisation des procédures permet
d’optimiser l'utilisation des échantillons cérébraux prélevés.

1141. Latransmission hétérosexuelle du VIH par voie vaginale est 'un des principaux modes de contamination par ce virus.
L’entrée du virus a alors lieu au niveau des muqueuses du tractus reproducteur féminin (TRF). A ce jour, il n’existe pas de
vaccin empéchant I'infection par le VIH. Un vaccin efficace contre la transmission du VIH par voie vaginale devra donc induire
une réponse immune anti-VIH au niveau de ces muqueuses. Lors des rapports sexuels contaminants, les muqueuses du TRF
sont exposées au sperme infecté par le VIH. Il est connu que le sperme, en particulier la fraction liquidienne de celui-ci,
appelée liquide séminal, modifie la réponse immune locale pour permettre la fertilité. Le liquide séminal infecté est donc
également susceptible de modifier localement la réponse immunitaire anti-VIH induite par la vaccination.
Afin de faciliter le développement futur d’'un vaccin anti-VIH efficace, I'objectif de ce projet est d’étudier I'effet du liquide
séminal infecté par le VIH sur la réponse immune induite par un vaccin modele au niveau des muqueuses du TRF. Aujourd’hui,
aucun dispositif in vitro ne permet de reproduire la complexité d’'une réponse immunitaire au niveau d'un organisme entier, il
est donc nécessaire de recourir a un modele animal. Le primate non humain (PNH) est le seul modele animal permettant
I'étude de la réponse vaccinale anti-VIH dans un contexte physiologique proche du contexte humain (structure du TRF et
cycles menstruels semblables chez la femme et le PNH) et dans un modéle reproduisant la physiopathologie de l'infection par
le VIH.

Le projet utilisera donc au maximum 18 PNH femelles, nées et élevées dans des établissements agréés. Les animaux seront
vaccinés ou non avec un vaccin modele, le MVA-VIH que nous étudions depuis plusieurs années. Ce vaccin induit une réponse
immunitaire systémique anti-VIH. Dans un premier temps, nous vérifierons que ce vaccin induit également une réponse
immune locale au niveau des muqueuses du TRF. Pour cela, 2 femelles seront vaccinées par le MVA-VIH puis exposées par
voie vaginale a un placebo (groupe 1). Si une réponse immune est bien induite par le vaccin au niveau des muqueuses du TRF,
dans un second temps, le groupe 1 sera complété avec 4 femelles supplémentaires ; de plus, 6 femelles vaccinées par le MVA-
VIH (groupe 2) et 6 femelles non vaccinées (groupe 3) seront exposées au liquide séminal infecté par le VIH. Six animaux par
groupe est le minimum requis pour une puissance statistique suffisante, sur la base de résultats préliminaires et de la
littérature. La réponse immunitaire sera analysée dans le sang et dans les fluides vaginaux de facon longitudinale, puis les
animaux seront euthanasiés pour caractériser les modifications de la nature et des fonctions des cellules immunitaires dans le
TRF (vagin/cervix/uterus/trompes/ovaires), ainsi que dans les ganglions proximaux et distaux.

En accord avec la regle des 3R, les méthodes expérimentales ont été choisies pour éviter toute souffrance lors des
interventions sur les animaux (administration du vaccin, prélevement de sang et de fluides vaginaux sous anesthésie,
limitation des volumes de sang prélevés). Des criteres d’arrét ont été définis afin de prendre en compte d’éventuels effets



inattendus. Le cas échéant le vétérinaire de I'installation sera alerté afin de mettre en ceuvre des traitements appropriés ou de
décider une euthanasie. Les animaux seront hébergés par paires et bénéficieront du programme d’enrichissement défini par la
cellule « bien-étre animal » de I'établissement.

1142. La maladie de Huntington (MH), ou chorée de Huntington, est une maladie neurodégénérative de I'adulte, qui se
traduit par une dégénérescence neurologique provoquant d'importants troubles moteurs et cognitifs et conduisant a la perte
de 'autonomie et a la mort. La MH est a I'heure actuelle incurable, c'est pourquoi il est urgent de développer des traitements
qui pourraient cibler directement les processus moléculaires sous-jacents aux symptomes de cette pathologie. La MH affecte
plus spécifiquement le striatum et le cortex dans le cerveau. Au niveau moléculaire, cela se traduit par la diminution de
I'expression de nombreux génes jouant un role essentiel dans l'activité neuronale. Les pathologies neurologiques a
répercussions l