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Liste des abréviations:

Ach :Acétylcholine

ApoE2 : Apolipoprotéine E 2

ApoE3 : Apolipoprotéine E 3

ApoE4 : Apolipoprotéine E 4

BrdU : Bromodésoxyruridine

e.g. . par exemple (exempli gratia, locution latine)

i.e.: c'est a dire (id est, locution latine)

i.p.; intrapéritonéal

IRS : Inhibition du Réflexe de Sursaut

MA : Maladie d’Alzheimer

PTZ : pentylenetétrazole

RS : Réflexe de Sursaut

SC: Stimulus conditionnel

Sl : Stimulus inconditionnel

Souris WT : souris Wild Type, porteuse de I’all¢le

murin et de I’alléle humain de I’ApoE

Souris ApoE2: souris Kl homozygote pour

I’ApoE2

Souris ApoE2 +/-: souris Kl hétérozygote pour

I’ApoE2 et I’ ApoE murine

Souris  ApoE3: souris Kl homozygote pour

I’ApoE3

Souris ApoE3+/-: souris Kl hétérozygote pour

I’ApoE3 et I’ ApoE murine

Souris ApoE4: souris KI homozygote pour

I’ApoE4

Souris ApoE4 +/-: souris Kl hétérozygote pour

I’ApoE4 et I’ ApoE murine

tpm : tours par minute
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Figure 13: Pourcentage d’entrées dans les bras ouverts et nombre d’explorations du vide dans
le test du labyrinthe en croix suréleve. Pourcentage de temps passé dans la cage éclairée dans
le test des cages claire/obscure chez les souris ApoE2 maéles et femelles.

Figure 14: Durée d’immobilité et latence de la premiere immobilisation dans le test de
suspension caudale chez les souris ApoE2 méles et femelles.

Figure 15: Réactivité de sursaut acoustique et pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut
chez les souris ApoE2 males et femelles.

Figure 16: Pourcentage d’alternances spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les
souris ApoE2 males et femelles.

Figure 17: Activité lors de I’habituation aux cages de conditionnement et lors du test au
contexte, et pourcentage de suppression d’activité (freezing) lors du test au contexte chez les
souris ApoE2 males et femelles.

Figure 18: Activité dans le nouveau contexte et pourcentage de suppression d’activité lors de
la présentation des SC chez les souris ApoE2 males et femelles.

Figure 19: Susceptibilité aux crises épileptiques induites par le pentylenetétrazole chez les

souris ApoE2 males et femelles.

e Phénotypage comportemental des souris ApoE3 males et femelles adultes

Figure 20: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE3 méles.
Figure 21: Consommation d’eau et de nourriture chez les souris ApoE3 males et femelles.
Tableau 5: Etat général et capacités motrices chez les souris ApoE3 males et femelles
Tableau 6: Sensibilité a la douleur chez les souris ApoE3 males et femelles.

Figure 22: Activité locomotrice, nombre de redressements, et pourcentage de temps passé
dans le centre de 1’open-field chez les souris ApoE3 méles et femelles.

Tableau 7: Nombre d’entrées dans le centre de 1’open-field chez les souris ApoE3 males et
femelles.

Figure 23: Pourcentage d’entrées dans les bras ouverts et nombre d’explorations du vide dans
le test du labyrinthe en croix surélevé, et pourcentage de temps passe dans la cage éclairée

dans le test des cages claire/obscure chez les souris ApoE3 males et femelles.



Figure 24: Durée d’immobilité et latence de la premiere immobilisation dans le test de
suspension caudale chez les souris ApoE3 méles et femelles.

Figure 25: Réactivité de sursaut acoustique et pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut
chez les souris ApoE3 males et femelles.

Figure 26: Pourcentage d’alternances spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les
souris ApoE3 males et femelles

Figure 27: Activité lors de I’habituation aux cages de conditionnement et lors du test au
contexte, et pourcentage de suppression d’activité lors du test au contexte chez les souris

ApoE3 males et femelles).

e Phénotypage comportemental des souris ApoE4 males et femelles adultes

Figure 28: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE4 males
adultes.

Figure 29: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE4 femelles
adultes.

Tableau 8: Etat général et capacités motrices chez les ApoE4 males et femelles adultes.
Tableau 9: Sensibilité a la douleur chez les souris ApoE4 males et femelles adultes.

Figure 30: Activité locomotrice, nombre de redressements, et pourcentage de temps passé
dans le centre de 1’open-field chez les souris ApoE4 males et femelles adultes.

Tableau 10: Nombre d’entrées dans le centre de I’open-field chez les souris ApoE4 males et
femelles adultes.

Figure 31: Pourcentage d’entrées et pourcentage de temps dans les bras ouverts dans le test du
labyrinthe en croix surélevé. Pourcentage de temps passé dans la cage éclairée et latence
d’entrée dans le test des cages claire/obscure chez les souris ApoE4 maéles et femelles adultes.
Figure 32: Pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut chez les souris ApoE4 méles et

femelles adultes.

Figure 33: Pourcentage d’alternance spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les souris
ApoE4 males et femelles adultes.
Figure 34 : Evolution des latences pour atteindre la plateforme cachée lors de 1’apprentissage

dans le test de la piscine chez les souris ApoE4. Pourcentage de temps passé dans chacun des



quadrants de la piscine lors de 1’essai test. Nombre de passages lors de I’essai test a
I’emplacement ou se trouvait la plateforme lors de 1’apprentissage.
Figure 35: Pourcentage de suppression d’activité¢ lors du test au contexte et lors de la

présentation des indices chez les souris ApoE4 males et femelles adultes.

e Phénotypage comportemental des souris ApoE3 males et femelles adultes

Figure 36: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE4 males
agées.

Figure 37: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE4 femelles
ageées.

Tableau 11: Etat général et capacités motrices chez les ApoE4 males et femelles agées.

Figure 38: Activité locomotrice, nombre de redressements, et pourcentage de temps passée
dans le centre de 1’open-field chez les souris ApoE4 males et femelles agées.

Figure 39: Pourcentage de temps dans la cage éclairée, latence d’entrée dans la cage éclairée,
et nombre de transitions de la cage éclairée vers la cage obscure chez les souris apoE4 males
et femelles &gées.

Figure 40: Durée d’immobilité et latence de la premiére immobilisation dans le test de
suspension caudale chez les souris ApoE4 males et femelles agées.

Figure 41: Réactivité de sursaut acoustique et pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut
chez les souris ApoE4 males et femelles agées.

Figure 42: Pourcentage d’alternances spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les
souris ApoE4 males et femelles agées.

Figure 43: Indice de reconnaissance (A) et durée d’exploration des objets (B) lors de 1’essai
de rétention chez les souris ApoE4 méles &geées.

Figure 44: Pourcentage de temps passeé dans chacun des quadrants de la piscine lors de 1’essai
test et nombre de passage lors de 1’essai tests a I’emplacement ou se trouvait la plateforme
lors de I’apprentissage chez les souris ApoE4 males et femelles agées.

Figure 45: Pourcentage de suppression d’activité lors du test au contexte et lors de la
présentation des indices chez les souris ApoE4 agées d’un an et demi.

Tableau 12 : Résumé des principaux effets des différentes mutations ApoE humaines chez la
souris sur la cognition, les émotions et I’état général.



e Deuxieme partie : Impact combiné d’un stress chronique et du polymorphisme de

UApoE sur les comportements émotionnels et capacités cognitives chez la souris dgée 2

Tableau 13 : Résumé des principaux effets du stress lié aux différentes mutations ApoE

humaines chez la souris sur la cognition et les émotions.

o Troisiéme partie : Etude de Ueffet du polymorphisme de I’ApoE sur un facteur

particulier de plasticité cérébrale : la neurogénése

Tableau 14 : Résumé des principaux effets liés aux différentes mutations ApoE humaines et a

I’age chez la souris sur la neurogénese (prolifération cellulaire).
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PREAMBULE

Le travail de cette these s’articule autour du polymorphisme de 1’ Apolipoprotéine E (ApoE) et
de son lien avec la maladie d’Alzheimer (MA). La MA est une maladie neurodégénérative
entrainant entre autres symptémes de graves troubles mnésiques et conduisant inévitablement
au déces du patient. Cette maladie comporte ainsi des changements aussi bien a 1’échelle
cellulaire qu’a I’échelle comportementale. Le travail qui vous est présenté ici est axé
principalement autour du comportement, de la mémoire et de leurs troubles ainsi que d’études
a I’échelle cellulaire. Dans une premiére partie, je vais tout d’abord vous parler de la mémoire
et du comportement, dont les altérations sont majeures chez les patients atteints de la MA.
Dans un deuxiéme temps, nous nous intéresserons plus précisément a la maladie d’ Alzheimer :
nous verrons ainsi ses causes probables, ses mécanismes pathologiques, les données
existantes et surtout I’impact du polymorphisme de I’ApoE dans cette maladie, afin de

déterminer 1’axe de recherche que nous avons suivi. Bonne lecture !



Introduction

A. De la mémoire et du comportement

« La mémoire est, par essence, un fait biologique ; par accident, un fait psychologique »
Théodule Ribot, 1881

I.  Mémoire et apprentissage

1. Généralités

Lorsqu'on évoque le terme de mémoire, on congoit généralement cette capacité nous
permettant d’apprendre a parler, lire, écrire, reconnaitre et différencier gens, lieux, objets,
etc... Plus prosaiquement, la mémoire est donc cet outil de I’esprit nous permettant
d’appréhender présent et futur grace a ce qui a été acquis dans le passé. A la fin du XIX*™
siecle, Théodule Ribot précisait que la mémoire « comprend trois choses: la conservation de
certains états, leur reproduction et leur localisation dans le passé », ce qu'il qualifiait alors de

« mémoire parfaite » (Ribot, 1881).

Les termes "emmagasiner" et "restituer” font appel a deux notions essentielles a I'existence de
cette mémoire qui sont respectivement l'apprentissage et le rappel («la conservation de
certains états » et « leur reproduction » selon Ribot) auxquelles nous nous devons d’ajouter
la notion a ne pas omettre mais qui en reste une composante essentielle, I'oubli (Chapouthier,
2006).

L'apprentissage peut ainsi étre défini comme la capacité a acquérir et enregistrer des
informations, souvent liées a I'environnement, et qui peuvent ainsi faconner les
comportements en adaptant les réponses aux situations et signaux. En psychologie, ces

informations stockées sont nommées des souvenirs.
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Le rappel est quant & lui la capacité a restituer ces informations lorsque cela est nécessaire, i.e.
en réponse & un ou plusieurs stimuli (ou signaux). Le rappel est aussi souvent lié a la notion
de consolidation de la mémoire qui correspond a un renforcement de 1’information afin d’en
appuyer sa trace mnésique. Cette notion de rappel est opposée a celle de I'oubli qui peut quant
a elle étre definie par la disparition ou lI'occultation de I'information, et ainsi I'empéchement
d'un retour de celle-ci au premier plan. Ce processus obligatoire, notamment pour libérer de
I'espace de stockage et éliminer le superflu, peut cependant s'avérer pathologique suite a
certaines maladies (syndrome de Korsakoff, maladie d'Alzheimer, ..) ou suite a des
traumatismes physiques ou psychiques. Si l'apprentissage et le rappel sont deux processus
actifs, le débat reste encore trés vif sur les mécanismes de I'oubli, méme s’il semble que le
phénomeéne soit plut6t passif (Mensink & Raaijmakers, 1988; Anderson & Green, 2001;
Dudai, 2004; Eisenberg & Dudai, 2004; Wixted, 2004; Geraerts & McNally, 2008).

L’ apprentissage, le rappel et I’oubli, qualifient a eux trois ce qu’est la mémoire.

2. Les différentes formes de mémoire

Depuis le début du XIXéme siécle, mémoire, cognition et apprentissage ont été étudiés a
travers la philosophie, la psychologie et plus réecemment la biologie (Squire et al., 1993). Au
fur et a mesure de 1’évolution des connaissances au travers de ces différentes disciplines, il a
ainsi été admis de ne pas devoir parler de la mémoire mais des mémoires (Squire, 2004).
Ribot évoquait déja cette pluralité de la mémoire, en différenciant la « mémoire organique »
et « la mémoire psychologique », considérant alors la seconde comme un cas particulier de la
premiére (Ribot, 1881). Ainsi, la mémoire est décomposeée selon des critéres objectifs tels que

ses durees ou ses domaines d'expression : il est ainsi communément admis deux grands ordres
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de classifications, appelées encore taxonomies de la mémoire, en hommage au suisse
Augustin Pyrame de Candolle (créateur du terme taxon dans son ouvrage Théorie élémentaire
de la botanique paru en 1813). Ces classifications ne sont pas exhaustives mais restent

néanmoins les plus usitées.

a. La conception temporelle: du court au long terme

Classer la mémoire selon sa durée est a premiére vue la méthode de classification la plus
simple. En effet, tout le monde a pu constater que certains souvenirs perdurent dans le temps,
parfois toute une vie, alors que d'autres possédent une espérance de vie plus courte, de
quelques secondes a quelques minutes. Cette notion de temps est ainsi découpée en trois

catégories de mémoires (Figure 1) :

e Court terme : de quelques secondes a quelques heures
e Moyen terme : de quelques heures a quelques mois

e Long terme : de quelques mois a toute une vie

La force des mémoires est fonction de leur durée et des types de mémoires (cf. paragraphe
suivant). De plus, I’utilisation d’une telle classification de la mémoire peut porter a confusion
selon les modeles (le long terme pour un insecte n’est pas le méme que pour un primate) et les
auteurs, les gammes de temps pouvant varier de I’un a ’autre (McGaugh & lIzquierdo, 2000;
Chapouthier, 2006; Jonides et al., 2008; Squire, 2009). Une autre taxonomie reposant sur les

domaines d’expression de la mémoire a ainsi vu le jour.

b. Mémoires déclarative et non déclarative selon Squire

Cette autre conception a vu le jour au milieu du siécle précédent, reposant tout d’abord sur

une dichotomie elle aussi en premier lieu d’apparence simple : la mémoire déclarative, i.e.
6
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explicite, opposée a la mémoire non déclarative, i.e. implicite. La mémoire déclarative
correspondrait & la « mémoire psychologique » de Ribot, celle-la méme qui nous permet par
exemple de nous exprimer alors que la mémoire non déclarative serait sa « mémoire
organique », comme peut 1’étre I’apprentissage de la montée d’un escalier. Mais au fur et a
mesure des avancees en neurosciences notamment dans les années 80 et 90, cette dichotomie
s’est complexifiée en sous-groupes afin de répertorier et classifier leurs différentes formes,
comme on peut le voir sur la Figure 2 (Knowlton & Squire, 1993; Squire et al., 1993; Zola-
Morgan & Squire, 1993; Squire & Zola, 1998; Squire, 2004; Chapouthier, 2006; Squire,

2009).

i.  Les composantes de la mémoire déclarative

La mémoire déclarative regroupe tout ce qui peut étre exprimé d’une maniére verbale ou

assimilée. Cependant, il a été défini de la décomposer en deux entités bien distinctes.

D’une part la mémoire épisodique, i.e. la capacité a acquérir et rappeler un événement qui
s’est déroulé a un moment précis, et d’autre part la mémoire semantique, i.e. la capacité a
donner des significations, telles que pour des choses ou des faits bien précis pouvant étre
spatiaux, concrets et/ou abstraits (Tulving & Markowitsch, 1998; Broadbent et al., 2004;

Squire, 2004; Chapouthier, 2006).

i. Les composantes de la mémoire non déclarative

La mémoire non déclarative est plus complexe a decomposer. En effet, cette memoire peut
étre définie comme étant la capacité a mettre en évidence un apprentissage sans cependant en
avoir conscience. Cette mémoire non déclarative est décomposée en quatre sous-catégories,

selon leurs domaines d’expression ou de référence, méme si actuellement aucun réel
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consensus ne régit encore correctement tout ceci. Ainsi, la mémoire procédurale regroupe
cette capacité a savoir exécuter des gestes et les répéter de maniere habituelle, ainsi que le
savoir-faire, e.g. la dextérité au couteau d’un boucher ou savoir faire du vélo. L’amorgage est
la capacité inconsciente d’un événement (ou amorce) a influencer la performance de
traitement d’un autre événement consécutif, généralement en le facilitant, e.g. la réaction face
a un visage familier ou a un objet (clé-serrure). Enfin, on peut distinguer deux sortes
d’apprentissages au sein de cette mémoire non déclarative : ’apprentissage non-associatif,
e.g. ’habituation, et les conditionnements simples classiques (ou apprentissages associatifs),
tels que les conditionnements pavloviens (réponse comportementale a un stimulus) ou
skinneriens (ou conditionnement opérant : renforcement d’un comportement associé & une

action précise) (Squire et al., 1993; Squire, 2004; Chapouthier, 2006).

3. Les localisations de la mémoire

a. Henry Gustav Molaison : I’importance de ’hippocampe

Le cas qui révolutionna les neurosciences et 1I’étude de la mémoire, fut celui communément
appelé HM. Le jeune Henry Gustav Molaison souffrait dans son enfance de crises d'épilepsie
pharmacorésistantes. Apres identification des foyers épileptiques, il fut entrepris une solution
chirurgicale via I'ablation bilatérale de I’hippocampe ainsi que de quelques parties corticales
limitrophes (cortex périrhinal). Suite a cette opération, le jeune Henry Molaison fut atteint
d'une légére amnésie rétrograde (oubli des dix-neuf mois précédant sa chirurgie) ainsi que
d'une amnésie antérograde presque totale, i.e. la perte de la capacité d'emmagasiner de
nouveaux souvenirs (Scoville & Milner, 1957, 2000). HM fit faire un bond considérable a la

compréhension de la mémoire : son cas montra tout d’abord clairement que 1’acquisition et le
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rappel d’informations mettaient en jeu des voies différentes, mais aussi démontra 1’impact

colossal d’une structure primordiale dans la mémoire : ’hippocampe (Milner, 1972).

La voie était ouverte, et ’hippocampe devint ainsi le sujet majeur d’étude dans la formation
de la mémoire, montrant son réle central dans 1’acquisition de différentes mémoires (spatiales,
temporelles, sémantiques...) de par son role de carrefour dans le tri des informations
sensorielles (Squire, 1993; Zola-Morgan & Squire, 1993; Tulving & Markowitsch, 1998;
Aggleton & Brown, 1999; Eichenbaum & Harris, 2000; Ergorul & Eichenbaum, 2004; Squire,
2004). L’hippocampe fait ainsi partie des premiéres structures touchées dans la maladie
d’Alzheimer, expliquant les troubles de la mémoire observés chez les patients atteints (Roses,

1996a).

b. Des structures interconnectées

Il serait cependant réducteur de limiter la mémoire a I’hippocampe et a quelques structures
tres spécialisées. Au milieu du siecle précédent, Donald Hebb avancait deux hypothéses : le
renforcement de liens synaptiques entre deux cellules résultant de I’activation concurrente de
la cellule pré-synaptique A et de la cellule post synaptique B d’une part, et le concept
d’assemblées neuronales d’autre part, qu’il décrivait comme des réseaux de neurones capables
de s’associer pour interagir ensemble lors de processus de représentations mentales (Hebb,

1967; Cooper, 2005).

Dans le cadre d’apprentissages olfactifs par exemple, il a été mis en eévidence chez le rongeur
le role de différentes structures autres que celles purement olfactives tels que les bulbes
olfactifs (Slotnick, 2001; Davis, 2004). Cependant, les réseaux activés sont aussi fonction des
types d’apprentissages. Dans un premier temps, il a été démontré que la force d’un réseau

d’apprentissage va étre fonction de la force de I’apprentissage (Mouly et al., 2001; Mouly &
10
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Gervais, 2002; Martin et al., 2004b). Ainsi, dans le cadre d’apprentissages olfactifs aversifs, il
a été démontré 1’activation de réseaux via la synchronisation de leurs rythmes, mettant en jeu
les bulbes olfactifs, ’amygdale basolatérale et les cortex piriforme et orbitofrontal (Chapuis et
al., 2009) et dans le cadre d’un apprentissage de discrimination olfactive ’activation des
bulbes olfactifs et des cortex piriforme et entorhinal (Martin et al., 2004a). De maniére
générale, en fonction des types d’apprentissages, différentes structures vont entrer ou non en

jeu, et leur r6le dans ces apprentissages pourra de plus étre différent.

Il est ainsi réducteur de chercher a définir les structures cérébrales par un simple réle dans un
mécanisme mnésique, et plus logique de concevoir chaque structure comme une picce d’un
puzzle pouvant jouer un role a différents moments dans les processus mnésiques. Cependant,
en fonction des formes de mémoires déclaratives et non déclaratives mises en jeu, on retrouve
I’activation de certaines grandes voies comme on peut 1’observer sur la figure 2 (Zola-Morgan

& Squire, 1993; Squire, 2004; Chapouthier, 2006).

4. Le cerveau, un ensemble plastique en constante évolution

a. La plasticité neuronale

Comme I’avancgait Hebb, les réseaux mis en jeu dans les différents mécanismes cérébraux
sont capables d’évoluer en fonction des différentes activations aussi bien en amont qu’en aval.
Ainsi, on nomme plasticité neuronale (ou plasticité cérébrale) cette capacité qu’a le cerveau
de pouvoir modifier et adapter ses réseaux neuronaux en fonction des expériences et
apprentissages, durant toute la vie d’un individu, formant un ensemble malléable et

dynamique en perpétuelle reconfiguration (Daoudal & Debanne, 2003).

11
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On peut retrouver par exemple ce principe de plasticité dans le cadre d’adaptation sensorielle
chez le rat ; en effet, le cortex somesthésique des rats dédié aux vibrisses est capable de se
modifier et de s’adapter en fonction des expériences positives ou négatives subies, telles
qu’enrichissements ou appauvrissements de I’environnement, ou encore la coupe des vibrisses
(Diamond et al., 1993; Coq & Xerri, 1998; Rema et al., 2003). De la méme maniere, dans le
cadre de reconsolidation d’un apprentissage, les réseaux neuronaux sont capables de renforcer
la force de celui-ci : lors du rappel, la mémoire peut redevenir labile et nécessite alors une
nouvelle étape de stabilisation (la reconsolidation) pour persister (Dudai, 2004; Eisenberg &

Dudai, 2004).

b. Laneurogénése

Cependant, si ce systeéme est capable de s’adapter en modifiant ses réseaux d’axones et de
dendrites, il est aussi capable d’évoluer grace a I’intégration de neurones nouvellement formés,
et ceci méme a 1’age adulte : ¢’est la neurogénése. Ramon y Cajal avait posé comme dogme le
fait que le cerveau adulte disposait d’un nombre de neurones définis a la naissance, celui-ci
diminuant constamment durant la vie. Cependant, cette idée disparut en milieu de siécle
précédent lorsqu’Altman mis en évidence la formation de nouveaux neurones dans le cerveau
de rat adulte (Altman & Das, 1965; Altman, 1966). Ces nouveaux neurones naissent au
niveau des zones subventriculaires des ventricules latéraux antérieurs et de la zone
subgranulaire du gyrus denté (Das & Altman, 1970; Corotto et al., 1993; Luskin, 1993;
Taupin & Gage, 2002), migrant ensuite selon un axe rostro-caudal vers les bulbes olfactifs
pour les neurones issus des zones subventriculaires et vers les couches granulaires pour ceux

issus du gyrus denté (Zigova et al., 1996; Peretto et al., 1999).

12



Introduction

Cette neurogénese peut étre réduite dans le cadre de stress chroniques par exemple (Gould et
al., 1997; Bilsland et al., 2006) ou au contraire augmentée sous 1’effets d’antidépresseurs
(Santarelli et al., 2003; Bilsland et al., 2006). De la méme maniére, certaines maladies
neurodégenératives telle que la maladie d’Alzheimer altérent grandement cette capacité a
former de nouveaux neurones (Kuhn et al., 1996; Mattson & Magnus, 2006; Phillips et al.,

2006; Thompson et al., 2008; Crews et al., 2010; Simpson et al., 2010).

Ainsi, cet ensemble de réseaux malléables et dynamiques fait du cerveau une structure
capable de grandes adaptations. Néanmoins, il reste un systeme dont 1’équilibre peut étre brisé,

et ses capacités fortement altérées.

5. Les troubles de la mémoire

Les troubles de la mémoire peuvent étre a multiples facettes. Il suffit qu’une partie de la
boucle entre I’intégration et le rappel des informations soit altérée, et la mémoire est perturbée.
Ainsi, les troubles de la mémoire peuvent toucher aussi bien ’acquisition que le rappel des
informations et spécifiquement différentes formes de mémoires, et ainsi avoir des origines
pouvant étre diverses telles que des traumatismes physiques ou psychiques, ou encore des
pathologies telles que le syndrome de Korsakoff (Heindel et al., 1989; Chertkow & Bub, 1990;
Pillon et al., 1996; Dubois & Pillon, 1997). Certains facteurs environnementaux, tels que le
stress, peuvent aussi perturber la mémoire et les états émotionnels (anxiété, dépression),
altérant les performances mnésiques et entrainant des effets anxiogéniques et dépressifs

(Porsolt, 2000; Roozendaal et al., 2009; Tagliari et al., 2011).

I1. L’étude du comportement

1. Généralités et définitions
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Les comportements, aussi variés soient-ils, sont dictés par les acquis, I’expérience et
I’environnement. Ainsi, les différentes mémoires que nous avons vues précédemment vont
contribuer a modifier les comportements en fonction des situations et du vécu. Dans son
ouvrage « La science du comportement », Klaus Thews nous démontre a quel point les
comportements peuvent étre variés et soumis a de nombreux facteurs (Thews, 1977). Ainsi,
un comportement peut étre ancré dans les geénes, tel qu’on peut I’observer chez les chenilles
processionnaires suivant a la queue-leu-leu I’animal de téte qui les ménera a leur pitance, ou
au contraire étre totalement conditionné comme les chiens de Pavlov répondant au son de la
cloche par une montée de salive. Mais ils peuvent étre aussi adaptatifs et plus complexes,
comme la douve dont la larve « squatte » plusieurs hotes différents, étant méme capable de
« prendre le contrdle » de fourmis afin de faciliter leur ingestion par leur hote principal, ovidé

ou bovidé.

L’étude du comportement est quelque chose de passionnant et sans fin. Néanmoins, on peut
I’effectuer de deux maniéres : en milieu naturel, en n’agissant pas (ou le moins possible) sur
I’environnement et les sujets d’étude (on parle alors d’éthologie), ou en milieu controlé, afin
de se concentrer sur tel ou tel autre comportement particulier, comme ce fut le cas dans la

cadre de notre travail.

2. L'étude du comportement en laboratoire chez la souris

L’étude du comportement en laboratoire permet d’étre trés ciblé et de se focaliser sur un ou
plusieurs comportements en particulier. Dans le cadre de notre travail, nous évoluons donc
dans un milieu controlé, souvent fort différent d’un milieu naturel avec pour modéle d’étude
la souris. La souris est un animal ayant plutot un cycle nocturne, craintif, social et curieux.

Elle est capable d’apprentissages complexes, tels que des apprentissages instrumentaux ou
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spatiaux, ainsi que d’effectuer des réponses a des situations diverses. Dans le cadre de mon
travail, nous avons étudié 1’état général des souris, testé leurs réactions face a des situations
anxiogeénes et de stress, et enfin évalué leurs capacités cognitives. Tous ces tests sont décrits
dans la partie « Matériels et Méthodes », que ce soit aussi bien leur fonctionnement que leurs

domaines d’investigation.

B. La maladie d’Alzheimer et I’Apolipoprotéine E

« On commence a vieillir quand on finit d'apprendre »
Proverbe Japonais

I. Des prémices et premiéres descriptions de la maladie ...

1. Alois Alzheimer et Oskar Fischer, « péres » de la maladie

La maladie d’Alzheimer doit son nom au Dr Alois Alzheimer, qui la décrivit pour la premiére
fois en 1906. II décrivit le cas d’Auguste Deter, patiente qu’il regut en 1901 présentant une
perte progressive de la mémoire, des symptdmes focaux (déficiences nerveuses), des délires et
des hallucinations. Il la suivit jusqu’a sa mort, cinq années plus tard, constatant 1’aggravation
progressive de ses symptomes cognitifs. Apres son déces, il procéda a 1’autopsie et effectua
des coupes histologiques sur son cerveau en effectuant une coloration argentique, technique
mise au point quatre annees plus tét par Max Bielschowsky. Grace a cette technique, il mit en
évidence deux sortes de lésions. Il remarqua, plus spécifiquement dans les parties corticales
supérieures, des amas particuliers autour de nombreux neurones qu’il nomma plaques séniles
(Figure 3 a,b). Ce genre de plaques ayant déja eté décrit chez des patients agés épileptiques
par Paul Blocq et Georges Marinesco quatorze années auparavant, ce fut sa seconde

découverte qui fut inédite. Alzheimer mit ainsi en évidence, au cceur de certains neurones, des
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Figure 3 : Coupes du cerveau d’Auguste Deter effectuées par A. Alzheimer, présentant les
plaques séniles (a, b) et les dégénérescences neurofibrillaires (c) au niveau du cortex cérébral.

Coloration par imprégnation argentique de Bielschowsky. Grossissements : x 5 (a) et x 100 (b,
¢) (d’apres Graeber et Mehraein, 1999)
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dégénérescences neurofibrillaires (DNF), constatant des amas de fibres enchevétrés au cceur
des neurones (Figure 3 c¢). Un second cas quelques années plus tard, Johann Feigl, présentant
le méme type de symptomes et de lésions (souvent considéré comme le premier « vrai cas
certifié » de la maladie) confirma ses données. La MA, nom donné en hommage par Emil
Kraepelin suite & la conférence d’Alzheimer en 1911, venait d’étre décrite pour la premiére
fois et ainsi clairement séparée des autres démences séniles (Graeber & Mehraein, 1999;
Goedert & Ghetti, 2007). Des travaux complémentaires de 1’époque, effectués notamment par
Oskar Fischer, vinrent ainsi confirmer ces données, faisant naitre un débat quant aux origines
et constituants de ces lésions que Max Bielschowsky détermina comme étant causées par une
méme substance inconnue (Goedert, 2009). Leur véritable structure ne fut élucidée que bien

plus tard.

Enfin, deux formes de la maladie furent mises en évidence : une tardive ou sporadique, et une
précoce. La forme précoce concerne une population entre 30 et 65 ans, représentant moins de
10% des cas. La forme sporadique touche elle au-dela des 65 ans sans montrer de lien familial
tandis que la majorité des formes précoces est d’origine familiale et génétique, i.e.
occasionnée par des mutations génétiques autosomales dominantes (Mayeux, 2006; Bekris et

al., 2010).

2. Des troubles cognitifs et physiologiques ...

La MA est ce que I’on nomme une démence. Une démence, souvent associée au terme folie,
est en réalité un terme médical employe pour définir des maladies neurologiques dont les
Iésions ont pour conséquences des troubles cognitifs et comportementaux entrainant une perte

d’autonomie. Les altérations qui caractérisent une démence évoluent ainsi progressivement en
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Mini Mental State Examination (MMSE) (Version consensuelle du GRECQO)

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

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

Quelle est la date compléte d’aujourd’hui ?

Si la réponse est incorrecte ou incompléte, posées les questions restées sans réponse, dans I'ordre suivant :

1. En quelle année sommes-nous ? O
2. En quelle saison ? O
3. En quel mois ? [
4. Quel jour du mois ? |
5. Quel jour de la semaine ? O
Je vais vous poser maintenant quelques questions sur I"endroit ot nous trouvons.
6. Quel est le nom de I’hépital ot nous sommes 7* O
7. Dans quelle ville se trouve-t-il 7 |
8. Quel est le nom du département dans lequel est située cette ville 7** il
9. Dans quelle province ou région est située ce département ? [
10. A quel étage sommes-nous ? |
Apprentissage /3
Je vais vous dire trois mots ; je vous voudrais que vous me les répétiez et que vous essayiez de les retenir
car je vous les redemanderai tout a I'heure.
11. Cigare Citron Fauteuil O
12. Fleur ou Clé ou Tulipe ]
13. Porte Ballon Canard O
Répéter les 3 mots.
Attention et calcul /5
Voulez-vous compter & partir de 100 en retirant 7 & chaque fois 7*
14. 93 il
IS. 86 &
16. 79 O
17. 72 O
I8, 65 O
Pour tous les sujets, méme pour ceux qui ont obtenu le maximum de points, demander :
Voulez-vous épeler le mot MONDE a I'envers 7**
Rappel /3
Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots que je vous ai demandés de répéter et de retenir tout 4 I’heure ?
11. Cigare Citron Fauteuil O
12, Fleur ou Clé ou Tulipe |
13. Porte Ballon Canard O
Langage /8
Montrer un crayon. 22. Quel est le nom de cet objet 7* O
Montrer votre montre. 23. Quel est le nom de cet objet 7** O
24. Ecoutez bien et répétez aprés moi : « PAS DE MAIS, DE SI, NI DE ET »*** O
Poser une feuille de papier sur le bureau, la montrer au sujet en lui disant : « Ecoutez bien et faites ce que je vais vous dire :
25. Prenez cette feuille de papier avec votre main droite, [l
26. Pliez-la en deux, |
27. Et jetez-la par terre. »**** O
Tendre au sujet une feuille de papier sur laquelle est écrit en gros caractére : « FERMEZ LES YEUX » et dire au sujet :
28. « Faites ce qui est écrit ». O
Tendre au sujet une feuille de papier et un stylo, en disant :
29. « Voulez-vous m'écrire une phrase, ce que vous voulez, mais une phrase entiére. »***+#* i |
Praxies constructives /1
Tendre au sujet une feuille de papier et lui demander : 30. « Voulez-vous recopier ce dessin 7 » |

Figure 4 : Test de Folstein ou Mini Mental State Examination. A ’issue des 30 questions un
score inférieur ou égal a 24 points évoque un état de conscience altéré et une possible

démence (Reed Elsevier®)
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touchant au moins une des fonctions suivantes : langage, attention, calcul, jugement et
raisonnement, pensée abstraite, gestes, reconnaissance, humeur et personnalité (Croisile,
2007). Lorsque cette démence est liée a 1’age, on parle alors de démence sénile, ce qui

concerne directement la MA, dans sa forme sporadique et tardive.

Afin de bien différencier la MA de toute autre démence, des critéres ont été définis par le
NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke - Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) au milieu des années 80,
revisités plus tard avec le DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)

(Dubois et al., 2007; Castellani et al., 2010).

Les premiers signes cliniques de la maladie sont tout d’abord d’ordre cognitif. Ainsi, les

symptémes, pouvant étre variés, touchent :

e La mémoire : troubles dans 1’acquisition de nouveaux souvenirs et le rappel de

souvenirs récents

e Au moins une des fonctions cognitives suivantes : aphasie (perte partielle ou totale du
langage), apraxie (perte partielle ou totale de la capacité a effectuer des taches
motrices complexes), agnosie (perte partielle ou totale de la capacité a reconnaitre des

objets), perte de la capacité a planifier le quotidien.

Une évaluation cognitive de la maladie consiste ainsi a faire un test mental dit de Folstein (ou
Mini Mental State Examination (MMSE)), évaluant en trente questions les capacités
d'orientation dans le temps et dans l'espace, d'apprentissage et de transcription des

informations, d'attention et de calcul, de rappel des informations et de rétention mnésique, de
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langage et d'identification, et enfin, de praxie constructive (cf. Figure 4); un score inférieur ou

égal a 24 indique un possible état de démence (Folstein et al., 1975).

Cependant, la seule présence de ces troubles cognitifs ne suffit pas a définir la démence
comme étant bien la MA. C’est pour cela que d’autres critéres ont été ajoutés, prenant en
compte 1’dge du patient, ses antécédents personnels et familiaux, I’absence de toute autre
maladie (chorée de Huntington, maladie de Parkinson, ...), et des examens cliniques (IRM,
biopsie, ...). Le bon diagnostic de la maladie permet d’effectuer un bon suivi du malade et de

donner les soins adéquats.

La MA est un probléme majeur de santé publique : elle constitue actuellement 50% des
démences séniles, touchant pres de 24 millions de personnes dans le monde. De par le
vieillissement de la population et I’augmentation du risque d’apparition de la maladie avec
I’age (de 1% par an entre 60 et 70 ans a 6 a 8% apres 85 ans), I’enjeu économique et social

lié est primordial.

Néanmoins, aucun marqueur fiable de la maladie n’a pour I’instant été mis en évidence,
rendant le diagnostic de la maladie certain que lors de I’étude du cerveau post-mortem. Ceci
explique I’'importance d’enjeux tels que la recherche de facteurs génétiques ou autres
marqueurs de la maladie permettant d’anticiper et de prévenir son éventuelle apparition, celle-

ci étant déja bien installée lors de ’apparition des premiers troubles cognitifs.

3. ... engendrés par des déréglements cellulaires.

Alois Alzheimer avait décrit, en plus des troubles cognitifs, deux altérations principales dont

les origines restaient a identifier : les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires.
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Ce n’est que bien des années apres leurs premieres descriptions que leurs composition et

structure furent élucidées.

a. Les protéines Tau s’accumulent dans les neurones, les microtubules se

polymérisent...

La premiere description des DNF en microscopie électronique date de 1963 par Kidd (Kidd,
1963). 1l les décrivit ainsi : « des faisceaux en double hélice (...) consistant en deux filaments
de 100 A distants de 150 A de centre & centre, et effectuant un tour complet de 1600 A. Leur
aspect variait selon les plans de coupe (...) mais amenait a conclure a une hélice uniforme
comme seule forme possible. (...) Il est probable que ce sont des neurofilaments en quantité
grandement accrue et associés en paire (...), chaque filament de la paire semblant plus dense
que des neurofilaments individuels. ». Il se doutait ainsi déja a 1’époque de 1’origine de ces
filaments. La méme année, Robert D. Terry décrivait lui aussi des filaments dont I’origine et
la structure précises restaient a déterminer (Terry, 1963). Suite aux travaux d’Igbal & al. en
1984 qui relanga I’é¢tude des DNF en développant une technique pour les isoler, il fallut
attendre 1986, et les travaux conjugués de plusieurs équipes pour que leur composition soit
enfin mise a jour (Igbal et al., 1984; Grundke-Igbal et al., 1986a; Grundke-Igbal et al., 1986b;

Kosik et al., 1986; Montejo de Garcini et al., 1986).

Ces filaments sont donc le fruit de la polymérisation massive de la protéine Tau (t), un des
principaux constituants des microtubules formant le cytosquelette qu’on nomme « protéine
associee aux microtubules ». Celle-ci est primordiale dans la structure et la stabilité du
cytosquelette, en assurant la cohésion entre les molécules de tubulines. Elle est principalement
localisée dans le cytosol, mais aussi associée a la membrane cellulaire et au niveau des axones

ou elle joue un r6le dans le transport antérograde de différentes molécules (Lee et al., 2005;
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Johnson, 2006). Dans sa forme hyperphosphorylée, cette protéine t, dorénavant incapable de
stabiliser ce réseau de microtubules, s’accumule alors sous forme de filaments paires
hélicoidale, rendant I’architecture du neurone instable et compromettant les transports de
substance dans les axones et pouvant mener les cellules a 1’apoptose (Delacourte et al., 1999;
Johnson & Hartigan, 1999; Avila, 2006; Goedert et al., 2006). Un mécanisme probable serait
que la protéine 1 altérerait les filaments d’actine et compromettrait ainsi la structure neuronale
(Gallo, 2007). Un tel mécanisme est observable aussi dans d’autres types de troubles tels que
certaines démences frontotemporales ou certaines formes de la maladie de Parkinson (Brandt
et al., 2005). L’origine de ce déréglement de la phosphorylation de la protéine t est encore
beaucoup discutée, méme si I’impact d’un stress oxydatif semble y jouer un rdle prépondérant

(Perry et al., 2002; Kuret et al., 2005; Castellani et al., 2008).

b. ... etles neurones excrétent massivement une protéine : le béta amyloide

La composition des plaques séniles fut mise en évidence pour la premiere fois par Glenner &
Wong, en 1984 (Glenner & Wong, 1984; Avila, 2006). On les retrouve principalement sous
forme de dépdts extracellulaires, généralement circulaires et localisés au niveau de
I’hippocampe, de I’amygdale et des cortex entorhinal et cingulaire ainsi que les couches |1 et
Il du néocortex. On retrouve au niveau de ces plaques séniles une petite protéine d’une
longueur variant de 39 a 43 acides aminés appelée béta-amyloide ou AP, et dont les formes de
40 (AP1-40) €t 42 (AP1-42) acides aminés composent ces plaques (Selkoe, 2004; Wetzel et al.,
2007). La principale différence entre ces deux formes de A réside dans leur capacité
d’agrégation, Af;.42 s’agrégeant en plaques diffuses alors que APi-40 s’agrége moins, formant
des plaques dites neuritiques dont 1I’impact sur les capacités cognitives serait plus important
(Roses, 1996a; Stalder et al., 1999; Walsh et al., 1999; Naslund et al., 2000; Wetzel et al.,

2007). Les plaques neuritiques, pouvant étre mises en évidence par des techniques
22



Introduction

histologiques telles que le rouge congo, la thioflavine S ou encore des anticorps anti- A, sont
aussi localisées au niveau de prolongements nerveux anormaux ainsi qu’au niveau des
astrocytes et des cellules microgliales et sont aussi composées d’autres constituants tels que
I’apolipoprotéine E (ApoE), I’héparane sulfate protéoglycane (HSPG), I’a-synucléine, I’a. 1-
anti-chymotrypsine et des protéines du complément (Dickson, 1997; Dickson & Vickers,

2001).

De plus, il a été mis en évidence que les dépots en APi.a2 et APi-40 €taient intrinsequement liés
a I’évolution des déclins cognitifs de maniére plus précoce que les altérations liées a la
protéine 1, A4, semblant posséder un role plus prépondérant dans la MA (Naslund et al.,

2000; Steinerman et al., 2008).

Ainsi, la majorité des études actuelles consistent a essayer de comprendre d’une part quelles
peuvent étre les origines et les mécanismes entrainant 1’apparition de ces DNF et plaques de
AP et d’en comprendre leurs chronologies afin de pouvoir retarder voire enrayer leur
apparition, et d’autre part a mettre en évidence les différents facteurs, aussi bien génétiques

qu’environnementaux, pouvant étre a 1’origine ou faciliter ces mécanismes.

1. ... aux dernieres avancées cellulaires et génétiques

1. Les pistes génétiques

Comme évoqué plus haut, il existe deux grandes formes de la MA, familiales et sporadiques.
Les études épidémiologiques ont pu mettre en avant, notamment grace aux formes familiales
deux grandes pistes génétiques : des facteurs que je nommerai « obligatoires » et des facteurs
de risques. Les facteurs obligatoires, sont des mutations autosomales dont les porteurs

développeront forcément la forme précoce de la MA et touchent les genes de la protéine
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précurseur de I’AP (ou Amyloid Precursor Protein, APP) sur le chromosome 21 et des
Présénilines 1 (PS1) et 2 (PS2) respectivement sur les chromosomes 14 et 1 ; ces formes sont,
pour rappel, rares et représentent moins de 10% des cas de MA. Les facteurs de risques
augmentent quant a eux la probabilité de développer une forme tardive de la MA ; leur
nombre augmente chaque année, et nous pouvons citer pour les plus connus les
polymorphismes de I’apolipoprotéine E (chromosome 19) et nucléotidique (ou SNPs pour
Single Nucleotide Polymorphism) (Selkoe, 2001; Mayeux, 2006; Bekris et al., 2010;
Eisenstein, 2011; Sherva et al., 2011). L’étude de ces facteurs génétiques permet de mieux

élucider les mécanismes sous-jacents a la MA.

a. La protéine précurseur du Béta Amyloide, ou APP

L’ APP est une glycoprotéine transmembranaire codée par le géne situé sur le chromosome 21
dont on peut retenir trois isoformes principales, APP695, APP751 et APP770, différant par la
longueur de leur séquence d’acides aminés. On trouve majoritairement la forme APP695 au
niveau des neurones, alors que les deux autres formes APP751 et APP770 sont elles plus
retrouvées au niveau des cellules gliales et des tissus périphériques (Rossner et al., 1998;

Selkoe, 1998; Zhang et al., 2011).

L’APP membranaire va étre clivée au niveau de la région AP par trois enzymes différentes
(les a, B et y-secrétases) au niveau de trois sites endoprotéolytiques et pouvoir emprunter deux
voies de sécrétion différentes: une premiére dite amyloidogénique, a I’origine de la
production d’AP, et une seconde non amyloidogénique. La voie amyloidogénique fait
intervenir deux clivages par les B- et y-secretases, qui vont couper I’APP membranaire de
maniére a former d’une part de I’Ap (AP1-40 Serait clivée au niveau de ’appareil de Golgi et

AP1.42 serait clivée au niveau du réticulum endoplasmique) et d’autre part une forme réduite
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d’APP appelée sAPPB qui seront libérés dans I’espace extracellulaire. La voie non
amyloidogénique, quant a elle, met en jeu un clivage par o-secrétase libérant une forme
d’APP appelée sAPPa qui sera libérée dans I’espace extracellulaire ; cette coupure se faisant
au milieu de la séquence de A, cette voie ne libere donc pas de AB (Gandy et al., 1994; Tang,
2005). Dans des conditions normales, la production de AP est tellement faible que cela
n’entraine aucune conséquence pathologique. En revanche, lorsque le systeme commence a se
dérégler et que sa production augmente considérablement, le AB s’accumule alors en amas
insolubles : les plaques séniles. Les mutations de 1I’APP représentent ainsi environ 10% des

cas de forme familiale de la MA.

La mise en évidence de la voie amyloidogénique dans la libération d’Af a ainsi permis de
mettre en avant une piste thérapeutique en se concentrant sur les enzymes responsables de son
clivage en forme pathologique : les 3 et y-secrétases. Il a ainsi par exemple été identifié deux
formes de B-secrétases (BACE-1 et BACE-2, pour B-site APP Cleaving Enzyme) dont on
cherche a réduire voire supprimer ’activité afin d’entraver la production d’AB (Murphy et al.,
2001; Cheng et al., 2007). Ainsi, des souris BACE-1-KO ne produisent pas d’Ap (Luo et al.,
2001) alors que d’autres souris surexprimant BACE vont au contraire en produire

massivement (Mohajeri et al., 2004).

b. Les présénilines

Les presenilines sont elles aussi des protéines membranaires possédant de nombreux roles
différents. Elles sont notamment impliquées dans le clivage du récepteur Notch (r6le de
facteur de transcription, important dans la différenciation cellulaire) ou encore, dans le cadre
qui nous intéresse, dans le clivage de I’APP en jouant un role de catalyseur au sein du

complexe enzymatique de la y-secretase (Selkoe, 1998; Parks & Curtis, 2007). Il existe plus
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d’une centaine de mutations liées a PS1 et une dizaine liées a PS2, représentant ainsi environ

les deux tiers des formes familiales de la MA (Hannequin et al., 1998; Mayeux, 2006).

c. Le polymorphisme nucléotidigue (SNPs)

On nomme polymorphisme nucléotidique (ou SNPs) la variation d’une paire de base isolée au
sein du génome d’un individu, touchant environ une base sur mille chez I’homme ce qui en
fait un événement fréquent. Ces variations du génome peuvent affecter de maniére importante
les sensibilités face a des maladies ou des agents variés (agents pathogenes, médicaments,
etc., ...). Par un travail de screening génétique massif, il a été mis en évidence des centaines
de SNPs possiblement impliquées dans la MA, dont 1’étude est actuellement en plein essor

(Emahazion et al., 2001; Huang et al., 2007; Sherva et al., 2011).

d. L’apolipoprotéine E

L’apolipoprotéine E, ou ApoE est une lipoprotéine, i.e. une protéine possédant une surface
hydrophile lui permettant de circuler dans le sang et un cceur hydrophobe afin de pouvoir
jouer son réle dans le transport des lipides et autres molécules hydrophobes, tels que les
chylomicrons, triglycérides, ou le cholestérol dans et en dehors des cellules (Mahley, 1988). Il
existe ainsi chez I’homme diverses formes d’apolipoprotéines (A, B, C, D et J) et trois
isoformes d’ ApoE, dont les alleles, notés e, sont codés sur le chromosome 19. L’ ApoE est une
protéine composée de 299 acides amineés, dont la différence entre ses trois isoformes se situe
en positions 112 et 158 (Figure 5 A) : I’ApoE2 retrouvée chez environ 5-10% de la population
(Cys en positions 112 et 158), I’ApoE3 la plus fréquente retrouvée chez environ 75-80% de la
population (Cys en position 112 et Arg en position 158) et enfin 1’ApoE4 retrouvée chez
environ 15-20% de la population (Arg en positions 112 et 158) (Utermann et al., 1980;

Olaisen et al., 1982; Weisgraber, 1994). L’ ApoE posséde de nombreux réles, dont je vais
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Figure 5 : A. Représentation schématique de la différence entre les trois isoformes de 1I’ApoE
au niveau des acides aminés en positions 112 et 158. B. Schématisation des principaux roles
de I’ApoE.
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maintenant vous résumer les principaux (résumés sur la Figure 5 B). Si on s’intéresse a
I’ApoE de la souris, on peut noter qu’il n’existe qu’une seule forme d’ApoE murine

assimilable d’un point de vue fonctionnel a I’ApoE3 humaine.

i. L’ApoE et les lipides

En tant que lipoprotéine, I’ApoE a été¢ d’abord massivement étudiée pour son role dans le
métabolisme et le transport lipidique (notamment du cholestérol), et son impact dans les
maladies cardiovasculaires telles que 1’hypercholestérolémie ou 1’athérosclérose (Mahley,
1988; Sullivan et al., 1998; Knouff et al., 1999). En effet, la différence de configuration
entrainée par ces changements sur seulement deux acides aminés entraine des modifications
d’affinité avec leur substrat (ApoE3 et ApoE2 ayant une meilleure affinité pour les HDL
_High Density Lipoprotein_ alors que 1’ApoE4 en posséde une meilleure pour les LDL _Low
Density Lipoprotein ) et peut ainsi favoriser des dépéts lipidiques artériels pathologiques

chez les porteurs de I’ApoE4.

ii. L’ApoE et le systéme nerveux

Au niveau du systeme nerveux périphérique (SNP), le rdle de I’ApoE a été mis en avant dans
la mobilisation et la redistribution du cholestérol pour la réparation, la croissance et I'entretien
de la myeéline et des membranes neuronales durant le développement et suite a des lésions. Au
niveau du systéme nerveux central (SNC), son réle a aussi été établi dans le métabolisme et la
redistribution du cholestérol et des phospholipides au cours de la myélinisation et du
remodelage des membranes associee a la régenération axonale : I’ ApoE jouerait donc un réle
dans la plasticité cérébrale (Mahley, 1988; Handelmann et al., 1992; Nathan et al., 1994;
Weisgraber, 1994; Weisgraber et al., 1994; Veinbergs et al., 2001; Vance & Hayashi, 2010).

Dans le cadre de Iésions cérébrales ou nerveuses, le role de I’ ApoE a aussi été mis en avant :
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de grandes quantités de lipides et de cholestérol sont libérées des membranes des cellules
neuronales ayant subi une perte de myéline et des connexions afférentes. Les astrocytes dans
le SNC et les macrophages dans le SNP y répondent par la synthése et la libération d’ApoE
qui récupere le cholestérol et les phospholipides de la myéline et débris cellulaires pour
contribuer ensuite a la régénération du SNP ou la réinnervation du SNC. Les sujets porteurs
d’e4 présentent des déficits dans la réparation tissulaire. Ce réle de I’ApoE semble plus
important dans le SNC que dans le SNP (Poirier et al., 1993a; Poirier, 1994, 1996; Teasdale et

al., 1997; Crawford et al., 2009).

ili. L’ApoFE et la maladie d’Alzheimer

En plus de ces différents roles, I’implication du polymorphisme de I’ ApoE a été mis en avant
aussi dans le cadre de maladies neurodégénératives telles que la MA (Strittmatter & Roses,
1995; Mahley et al., 1996; Roses, 1996b), I’ApoE4 semblant étre un facteur favorisant le
développement de la MA (Poirier et al., 1993b; Saunders et al., 1993; Raber et al., 2004). En
effet, dans le cadre des formes sporadiques de la maladie, de nombreuses études
épidémiologiques ont mis en évidence le lien étroit existant entre MA et ApoE4 : en plus de
pouvoir étre touchés par la MA de maniere plus précoce, les porteurs homozygotes pour
I’alléle €4 voient aussi ce risque d’apparition de la maladie accru par un facteur 10 par rapport
aux porteurs homozygotes de 1’alléle €3, ce facteur étant presque divisé par deux pour les
porteurs hétérozygotes €4/ €3. Il est a noter aussi que les porteurs homozygotes pour 1’alléle
€2 sont nettement moins touchés par la MA que les autres groupes (Ashford, 2004; Federoff,
2005; Mayeux, 2006; Bekris et al., 2010). II faut ajouter aussi a ce polymorphisme de I’ApoE
un autre facteur essentiel : le sexe. En effet, si ce risque est présent dans les deux sexes, il
existe néanmoins une inégalité du fait que les femmes homozygotes pour 1’allele 4 sont en

proportion plus touchées que les hommes €4/ €4, sans doute d0 & des facteurs comme les
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cestrogenes (Bickeboller et al., 1997; Raber et al., 2002; Wang et al., 2006; Acevedo et al.,
2010). Une étude, effectuée sur un échantillon de patients certes peu élevé mais néanmoins
suffisant pour donner une idée de 1’inégalité liée au sexe, a montré que 100% des femmes &4/
€4 &gées de 85 ans sont touchées par la MA contre seulement 50% des hommes (Corder et al.,

1995).

Ainsi, on a trouvé chez les patients €4/ 4 atteints de MA une formation accrue de plagques
séniles par rapport aux patients atteints non porteur d’e4, facilitation confirmée in vitro :
I’ ApoE4 agirait comme un promoteur du dép6t AR, I’ ApoE3 jouerait un réle neutre alors que
I’ ApoE2 jouerait au contraire un role totalement opposé en limitant ces dép6ts (Schmechel et
al., 1993; Roses, 1994; Castano et al., 1995; Pluta, 2000; Dodart et al., 2005; Vemuri et al.,
2010). A contrario, il a été démontré chez des souris KO pour le géne de I’ ApoE ’absence de
dépot d’AR, et ceci méme a un age avancé (Bales et al., 1999), pointant & nouveau

I’importance de I’ ApoE dans la formation des plaques séniles.

iv. L’ApoE et le systéme cholinergigue

Enfin, I’ApoE jouerait aussi un rdle central dans le bon fonctionnement du systeme
cholinergique. Les neurones étant fortement dépendant de la disponibilité des lipides pour
synthétiser I'acétylcholine (Ach), la production d'Ach est significativement réduite chez les
patients atteints par la MA porteurs de l'allele ¢4 (Beffert et al., 1998). Il a éte suggéré que le
faible niveau de I'apoE dans I'hippocampe, le cortex temporal et le LCR de patients €4/ €4
atteints de MA compromettrait le transport du cholestérol et des phospholipides dans le SNC,

limitant ainsi la neurotransmission cholinergique (Poirier, 1994; Poirier et al., 1995).

V. L’ApoE, la cognition et le comportement
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Toutes ces données impliquant I’ApoE dans la plasticité du systéme nerveux, son impact sur
le systeme cholinergique ainsi que dans des maladies neurodégénératives, suggerent aussi son
implication dans des processus cognitifs. Chez I’homme, des effets négatifs liés a la mutation
ApoE4 ont été observés chez des paires de jumeaux, ceux porteurs de la forme ApoE4
présentant un déclin cognitif plus marqué que ceux qui en sont dépourvus (Reed et al., 1994).
I1 a de plus été démontré une potentialisation liée a I’ Apoe4 de certains effets négatifs dus aux
conditions de vie : ainsi une augmentation de la vulnérabilité aux effets du stress sur la
cognition et 1’état emotionnel a pu étre observee chez des porteurs de la forme ApoE4 (Peavy
et al., 2007; Lee et al., 2008; Peavy, 2008; Comijs et al., 2011). Il a été montré que des souris
KO pour le géne de I’ApoE présentent des modifications de 1’apprentissage et de la mémoire,
passant du déficit a 1I’amélioration selon les études et les fonds génétiques utilisés
(Krzywkowski et al., 1999; Puolivali et al., 2000a; Veinbergs et al., 2000; Grootendorst et al.,
2001b). Chez des souris porteuses de I’ApoE4 et de I’ApoE3 humaines, des déficits ont été
observés dans certaines taches cognitives chez les souris ApoE4, notamment chez les femelles,
ainsi que I’apparition de certains troubles anxieux (Grootendorst et al., 2005; Raber, 2007;
van Meer et al., 2007; Bour et al., 2008; Raber, 2008; Siegel et al., 2010). Il est de plus
intéressant de constater que chez la souris ApoE-KO, les effets négatifs d’un stress chronique
sur la cognition sont atténués, montrant a nouveau 1’intrication entre ApoE, cognition et stress

(Grootendorst et al., 2001a; Grootendorst et al., 2001b).

L’ensemble de ces travaux releve donc I’intérét porté a I’ApoE dans le cadre de la MA, mais

aussi dans le cadre des troubles cognitifs et émotionnels.

2. Les facteurs non génétigues
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Parmi les facteurs non génétiques, 1’age représente le principal facteur. En effet, le risque de
développer la MA augmentant considérablement aprés 75 ans passant d’environ 3,5 cas pour
1000 personnes/année avant cet age a 60 pour 1000 personnes/année chez les 90 ans et plus.
Le sexe joue aussi un role important, les femmes présentant plus de risques que les hommes
en vieillissant aprés 80 ans, probablement di aux hormones sexuelles, et notamment aux
cestrogenes. Le niveau d’éducation joue aussi un role essentiel ; les personnes ayant un haut
niveau d’éducation, pratiquant fréquemment des exercices intellectuels et des activités variées
sont moins sujettes a la MA. 1l est a noter de plus que certains médicaments, tels que des anti-
oxydants et des anti-inflammatoires non stéroidiens, semblent jouer un réle protecteur face a
la MA (Roses, 1996a; Hannequin et al., 1998; Croisile, 2007; Bekris et al., 2010; Castellani et
al., 2010; Williams et al., 2010; Eisenstein, 2011). 1l résulte de tout cela que la MA, ne peut
pas étre réduite a quelques facteurs. Eisenstein le résume bien, en précisant que chaque
malade posséde son ensemble de facteurs propres, accumulés durant toute sa vie au travers de
ses expériences et maladies, ainsi que son patrimoine génétique, qui a lui seul ne suffit pas a
déterminer le risque réel de développer la MA (Eisenstein, 2011). On s’oriente donc de plus
en plus vers des causes multifactorielles, comme le montre 1’étude pilote récente de
Ghebranious et collaborateurs étudiant I’impact de divers facteurs génétiques entre eux et
comparés a des facteurs environnementaux (fumeur ou non-fumeur, tension artérielle, poids,

etc...) (Ghebranious et al., 2011).

3. Les modéles animaux

Différentes approches expérimentales ont été utilisées pour reproduire chez 1’animal un ou
plusieurs aspects de la pathologie associ¢ a la MA afin d’étudier leurs conséquences sur les
processus cognitifs. Parmi les modéles utilisés, existe le sujet agé. L’utilisation de ce modéle

est en effet basée sur le fait que lors du vieillissement, une baisse des capacités cognitives, et
32



Introduction

Nom Mutation Fond Génétique Effets
L N . AP intraneuronal & 3 mois, extracellulaire & 6 mois, T
Injection de transgénes APPswe et tayP301L chez des souris ) o X ) P
3xTg KI pour PSIM146V 129/C57BL6 hyperphosphorylé dans Ihlppoc_ampe a 12 mois, dysfonctions
synaptiques
56.25% C57, 12.5% B6,
APB PPswe Porte la mutation ABPPK670N, géne M671L 18.75% SJL et 12.5% Dépdts amyloides et déclin cognitif a partir de 8 mois

Swiss-Webster

Souris ApoE-KO portant 'ApoE humaine transfecté dans les

Expression d'ApoE humaine dans le cerveau, hauts taux de

APOE3, ApoE4 cellules souches embryonnaires ApOE KO et C57BL6 cholestérol
ADNCc d'APP humaine avec la double mutation Swedish
APP23 (positions 670/671) comb_inée a la mutation V7171 inséré au C57BL6 Dépdts de AP au niveeau (_1u néocon_ex et de I'hippocampe a
site Xhol de partir de 6 mois
la cassette d'expression contenant le gene murinThy 1.2
Mutations Swedish (KM670/671NL) et Lond 7171 .
APP7155L ations Swedish (KA ) etLondon (VIITsows | ooy o571 6 Dépots de plagues amyloides & 6 mois
contrle du promoteur Thyl
Séquence humaine codant pour AB KI avec le géne endogéne A . . . .
APPNLI/NLR pour I APP gene, combiné avec la mutation Swedish 129/Sv Pas de delz gt dz:zs’az]:isé :S:ltt]jniﬁsp rl]l:r:;uiﬁ humaine
(K6TON/M671L) P
Souris double-K: souris APPNLI/NLh croisée avec souris . A . .
APPIPSL KI PS1 P264L-K|, via la technique de K| Cre-lox et des CD-1/129 Augmentation en AB42 levels, dépots amyloides, et gliose
R réactive a 4 mois
promoteurs endogenes
Expression de I'APP humaine avec la mutation Swedish Production augmentée en AR, dépots de AB a 5-7 mois,
APPswe/ind (K670N/M671L) et la mutation Indian V7171 Indiana sous C57BL6 x DBA/2 diminution de l'immunoréactivité a la synaptophysine vers 2-4
contrdle du promoteur PDGF promoter (lignée J20) mois
APPswe/PSIAES Croisé d' APPswe et de P.S 1AE9 (exprumn? la’ PS1 humaine C57BLE) Dépots de'plaqyes am}/IO{des, d/ln'wlnutlo‘n de mrqueur
portant la variante exon 9 supprimé) cholinergique, déficits mnésiques a 6 mois
APPswe/PS1Leu235 | Mutation Swedish APP croisée avec la mutation humaine PS1 C3HHe)/C5TBLIAZG )
Pro Leu235Pro
Comparées aux Tg2576, 41% plus de AB42 précédant les
APPswelPSIMI46L. Tg2576 combinée avec la mutation PS1 (M146L) sous C57/B6/SJIL/Swiss dépots fibrillaires de AP dans le cortex cérébral et
contrdle du promoteur PDGF Webster I'hippocampe.Performance réduite dans le test d'alternance
spontannée (Y Maze)
APPV7L7I-C100 | EXPIM la partie C-terminal de 100 acides amines de FAPP C57BL6 Accunulation intracelulaire de AB soluble
avec la mutation London 717
Le gene APP humain en entier inséré sur un chromosome
APP-YAC artificiel de levure (YAC) B142F9, introduit dans des cellules C57BL6 Expression significative d'APP humaine dans le cortex cérébral
souches embryonnaires par lipofection
PDAPP Mutation Indiana (V717F) avec des portions d'introns 6-8 de Dépots extracellulaire de AB dans I'hippocampe a 6 mois et dans
I'APP introns 6-8, sous contrdle du promoteur PDGF le néocortex a 8 mois
S ion de la PS1 humai la mutation L286
PS1-L286V Lrexpression 0 1a 75 Umaine avec 'a mutation .25 Sous FVBIN Dépots intracellulaires de AB42 intracellular & 13 mois
contréle du promoter humain PDGF-f promoter
TASTPM Porte 'APPswe humaine et la mutation PS1 M146V C57BL63H Dépbts cérébraux de AR et déficits cognitifs a 6 mois
Souris TQCRND8 mice avec M146L + L286V PS1 inséré par | C57/C3H/129SvEv/Tac/ o L .
TgL9959 un promoteur de protéine prion de hamster (PrP) FVB Dépots amyloides a 3 mois
APPswe humaine (double K670N, M671L) inséré par un 5 fois plus AR40 et 14 fois plus de AR42, déficits
Tg2576 ‘- . C57BL6 L .
promoteur de protéine prion de hamster (PrP) comportementaux, plaques amyloides a 9mois
rime les 100 acides aminés de la partie terminale de IAPP
TgC100 Bxprine les 100 acides ami parte termi C57BL6 Accumulation intraccllulaire d'AB
humaine (avec ou sans la mutation London 717)
TGCRNDS Mutations APP Swedish et Indiana (V717F) cs7 C3H’F1525VE‘”T adl Plaques & 3 mois, augmentation du ratio AB42/40
s, . . . Aggrégation de T hyperphosphorylé activité neuronale réduite
TgV337M V337M t, ADNe inséré au niveau du vecteur d'expression B6SJL dans 'hippocampe, neurodégénérescences, comportement

PDGFB

anormal

Tableau 1: Liste des principaux modeles de souris pour la maladie d’Alzheimer (d’aprés
Chouliaras & al, 2010)
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des modifications neuroanatomiques telles que la présence de dép6ts amyloides et de des
dégénérescences neurofibrillaires, peuvent étre observées (Struble et al., 1985; Walker et al.,
1988). D’autre part, un autre exemple de modele s’intéresse a une altération marquée du
systeme cholinergique dans la MA, ayant conduit de nombreux auteurs a induire des déficits
des systémes cholinergiques chez 1’animal, pharmacologiquement ou a 1’aide de Iésions
spécifiques, et en étudier les effets sur I’apprentissage et la mémoire (van der Staay et al.,
2006; Cassel et al., 2007; Cassel et al., 2008).Enfin, I’évolution des méthodes de la biologie
moléculaire et le développement des techniques de transgénese, ainsi que la découverte de
protéines impliquées dans la pathologie de type Alzheimer, ont permis de créer des souris
transgéniques développant de nombreuses lésions caractéristiques de la maladie, et
manifestant des déficits importants dans divers tests d’apprentissage et de mémorisation. Un
article de revue récent de Chouliaras et collaborateurs fait état des nombreux modeles
différents dont nous pouvons disposer aujourd’hui, dont un résumé est disponible sur la Table

1, chaque modele possédant ses avantages et ses inconvénients (Chouliaras et al., 2010).

Dans le cadre de mon travail, nous avons utilisé des souris transgéniques exprimant les trois
isoformes de I’ApoE humaine. Nous avons donc disposé de souris ApoE2-, ApoE3- et
ApoE4-Kl, dont les performances ont été comparées a celles des souris contrdles issues des
mémes parents hétérozygotes (porteurs d’un alléle humain et d’un alléle murin) et exprimant
I’ ApoE murine. Le fait de travailler avec des souris issues d’un méme élevage permet d’éviter
d’éventuels biais dus, d’une part aux variations de fond génétique (dans le cas d’utilisation de
souris consanguines comme contrdles), et d’autre part aux conditions d’élevage, permettant

ainsi un phénotypage compréhensible et efficace (Mandillo et al., 2008).
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C. Objectifs de la these

« Une these c'est un peu comme I'éternité. C'est tres long, surtout sur la fin...... »
Rémi Gervais

Les données actuelles sur la MA montrent I’importance de ses origines multifactorielles. Si
dans ses formes familiales, la MA est due a des mutations la rendant inévitable, il est
important de noter que dans sa forme sporadique elle représente 90% des cas, et n’est pas due
a une simple mutation ou un simple événement, mais a un ensemble de facteurs agissant
ensemble. Dans ce contexte et en prenant en considération que le polymorphisme de 1’ ApoE
constitue un facteur de risque majeur de la MA, mais seulement un facteur de risque (les
sujets ApoE4 ne développent pas nécessairement la MA avec 1’age), nous nous sommes
intéressés a I’étude d’une éventuelle interaction entre ce facteur de risque génétique et un
facteur de type environnemental en 1’occurrence le stress. Pour cela, nous avons utilisé des
souris transgéniques pour les trois formes de I’ApoE humaine (ApoE2, ApoE3 et ApoE4),
nées et élevées au sein de notre laboratoire (Sullivan et al., 1997; Sullivan et al., 1998; Knouff
et al., 1999) et ainsi, contrdlées depuis leur naissance. Mon travail est décomposé en trois

volets :

1) Dans un premier volet de ma thése, nous avons d’abord procédé a une caractérisation
des éventuelles différences comportementales consécutives aux différentes mutations ApoE
humaines chez la souris. Dans ce cadre, une étude comportementale approfondie a été menée,
visant a evaluer les performances des souris dans une large majorité de fonctions du systéme
nerveux, incluant 1’état général et les fonctions sensori-motrices, les comportements
émotionnels et les fonctions cognitives. En effet, comme je 1’ai évoqué plus haut, les études

concernant les ApoE présentent des resultats contrastés dus en grande partie a des différences
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méthodologiques ou de fond génétique (notamment concernant les groupes témoins) d’une
part, et d’autre part les études comportementales sur les 3 génotypes (surtout ApoE2) en
simultané sont quasi-inexistantes. Les souris ApoE2, ApoE3 et ApoE4 ont ainsi été
comparées aux souris porteuses de I’ApoE murine (souris wildtypes), afin de mettre en
évidence d’éventuelles altérations comportementales liées au génotype et se batir une base de

référence.

2) Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’impact combiné
d’un stress chronique et du polymorphisme de I’ ApoE sur les comportements émotionnels et
la fonction mnésique chez des souris a deux ages avancés (1 an et 1,5 ans) et en fonction du
sexe. En effet, dans notre société, le stress est un facteur omniprésent face auquel nous ne
sommes pas égaux et dont les conséquences sur la santé sont nombreuses. De nombreuses
études chez la souris ont montré que celui-ci peut avoir des conséguences sur son
comportement et sur ses capacités cognitives (Willner et al., 1987; Papp et al., 1991; Moreau
et al., 1992; Moreau et al., 1993; Willner, 1997; Grootendorst et al., 2001b; Elizalde et al.,
2008). Ainsi, nous nous sommes intéressés a I’impact que ce stress pouvait avoir sur des
souris &gées en fonction de leur génotype. Le but étant donc de voir s’il existe en fonction de
I’ApoE exprimée (ApoE2, ApoE3 ou ApoE4) des modifications dues au stress occasionnant

des conséquences comportementales sur nos souris.

3) Enfin, la troisiéme partie de ma thése a été consacrée a I’étude des relations entre la
variation génotypique de I’ApoE et une forme de plasticité cérébrale : la neurogénese. En
effet, si I’ApoE est impliquée dans des mécanismes tels que les réparations cellulaires ou des
terminaisons nerveuses, et dans la différenciation cellulaire, elle pourrait étre impliquée dans
d’autres formes de plasticité comme la formation de nouveaux neurones. Au début de ma

thése, aucun résultat n’était encore connu, et quelques études montrerent aprés coup des
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résultats contradictoires (Levi & Michaelson, 2007; Li et al., 2009; Nichol et al., 2009). Dans
ce cadre, nous avons ¢étudié 1I’impact du polymorphisme de I’ApoE sur la neurogénése au
niveau de I’hippocampe chez la souris en fonction de I’age et du sexe, et le nombre de

neurones neoformés a été quantifie en utilisant une technique par cytométrie de flux.
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Matériels et Méthodes

A. Animaux

I. Construction des souris génétiguement modifiées

Les souris utilisées sont des souris transgéniques Kl pour les trois isoformes du gene de
1I’ApoE humaine, construites toutes sur le méme modele par Sullivan & al (Sullivan et al.,
1997; Sullivan et al., 1998; Knouff et al., 1999). Pour créer ces souris, une séquence
possédant la partie codante du géne de I’ ApoE désirée (la partie 39 de l'intron 1, les exons 2-4
et 1,5 kilobases de I'ADN non codant a proximité) ainsi que des fragments du géne de I’ApoE
murine (notamment l'exon 1 et la partie 59 de l'intron 1 de 376 paires de bases) en 5° a été
insérée en aval du gene de résistance a la néomycine (NEO) dans le vecteur pPNT qui fut
ensuite transféré par électroporation dans des cellules souches embryonnaires (ES) de souris
129/SvPas (cf. Figure 6 A). Seules ont été conservées les cellules ayant intégré le vecteur et
des chiméres de premiére génération porteuses du gene de I’ApoE humaine désirée ont ainsi
été créees, puis croisées avec des souris C57BL/6J sauvages. On obtient ainsi en seconde
génération des souris a moitié C57BL/6J et 129/SvPas, hétérozygotes pour les ApoE murine
et humaine. Ces souris sont ensuite croisées entre elles, jusqu’a obtenir des souris ayant un
fond stable a 75% C57BL/6J et 25% 129/SvPas (notées BJ75%V25%). Les souris dont nous

disposons sont toutes nées et élevées au sein de notre animalerie.

Il. Mise en évidence du génotype

Les souris sont génotypées en utilisant la methode d’amplification en chaine par polymérase
(PCR). Grace a cette méthode, les fragments d’ADN récupérés a partir d’une biopsie

(fragment de queue) sur la souris sont copiés en grand nombre afin de pouvoir mettre en
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Figure 6 : A) Représentation schématique des séquences d’ADN avec I’allé¢le sauvage (murin)
pour ’ApoE et I’allele humain en aval de la néomycine. B) Résultat obtenu lors du
génotypage de nos souris sur appareil microfluidique LapChip® 90: souris WT = souris
portant I’ ApoE murine ; souris WT/KI : souris hétérozygote pour I’ApoE murine et une ApoE

humaine ; souris KI/KI : souris homozygote pour I’ApoE humaine.
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évidence plus facilement le gene recherché. Le génotypage a été effectué au sein de notre
laboratoire via un automate effectuant I’amplification de 1’échantillon ainsi que 1’analyse sur
appareil microfluidique LapChip® 90 plus précis et plus sensible que par gel d’électrophorése.
Afin d’identifier les échantillons, quatre séquences d’amorgages (primers) différentes ont été
utilisées permettant ainsi de différencier les souris sauvages, des souris hétérozygotes et

homozygotes pour le géne de I’ ApoE humaine (cf. Figure 6 B).

1. Conditions d’élevage

Les souris sont élevées en cage hermétiquement closes de type M.I.C.E®, branchées sur un
systeme d’extraction de ’air dans des conditions d’élevage normalisées : nourriture et eau
stérilisées ad libitum, cycles jour/nuit de 12h (jour a 7h, nuit a 19h), température de 21-22°C
et pression constante (Champy et al., 2004). Les souris sont regroupées par génotype, leur
nombre par cage variant de 1 a 4 selon les conditions expérimentales (les animaux stressés

étant par exemple seuls).

B. Procédures comportementales

Dans ce projet, nous avons utiliseé de nombreux tests comportementaux permettant d’évaluer
une large majorité de fonctions ou troubles de fonctions sous-tendues par les systemes
nerveux central et périphérique, incluant ’état général et les fonctions sensorimotrices, les

comportements émotionnels ou les capacités cognitives.

l. Evaluation clinigue, capacités sensori-motrices et analyse de Dactivité

nycthemérale

1. Mesure de ’activité circadienne
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Comme tous les mammiferes, les souris vivent selon un rythme nycthémeéral sous le contréle
d’une horloge interne localisée dans le noyau suprachiasmatique. Dans des conditions
environnementales stables, il a ét¢ démontré que, sur une période de 24 heures, 1’activité des
souris a lieu principalement la nuit. Ceci est caractérise par une augmentation de leurs
déplacements ainsi que de leurs consommations en eau et nourriture (Heinrichs, 2001; Kopp,
2001). Nous disposons au sein de notre laboratoire d’un équipement nous permettant
d’étudier cette activité circadienne et ainsi de mettre en évidence ou non d’éventuclles

perturbations du rythme nycthéméral des souris.

L’activité spontanée et la consommation d’eau et de nourriture ont été mesurées dans 24
cages individuelles en plexiglas (22x12x18 cm) placées a I’intérieur d’armoires ventilées ; a
raison de trois armoires équipées chacune de huit cages. Des faisceaux infrarouge positionnés
a deux hauteurs différentes (2 et 8,5 cm) permettent de mesurer ’activité locomotrice ainsi
que de dénombrer les redressements effectués pas la souris. Sa consommation de nourriture
est évaluée grace a un distributeur automatique distribuant et comptabilisant des granules de
nourriture calibrés de 0,02g un par un (a chaque fois que la souris en prend un, un autre tombe
dans la mangeoire). Les granules non consommés tombent dans un tiroir situé sous le
plancher et sont comptabilisés en fin d’expérience afin de déterminer la quantité réellement
consommeée. Sa consommation en eau est quant a elle déterminéee gréace a un biberon relié a un
capteur ¢€lectrique. La souris ferme le circuit dés qu’elle boit et le nombre de léchages est ainsi

automatiquement comptabilisé.

Le test débute a 11h et dure 32 heures. Il inclut ainsi une période d’habituation de 8h a
I’appareillage, puis un cycle complet nuit et jour (12h chacun). L’activité locomotrice, le

nombre de redressements ainsi que les consommations en nourriture et en eau sont enregistrés
42



Matériels et Méthodes

par périodes de 10 minutes. Les résultats sont ensuite présentés heure par heure pour chacune

des phases (habituation, nuit et jour) et pour la totalité des 32 heures.

2. Observations cliniques, ou SHIRPA modifié

Il s’agit ici d’un premier criblage inspiré du test d’Irwin (1968) et du protocole SHIRPA de
Hatcher. Il fournit une premicre vue générale sur I’état de santé des animaux et les réflexes
neurologiques de base (Rogers et al., 1997; Crawley, 1999; Rogers et al., 1999; Hatcher et al.,

2001; Rogers et al., 2001; Lackner et al., 2006).

Le protocole s’effectue en trois étapes. On commence par peser et prendre la température
rectale de la souris, avant de la placer dans un cylindre d’observation de 14 cm de diamétre et
18 cm de hauteur. On note sa posture, son activité spontanée et son apparence physique (états
des yeux, du pelage et des vibrisses, tremblements). Dans un deuxiéme temps, la souris est
transférée dans une aréne (55 x 33 x 12 cm) dans laquelle sa réactivité immédiate, son activité
locomotrice et sa démarche sont examinées. Sa vision est grossiérement évaluée en scrutant sa
réponse d’orientation vers un objet (coton-tige) déplacé dans le champ visuel périphérique de
la souris. Son audition est testée grace au réflexe de sursaut en réponse a un stimulus
acoustique (90dB et 20kHz), puis sa perception tactile est évaluée en vérifiant sa réaction aux
touchers de la cornée et du pavillon de I’oreille. Enfin, la souris est manipulée afin de jauger

son agressivité et sa capacité d’orientation (fonction vestibulaire).

3. Test d’agrippement

On mesure ici la force musculaire déployée par une souris grace a un dynamométre (Bioseb,

France) relié a une petite grille sur laquelle on place la souris qui s’y agrippe avec ses quatre
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pattes. On la tire ensuite horizontalement par la queue jusqu’a ce qu’elle lache prise. Le
dynamometre mesure alors la force maximale déployée par la souris, exprimée en grammes.
Trois essais consécutifs sont effectués et moyennés. En plus de cette valeur absolue, on
détermine aussi une valeur ajustée de cette force musculaire rapportée au poids de la souris

(qui sera alors exprimée en gramme de force par gramme d’animal).

4. Test de réflexe de traction, ou string test

Ce test permet d’évaluer la force de traction, la coordination et aussi de mettre en évidence les
éventuels effets sédatifs de substance pharmacologiques (Meziane et al., 1996; Crawley, 1999;
Karl et al., 2003). On utilise pour cela un fil métallique tendu a 40 cm de hauteur entre deux
parois séparées de 37 cm. La souris est suspendue par les pattes avant au milieu du fil, et on
chronométre le temps mis pour s’accrocher de maniére stable avec ses 4 pattes. Si au bout de
60 secondes, la souris n’est pas parvenue a se hisser, on interrompt le test. La souris est alors
créditée d’un temps de 60s, de méme si elle tombe. Trois essais, séparés d’un intervalle de 10

minutes sont effectués, et leur moyenne est calculée.

5. Test du cylindre rotatif, ou rotarod

Ce test qui nécessite de bonnes capacités proprioceptives et vestibulaires permet d’évaluer la
coordination motrice et 1’équilibre (Crawley, 1999; Harris et al., 2003). L’appareil est un
rotarod automatisé, dot¢ d’un cylindre de 4,5 cm de diamétre permettant de faire passer
jusqu’a 5 souris en méme temps (Bioseb, France). Chaque souris effectue trois essais avec un
intervalle inter-essai de 10 a 15 minutes. Pour chague essali, la souris est placée sur le rotarod
qui accélere progressivement de 4 a 40 tours par minute (tpm) en 5 minutes. Lorsqu’elle

tombe du cylindre, elle atterrit sur une bascule interrompant le chronometre qui lui était
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associe. On moyenne ensuite ses trois performances, la latence avant de tomber étant alors

utilisée comme indice de la coordination motrice.

6. Tests nociceptifs

Nous avons utilisé trois tests connus pour mettre en jeu différents mécanismes physiologiques
afin de déterminer le seuil nociceptif chez la souris : la plaque chauffante, le test du retrait de
la queue (ou tail flick) et le test de sensibilité au choc électrique. En effet, le test du retrait de
la queue permet de mesurer la douleur spinale, celui de la plaque chauffante la douleur
centrale et le choc électrique une sensation désagréable (Mogil et al., 1996; Crawley, 1999;

van Gaalen & Steckler, 2000; Karl et al., 2003; Lacroix-Fralish & Mogil, 2009).

Test de la plague chauffante : la souris est installée dans un cylindre posé sur une plaque

chauffant a 52°C (Bioseb, France). Deux essais par animal sont réalisés, séparés d’un
intervalle de 5 a 10 minutes. La latence de premiére réaction de douleur (exprimée par des
léchages, secouement des pattes, petit saut,...) est mesurée. Lors du deuxiéme essai, en plus
de la premiére réaction, la latence de saut est aussi déterminée. Le premier essai dure au

maximum 30 s, le second lui ne pouvant pas dépasser les 3 minutes.

Test du retrait de la queue : la souris est placée dans un tube de contention duquel seule la

queue dépasse. Elle est ensuite posée sur une plaque pourvue d’une petite tranchée dans
laguelle la queue est placée, et au-dessus de laquelle une lampe émet un faisceau lumineux
chauffant a 75°C (Panlab, Espagne). La source de chaleur est activée jusqu’a ce que la souris
retire sa queue. Un capteur photosensible aligné sur le faisceau et relié a un chronometre est
alors activé et interrompt la mesure du temps, donnant ainsi la latence mise par I’animal pour

retirer sa queue. Trois essais séparés par un intervalle inter-essai de 2 a 3 minutes sont
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effectués a différents endroits de la queue, puis moyennés. Si au bout de 20 secondes, la

souris n’a pas réagi, I’essai est interrompu afin d’éviter d’éventuelles Iésions tissulaires.

Test de sensibilité aux _chocs électrigues : ce test est souvent utilisé en tant que controle

éprouvant la spécificité des effets observés lors de protocoles utilisant des chocs électriques,
tels qu’un conditionnement aversif (conditionnement de peur émotionnelle). Ce test est réalisé
dans les mémes cages que celles utilisées pour le conditionnement pavlovien de peur (cf.
partie sur le test de peur conditionnée). La souris est placée dans la cage de conditionnement.
Apres 30 secondes d’habituation, une série de chocs électriques d’une durée d’une seconde lui
sont administrés, avec un intervalle de 30 secondes entre chaque choc, et ses réactions sont
notées. Le premier choc est délivré a une intensité de 0,05 mA, puis ’intensité augmente
graduellement de 0,05 en 0,05 jusqu’a ce que I’animal manifeste une premicre réaction
(tressaillement des pattes, 1échage,...) et/ou une vocalisation. Apres cela, I’intensité augmente
par tranche de 0,1 mA jusqu’a ce que I’animal saute, sans dépasser les 1 mA en intensité

maximale.

7. Susceptibilité aux crises épileptiques

Afin de tester la susceptibilité aux crises épileptiques, nous avons utilisé le pentylenetétrazole
(ou PTZ), qui est un antagoniste des récepteurs GABAA connu pour son pouvoir convulsivant

(Maher & Wurtman, 1987; Meldrum, 2002).

Le PTZ est dissous dans du NaCl a 0,9% et injecté par voie intrapéritonéale (i.p.) a la dose de
50 mg.kg™. Immédiatement aprés I’injection, la souris est placée dans une boite en plexiglas
et observée pendant au moins 20 minutes. Trois types de crises épileptiques peuvent étre

observées : myoclonique (petit soubresauts discontinus), clonique (gros spasmes et
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convulsions continues) et tonique (raidissement et extension des membres, souvent suivie de
la mort). On note la présence ou non de chacune de ces crises, ainsi que la latence de la crise
clonico-tonique. Si au bout des 20 minutes, il n’y a pas eu de crises clonique ou tonique, le

test est arrété et une latence de 1200s est attribuée a I’animal.

Il. Evaluation de la réactivité des souris dans différentes situations anxiogénes et de

stress aigu

1. Test des cages claire/obscure

Ce test nous permet d’évaluer les réactions aversives des souris vis-a-vis d’une cage
fortement éclairée opposé a une autre cage sombre. Dans cette situation, les souris ont
tendance a passer plus de temps dans la zone sombre et a moins explorer la zone fortement
éclairée (van Gaalen & Steckler, 2000; Hascoet et al., 2001; Bourin & Hascoet, 2003;
Elizalde et al., 2008). Chacun des quatre appareils automatisés dont nous disposons est
composé de deux cages de méme taille (20 x 20 x 14cm), I’une sombre et I’autre fortement
éclairée a 1700 lux, reliées entre elles par un tunnel opaque (5 x 7 x 10cm) (Immetronic,
France). Deux rangées de faisceaux infrarouges quadrillent I’ensemble et sont reliées a un
ordinateur via un boitier d’intégration permettant de mesurer les différents parameétres. La
souris est déposée dans la cage sombre et la latence d’entrée ainsi que le temps passé dans la
cage fortement éclairée, le nombre de transitions d’une cage a l’autre et le nombre de

redressements sont enregistrés sur une durée de 5 minutes.

2. Test du labyrinthe en croix surélevé
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Ce test permet d’évaluer ’anxiété vis-a-vis du vide. L’appareil est un labyrinthe en croix
surélevé a 66 cm du sol, et dont chacun des quatre bras fait 30 cm de longueur (Imetronic,
France). Il est placé dans une piece éclairée de facon homogéne a une intensité de 50 lux.
Deux bras se faisant face sont pourvus de parois latérales (bras fermés) et les deux autres bras
(perpendiculaires donc aux précédents) en sont eux dépourvus (bras ouverts). La souris ayant
peur du vide se réfugie naturellement dans les bras fermés qui lui offrent une plus grande
sécurité du fait des parois. Plus une souris est anxieuse, et plus elle va hésiter avant d’explorer
un bras ouvert et moins elle va s’y aventurer (Rodgers & Dalvi, 1997; van Gaalen & Steckler,
2000; Karl et al., 2003; Elizalde et al., 2008). Le labyrinthe est équipé de capteurs infrarouges

permettant de détecter la position de 1’animal et de suivre son activité exploratoire.

La souris est placée au centre du labyrinthe en croix et peut explorer librement 1’appareil
pendant 5 minutes durant lesquelles le nombre d’entrées dans les bras ouverts et dans les bras
fermés, la latence et le temps passé dans les bras ouverts, le nombre de tentatives ainsi que le

nombre d’explorations du vide sont comptabilisés.

3. Test du champ ouvert ou open-field

Ce test permet d’évaluer la réaction d’un animal vis-a-vis d’un environnement nouveau et
spacieux. Il crée une situation de conflit entre la tendance naturelle de I’animal a explorer ce
nouvel environnement et son aversion pour les espaces ouverts. De ce fait, les animaux
normaux ont tendance a passer plus de temps dans les coins et la périphérie de I’appareil
plutdt que dans le centre, qui est alors considéré comme la zone la plus anxiogéne (Crawley,

1999; Palanza, 2001; Karl et al., 2003; Prut & Belzung, 2003; Elizalde et al., 2008).
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On dispose de cing champs ouverts complétements automatisés constitués d’une enceinte
carrée (ou aréne, de dimensions 45 x 45 x 17cm) en PVC avec un fond noir, des parois
latérales et un couvercle transparents (Panlab, Barcelone, Espagne). L’aréne est virtuellement
subdivisée en deux zones : une périphérique de 8cm de largeur et une centrale couvrant le
reste de ’appareil (représentant 40% de la superficie totale). Deux cadres de faisceaux
infrarouges permettent de mesurer les mouvements de la souris dans les sens horizontal et

vertical. Enfin, les champs ouverts sont éclairés de maniére homogene a 150 lux.

Chaque souris est placée a la périphérie de I’appareil, la téte dirigée vers une paroi, et la
distance parcourue, le nombre de redressements, ainsi que le temps passé dans les différentes

zones sont enregistrés pendant 30 minutes, sans expérimentateur dans la piece.

4. Test de suspension caudale

Le test de suspension caudale est parmi les tests de dépression les plus utilisés chez les
rongeurs, du fait de sa simplicité et de sa rapidité pour 1’évaluation des propriétés
antidépressives de nouvelles molécules ainsi que pour le phénotypage de souris
génétiqguement modifiées (Willner, 1997; Cryan et al., 2005). Ce test repose sur le fait qu’une
souris suspendue par la queue montre des périodes alternées d’agitation et d’immobilité. En
géneral, les souris se débattent plus en début de test puis finissent par abandonner. La duréee
d’immobilité est alors considérée comme un indice de résignation. La souris est suspendue
par la queue avec du ruban adhésif a un crochet connecté a un détecteur de vibration (MED
Associates Inc, Vermont, USA). Le test dure 6 minutes pendant lesquelles la durée
d’immobilité est enregistrée par périodes de 2 minutes. La latence de la premiere phase

d’immobilité (au moins 2 secondes consécutives d’immobilité) est également mesurée.
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5. Test de la nage forcée, ou test de Porsolt

Le test de la nage forcée est couramment utilis€¢ pour 1’évaluation du comportement de
résignation. La souris est inévitablement forcée de nager, et, dans cette situation, elle
commence alors par se débattre, puis abandonne avant de devenir immobile. L’immobilité
refléte alors 1’état de résignation qu’on peut associé au « désespoir » : plus une souris est
résignée, plus elle va se laisser flotter dans 1’eau (Porsolt et al., 1977; Karl et al., 2003;
Elizalde et al., 2008). Ce test posséde de plus une bonne validité prédictive et est ainsi
largement utilisé pour 1’évaluation de substances antidépressives. La souris est placée durant
6 minutes dans un bécher de 5L rempli aux deux tiers d’eau a 22-23°C , et la latence de la
lére immobilisation, ainsi que la durée d’immobilité ou de flottement (i.e. vitesse de
déplacement nulle et absence de mouvements des pattes) par périodes de 2 minutes sont
mesurées. A I’issue du test, la souris est placée sous une lampe chauffante pendant une

dizaine de minutes afin de favoriser sa récupération et son réchauffement.

1. Evaluation de la performance dans différentes tiches d’apprentissage et de

mémorisation, et du filtrage sensorimoteur

1. Test d’alternance spontanée dans un labyrinthe en Y

Ce test permet d’évaluer la mémoire de travail qui consiste a retenir a court terme une
information et I’utiliser immédiatement pour exprimer un comportement approprié. Il est basé
sur la tendance naturelle des rongeurs a explorer un nouvel environnement. Quand I’animal
est placé dans le labyrinthe, il explore spontanément le bras le moins récemment visité, et de
ce fait, montre un haut degré d’alternance des visites des trois bras. Pour ce faire, il utilise la

mémoire de travail qui consiste a mémoriser les bras les plus récemment visités et a
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renouveler continuellement cette information (Nagahara & McGaugh, 1992; Holcomb et al.,
1999). Cette tdche implique également certains aspects de I’attention, qui peuvent étre
mesurés en comptabilisant les retours au méme bras visité ou au bras adjacents (Wall &

Messier, 2002).

L’appareil est un labyrinthe en Y, fabriqué en Plexiglas avec 3 branches identiques (40 x 9 x
16 cm) séparées d’un angle de 120°. Les parois de chaque bras sont décorées d’un motif
différent des autres permettant ainsi de les différencier (A, B et C). Pour le test, les animaux
sont places individuellement a I’extrémité d’une branche avec la téte dirigée vers la paroi, leur
permettant ainsi d’explorer librement le labyrinthe pendant 5 minutes, avec 1’expérimentateur
en dehors de la piece de test. Le nombre de bras visités et la séquence des visites sont
recueillis a I’aide d’une caméra placée au-dessus du labyrinthe. Une alternance spontanée est
définie comme trois entrées successives dans les trois différents bras du labyrinthe (e.g. ABC,
CBA...). Le pourcentage d’alternance spontanée (% SPA) est utilis¢ comme indice de

performance de la mémoire de travail des animaux, et est calculé de la fagon suivante:

Nombre d’alternances réalisées
% de SPA = 100 X

Nombre d’alternances possibles

Le nombre d’alternances possibles correspond au nombre total des bras visités moins 2. Le
pourcentage de retours dans le méme bras visité (e.g. AAA) et le pourcentage de visites
alternées (e.g. CBC), ainsi que la latence de sortie du bras de départ sont également

enregistrées. Le niveau de hasard de SPA se situe a 22,22%.

2. Test de peur conditionnée
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Le test de peur conditionnée, ou « Fear Conditioning », est un test d’apprentissage pavlovien,
basé sur ’acquisition d’une association entre un stimulus conditionnel (SC, un son par ex.) et
un stimulus inconditionnel (ou SI, un choc électrique) mettant en place des processus
mnésique et émotionnel (Owen et al., 1997; Crawley, 1999; van Gaalen & Steckler, 2000;
Karl et al., 2003). Aprés I’apprentissage, le SC ou le contexte spatial induit, en 1’absence du
SIL, un état central de peur reflété par une diminution de I’activité locomotrice ou un manque
total d’activité (immobilité ou « freezing »). La durée ou le pourcentage d’immobilité sont

utilisés comme mesure de la performance mnésique.

Le dispositif comprend 4 cages de conditionnement opérant (18.5 x 18 x 21.5 cm, Coulbourn
Instruments, Allentown, USA) avec des parois latérales en aluminium et des parois frontale et
arriere en plexiglas transparent. Le plancher est constitué de barreaux métalliques reliés a un
générateur de chocs électriques. Un haut-parleur et une ampoule situés au niveau des parois
latérales constituent les sources du stimulus conditionnel (SC) lors du conditionnement et de
la rétention. Un systéme de détection infrarouge placé au plafond permet de mesurer
continuellement toute activité de la souris grace a sa signature thermique par période de 100
ms. Toutes les séances sont contrdlées par un ordinateur qui enregistre également les données.
Le protocole comporte 3 phases : le conditionnement (apprentissage de 1’association SC-SI),
la phase de contexte (mise en évidence d’une association au contexte) et la phase d’indice

(mise en évidence de I’apprentissage de 1’association SC-SI).

Phase de conditionnement : la souris est amenée au dernier moment dans la salle

d’expérimentation et installée dans sa cage. Apreés 4 minutes d’habituation, le SC (son 75dB
et 20kHz) est présenté pendant 20 secondes, et associé a un choc électrique d’une intensité de

0,4 mA pendant la derniére seconde. Deux minutes plus tard, on renouvelle I’association son
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et choc, puis la souris est retirée de la cage de conditionnement 2 minutes plus tard. L’activité
de I’animal est enregistrée par période de 2 min, lors de I’habituation et aprés chaque

association SC-SI.

Mémoire contextuelle : 24 heures plus tard, chaque souris est remise dans la méme cage que

lors du conditionnement, mais en I’absence du SC et SI. L’activité de I’animal est enregistrée
par tranches de 2 minutes afin de mesurer I’immobilité consécutive a la reconnaissance ou

non du contexte spatial.

Mémoire indicée : I’apres-midi, les animaux sont placés dans de nouvelles cages qui different

de celles du conditionnement par leurs couleur, odeur et texture. Aprés deux minutes
d’habituation a ce nouvel environnement, le SC est présenté seul pendant deux fois deux
minutes, a deux minutes d’intervalle. Les mouvements de 1’animal sont enregistrés pour

évaluer ’immobilité consécutive a 1’association du SC avec le choc ¢électrique.

La performance d’immobilité (freezing) a été déterminée en rapportant I’activité de la souris
lors du test au contexte a celle de I’habituation lors du conditionnement dans le cas de la
mémoire contextuelle, et a rapporter ’activité lors de la présentation du SC dans un nouveau

contexte a celle de I’habituation a ce nouveaux contexte dans le cas de la mémoire indicée.

3. Test de reconnaissance d’objets

Ce test repose sur la tendance naturelle des rongeurs a explorer plus longtemps un objet
nouveau par rapport a un objet familier (Ennaceur & Delacour, 1988). Il met en jeu des
processus de mémoire a court terme et est également caractérisé par un oubli rapide

permettant d’évaluer la mémoire de reconnaissance a différents délais aprés 1’acquisition
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Acquisition

Rétention

Figure 7 : Schéma représentant le positionnement des objets durant le test de reconnaissance

d’objet pour les phases d’acquisition et de rétention. En pointillée, la ligne virtuelle située a
12 cm du mur de I’open field.
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(Dodart et al., 1997; Meziane et al., 1998; van Gaalen & Steckler, 2000; Broadbent et al.,

2004; Elizalde et al., 2008).

Le test s’est déroulé dans des open-field (cf. tests d’anxiété) éclairés de maniere homogene et
indirecte & 70 lux. Les objets a discriminer sont une bille en verre de 2,5 cm de diametre et un
dé en plastique de 1,8 cm d’aréte. La souris est d’abord habituée a 1’open-field pendant 30
min durant lesquelles 1’activité locomotrice, le nombre de redressements et les parametres
d’exploration sont enregistrés. Le lendemain, la souris est soumise a un essai d’acquisition
durant lequel elle est placée dans 1’open-field en présence d’un objet A (bille ou dé) (voir
figure 7). L’essai dure 10 min durant lesquelles le temps passé par la souris a explorer 1’objet
A (tA), I’activité locomotrice et le nombre de redressements sont enregistrés. Un essai de
rétention a lieu 3h ou 24h aprés I’acquisition. Il est effectué de la méme maniére que celui
d’acquisition, sauf que cette fois deux objets ont ét¢ placés dans I’open-field, I’objet A
(familier) et un nouvel objet B. L’activité locomotrice, le nombre de redressements et les
temps d’exploration de chacun des deux objets sont enregistrés. On considere que I’animal
explore lorsqu’il dirige son museau vers 1’objet a moins de 1 cm de celui-ci. Un indice de
reconnaissance (IR, cf. plus bas) a été défini comme le pourcentage de la durée d’exploration
du nouvel objet par rapport a la durée d’exploration totale des deux objets. Un IR de 50%

correspond au hasard, et plus cet indice est grand, meilleure est la performance.

tA

IR =100 X ———
(tA + tB)

4. Test du labyrinthe aquatique ou piscine de Morris
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Le test de la piscine de Morris est un test de mémoire spatiale. Dans cette situation, la souris
doit trouver une plateforme submergée a environ 1 a 2 cm en dessous de la surface de I’eau en
utilisant seulement des indices visuels extra-labyrinthe clairsemés sur les murs alentours

(Morris, 1984; Hodges, 1996; Owen et al., 1997).

L’appareil est composé d’une piscine circulaire (150 cm de diametre) remplie d’eau entre 20
et 22°C, et opacifiée avec un liquide blanchétre inodore et non toxique (Viewpoint). Elle est
équipée de 4 plateformes circulaires escamotables de 10 cm de diameétre, dont seule une
d’entre elles est utilisée pendant le test, les autres restant abaissées. Un systéme d’analyse
vidéo informatisé (Viewpoint) permet d’enregistrer et d’analyser le trajet parcouru par la
souris, et d’en extraire différents paramétres (latence pour atteindre la plateforme, vitesse
moyenne, vitesse minimale, vitesse maximale, temps de flottaison, ...). La piscine est placée
dans une piece éclairée de fagon homogene et indirecte a 100 lux, et pourvue d’indices placés

sur les 4 murs (posters divers, rideau...).

La procédure comporte deux versions : une version indicée et une version spatiale, pouvant
étre exécutée dans un ordre indifférent. La version indicée ou dite de « la plateforme visible »,
sert a déterminer s’il n’existe pas de troubles moteurs et visuels chez les souris. Les indices
muraux sont décrochés et la position de la plateforme est indiquée via un petit drapeau
dépassant a une vingtaine de centimeétres de la surface de I’eau. La souris effectue 4 essais par
jour sur 2 jours, avec un intervalle inter-essai d’environ 15-20 minutes. A chaque essai, la
souris est placée a un des 4 points de départ (Nord-Est, Sud-Est, Nord-Ouest et Sud-Ouest) et
est forcée de nager pour atteindre la plateforme visible. Afin d’étre str qu’elle se focalise sur
I’indice de la plateforme et non pas sur un quelconque autre indice spatial, le point de départ

et la position de la plateforme changent d’un essai a 1’autre. L’essai dure un maximum de 2
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minutes, et il est considéré valable si la souris reste au moins 3 secondes consécutives sur la
plateforme. Si au bout de 120 secondes elle n’a pas trouvé la plateforme, 1’essai est
interrompu, puis la souris est guidée jusqu’a la plateforme et créditée d’un temps de 120
secondes. La souris est laissée sur la plateforme pendant 30 secondes, puis est essuyeée,
replacée dans sa cage et réchauffée jusqu’a I’essai suivant. Les paramétres mesurés sont la
latence et la distance parcourue pour atteindre la plateforme, ainsi que la vitesse moyenne de

nage.

La version spatiale permet d’évaluer 1’apprentissage spatial proprement dit. La souris doit
utiliser seulement les indices extra-labyrinthe pour localiser la plateforme cachée
(apprentissage allocentrique). Cette version comporte une phase d’apprentissage durant
laquelle les souris sont soumises a 5 jours consécutifs d’entrainement a raison de 4 essais par
jour séparés par un intervalle inter-essai de 15-20 minutes, ainsi qu’un essai test une heure
apres la derniére séance d’apprentissage. Des indices sont placés sur tous les murs de la picce,
la position de la plateforme reste au méme endroit (NE, NO, SE ou SO) tout au long de
I’apprentissage pour une souris donnée ; seul le point de départ de la souris change a chaque
essai. La position de la plateforme est randomisée au sein de chaque groupe afin d’éviter ou
neutraliser toute éventuelle préférence. Pour chaque essai, la souris est placée au point de
départ prealablement défini; la latence, la distance ainsi que la vitesse de la nage pour
atteindre la plateforme sont mesurés. Comme pour la version indicée, 1’essai dure au
maximum 120 secondes et 1’essai est validé si la souriS reste au moins 3 secondes
consécutives sur la plateforme. Si au bout des 2 minutes elle n’a pas trouvé la plateforme,
I’essai est interrompu, la souris est guidée jusqu’a la plateforme et créditée d’un temps de 120

secondes. La souris est laissée pendant 30 secondes sur la plateforme afin qu’elle observe et
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mémorise sa position par rapport aux indices muraux, puis essuyée, transférée dans sa cage et

réchauffée.

Enfin, une heure aprés la fin de ’entrainement, les souris sont soumises a un essai test. Celui-
ci permet d’évaluer le niveau d’apprentissage. L’essai test s’effectue dans les mémes
conditions que la phase d’entrainement sauf que la plateforme cible est rabaissée. La souris
est placée au point de départ préalablement défini, et est forcée de nager durant 120 secondes,
en I’absence de la plateforme. Puis, elle est replacée dans sa cage et séchée sous une lampe
chauffante pendant 5 minutes. La piscine est virtuellement subdivisée en 4 quadrants égaux :
celui ou se trouvait la plateforme apprise constitue le quadrant cible, les quadrants adjacents a
droite et a gauche, et le quadrant opposé. La performance est évaluée par la préférence pour le
quadrant cible, ainsi que par le nombre de fois ou la souris traverse 1’emplacement théorique
de la plateforme. Plus la souris passe de temps dans le quadrant cible et coupe I’emplacement
théorique de la plateforme, plus cela montre une bonne mémorisation de la localisation de la

plateforme.

5. Filtrage sensorimoteur : test du réflexe de sursaut (RS) et d’inhibition du

réflexe de sursaut (IRS)

Le test de réflexe de sursaut (RS) est 'un des plus usités en laboratoire pour 1’analyse des
fonctions sensorimotrices chez le rongeur. Il consiste a analyser la réponse de sursaut a
différents stimuli et permet ainsi de mettre en évidence d’éventuels troubles moteurs ou
encore d’anxiété (Davis, 1980; Crawley, 1999; Yeomans et al., 2002). L’inhibition du réflexe
de sursaut (IRS) est la réduction normale du RS pour un stimulus intense (acoustique dans le

cadre de notre étude) lorsque celui-ci est précédé immédiatement d’un stimulus n’induisant
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pas de sursaut. L’IRS permet ainsi de mesurer le filtrage sensorimoteur qui refléte 1’habilité
d’un animal a adapter sa réponse comportementale face a des informations sensorielles
successives (Paylor & Crawley, 1997; Swerdlow et al., 1999; Karl et al., 2003). Des deficits
de I'IRS sont mis en évidence dans de nombreux troubles psychiatriques, tels que la
schizophrénie, les troubles obsessionnels compulsifs ou encore le syndrome de Tourette

(Swerdlow & Geyer, 1998; Braff et al., 2001; Ouagazzal et al., 2001; Powell et al., 2009).

Les souris sont testées dans 8 cages indépendantes ventilées et insonorisées (San Diego
Instruments, USA). Chaque souris est placée dans un cylindre de contention en plexiglas
transparent (8 cm de long sur 5 cm de diamétre), équipé d’un détecteur de mouvements qui
permet de mesurer I’amplitude des sursauts de I’animal. Un haut-parleur situé au plafond de
chaque cage permet de générer un bruit de fond et d’envoyer les divers stimuli acoustiques
aux différentes intensités. Ces stimuli acoustiques sont des sons « blancs », possédant un large
spectre de fréquence. Le RS et I’'IRS sont mesurés au cours d’une seule et méme séance. La
séance commence par 5 minutes d’habituation durant lesquelles seul le bruit de fond (65 dB)
est présenté, puis les animaux sont soumis a 10 catégories d’essais : le stimulus sursautant
seul (110 dB, durée 10ms, noté ST 110), 8 types d’essais pour lesquels des stimuli
acoustiques de 70, 80, 85 et 90 dB (durée 10 ms) sont présentés seuls (prépulse) ou précédant
de 50 ms le stimulus sursautant (prépulse-pulse ou PP) et enfin la présentation du bruit de
fond seul afin de mesurer la réponse de base dans le cylindre. Aprés I’habituation le test
débute par 5 présentations du stimulus sursautant non prises en compte dans I’analyse, puis
chaque type d’essai est présenté 10 fois de maniére aléatoire avec un intervalle inter-essai de
2545 sec. La mesure de I’amplitude du sursaut est effectuée par tranches d’1 ms pendant 65

ms a partir de la présentation du stimulus acoustique, les données étant digitalisées et
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enregistrées sur un ordinateur. Le pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut est calculé

ensuite par la formule suivante :

(Sursaut ST 110) — (Sursaut PP X)
Sursaut ST 110

% d'inhibition du sursaut = 100 X

C. Protocole de stress chronique et imprévisible

Le protocole de stress s’inspire des travaux de Willner et de ceux de Moreau (Willner et al.,
1987; Papp et al., 1991; Moreau et al., 1992; Moreau et al., 1993; Willner, 1997). Notre
procédure de stress s’étale sur 4 semaines et comporte différents type d’événements stressants.
Elle est décrite plus en détail dans la deuxieme partie des résultats de cette thése (article 1),
destinée a étudier I’impact d’un stress chronique et le polymorphisme de 1’ApoE dans les

processus émotionnels et mnésiques.

D. Protocole d’évaluation de la neurogénese par cytometrie de flux

Ce test permet de quantifier le niveau de prolifération neuronal au niveau de 1’hippocampe,
grace a I'utilisation d’un analogue de la thymidine, le bromodésoxyuridine (ou BrdU). Le
protocole utilise une technique de comptage cellulaire par cytométrie de flux dont les détails

sont décrits dans la troisieme partie de cette thése (article 2).
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E. Analyses Statistiques

Les résultats sont exprimés en valeur moyenne standard + erreur standard a la moyenne (ou
SEM). Les comparaisons entre les différents génotypes pour les paramétres non évolutifs ont
été faites grace au test t de Student ou a I’analyse de la variance (ANOVA). Pour les
parametres évolutifs, une analyse globale des données a été effectuée grace a une ANOVA a
mesures répétées avec un facteur intergroupes (génotype) et des facteurs intragroupes
(évolution dans le temps, quadrants dans le test de la piscine,...). Enfin, pour les données
qualitatives, nous avons effectué un test de Chi 2 (ou table de contingence). Les comparaisons
des groupes deux a deux ont été faites a I’aide du test PLSD de Fisher. Dans le test de
reconnaissance d’objets, les comparaisons par rapport au hasard ont été faites a I’aide du test t
pour un groupe, celles entre les objets nouveau et familier a 1’aide de test t de Student pour
échantillons appariés. Un résultat est considéré comme significatif lorsque p<0,05, et

considéré comme une tendance lorsque 0,05<p<0,10.
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Comme nous I’avons signalé a la fin de I’introduction, nous nous sommes intéressés dans un
premier temps a caractériser les différences comportementales liées au polymorphisme de
I’ApoE chez la souris. Pour cela, des souris mutantes porteuses de 1’alléle humain ApoE2,
ApoE3 ou ApoE4, ont été analysées dans différents tests permettant 1’évaluation d’une large
majorité de fonctions sous-tendues par les systémes nerveux central et périphérique. Les
effets de ces mutations par elles-mémes ont été évalués, aussi bien chez les males que chez
les femelles, a 1’age adulte pour les souris ApoE2 et ApoE3, et a 1’age adulte et a un an et
demi (souris agees) pour les souris ApoE4. Les résultats de cette étude seront présentés dans

la premiere partie de ce chapitre.

A I’issue de ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’impact combiné d’un stress
chronique et du polymorphisme de 1’ ApoE sur les processus émotionnels et cognitifs. Les

résultats de cette étude seront présentés dans la 2°™ partie de ce chapitre (article 1).

Enfin, nous avons complété ce travail par une étude cellulaire pour évaluer I’'impact du
polymorphisme de I’ApoE, en fonction de I’age et selon le sexe, sur la neurogénese
3éme

hippocampique. Les résultats de cette étude seront présentés dans la partie de ce chapitre

(article 2).
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Premiere partie : Phénotypage

comportemental des souris ApoEZ2,

ApoE3 et ApoE4
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Pour des raisons de commodité, nous allons presenter les données relatives aux effets des

différentes mutations separément.

A. Phénotypage comportemental des souris ApoE2 males et femelles

adultes

Pour chacun des deux sexes, 3 groupes de souris agées de 5-6 mois ont été utilisées. Un
groupe WT, un groupe hétérozygote pour la mutation ApoE2 (ApoE2-WT/KI) et groupe

homozygote pour la mutation ApoE2 (ApoE2-KI) (n=7-10 animaux par groupe et par sexe).

I. Effets de la mutation ApoE2-KI sur P’état général, Pactivité circadienne et les

capacités sensorimotrices

1. Activité circadienne

L’activité spontanée et la consommation d’eau et de nourriture ont €t€ mesurées sur une
période de 32 h incluant un cycle complet jour/nuit. Les courbes représentant 1’évolution de
ces activités montrent la présence de trois phases, I’habituation, la phase nocturne et la phase

diurne (Fig. 8 et 9).

Chez les males, les groupes WT et ApoE2 montrent un niveau d’activité locomotrice élevé
durant la premiére heure de test correspondant a la phase initiale d’exploration, bien connue
pour mettre en cause la réactivité émotionnelle dans un nouvel environnement, puis I’activité
locomotrice décroit progressivement et significativement jusque vers la fin de cette phase

[F(6,144)=62.73, p<0.001] (Fig. 8A). Par ailleurs, le profil et niveau d’activité locomotrice
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Figure 8: Activité locomotrice lors d’un cycle complet chez les souris ApoE2 males. A)

Evolution de I’activité locomotrice
I’habituation ; C) Activité totale lors de la phase nocturne ; D) Activité totale lors de la phase

diurne.

lors des 32h de test ; B) Activité totale lors de
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sont comparables entre les souris WT et les souris ApoE2 males [F(2,24)=0.20, NS] (Fig. 8A,
B). Dés le début de la phase nocturne, 1’activité locomotrice augmente chez les 3 groupes qui
montrent une activité intense durant cette phase. Cette phase est caractérisée par la présence
de 2 pics d’activité, puis celle-ci diminue pour atteindre un niveau bas et constant durant la
phase diurne. Par ailleurs, aucune différence n’a été observée entre les 3 génotypes, ni durant
la phase nocturne [F(2,24) = 0.76, NS], ni durant la phase diurne [F(2,24) = 0.49, NS] (Fig.
8A, C, D). La courbe représentant 1’évolution de 1’activité verticale (nombre de redressements)
pour chacun des 3 groupes présente la méme allure que celle de ’activité locomotrice, avec
un nombre de redressements élevé pendant la phase nocturne et réduit pendant la phase diurne
(Fig. 9A). Par ailleurs, le nombre de redressements est comparable entre les WT et les souris
ApoE2 males adultes pendant la phase d’habituation et la phase diurne [F(2,24) <0.43, NS]
(Fig. 9A, B, D). Lors de la phase nocturne, les souris ApoE2-KI males manifestent une légere
augmentation de D’activité verticale, mais la différence entre les génotypes n’est pas

significative [F(2,24)=2.15, NS] (Fig. 9A, C).

Chez le femelles, les courbes représentant I’activité locomotrice, le nombre de redressement
et les consommations d’eau et de nourriture ont des profils d’évolution comparables a ceux
des males avec la présence des 3 phases caractéristiques, 1’habituation, la phase nocturne avec
un niveau d’activité élevé et la phase diurne avec le niveau d’activité le plus faible.
L’observation des graphiques représentant I’activité locomotrice (Fig. 10 A, B, et C) montre
que les souris ApoE2+/- sont légérement moins actives que les contréles durant la phase
nocturne. Toutefois, I’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative entre les

génotypes, ni pour ’activité totale, ni pour celles des différentes phases du cycle [F(2,21) <
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Figure 9: Activité verticale (nombre de redressements lors d’un cycle complet chez les souris
apoE2 males. A) Evolution du nombre de redressements lors des 32h de test ; B) Nombre de
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2.30, NS]. Il en est de méme pour le nombre de redressements [F(2,21) <1.58, NS] (Fig. 10 D,

E et F).

Enfin, la consommation d’eau est 1égerement plus €levée chez les souris ApoE2 homozygotes
males et femelles, mais la différence entre les génotypes n’est pas significative (F(2,21)=2.1,

NS). La consommation de nourriture est comparable entre les génotypes (Fig. 11).

En conclusion, les résultats de cette expérience montrent que [’habituation a un nouvel
environnement et le rythme circadien ne sont pas affectés chez les souris ApoE2
hétérozygotes et homozygotes males et femelles adultes. Les souris ApoE2 maéles et femelles
adultes ont également un niveau d’activité spontanée et des consommations d’eau et de

nourriture comparable a ceux des animaux controles.

2. Evaluation de I’état général et des fonctions sensori-motrices :

Observations cliniques et capacités motrices

Chez les méles, mais pas chez les femelles, les souris ApoE2 homozygotes et hétérozygotes
ont une température rectale significativement supérieure a celle des souris WT [Méle : F(2,24)
= 4.24, p<0.05, Fisher p<0.05, vs WT ; Femelles F(2,21)=1.67, NS] (Tableau 2), mais celle-ci
reste dans les normes physiologiques. Par ailleurs, les souris ApoE2 méles et femelles ont un
poids comparable a celui des animaux WT [Males : F(2,24) = 1.13, NS ; Femelles :
F(2,21)=0.52, NS], et ne présentent aucune anomalie apparente ni en ce qui concerne I’aspect
physique genéral ni en ce qui concerne les capacités sensorielles ou vestibulaires.
L’¢évaluation des capacités motrices spécifiques a montré que la force d’agrippement, la

latence avant de rattraper le fil dans le test du réflexe de traction, et le temps de maintien
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A
Wild-type ApoOE2 +/- ApoE?2
Poids corporel (g) 285+1.2 304+0.8 29.1+£0.8
Température rectale (°C) 37003 37.7+x02%* 379+£03*
Rotarod accéléré (s) 1422 +16.6 130.6+18.2 140.8 +11.1
Réflexe de traction (s) 18775 9.8+6.4 11.3+£7.0
Force d’agrippement 8.6+04 8.1+0.3 8.8+0.3
B
Wild-type ApoOE2 +/- ApoE2
Poids corporel (9) 21.2+0.7 22.0+£0.5 21.9+£0.8
Température rectale (°C) 36.3+0.3 36.8+0.2 36.8+0.1
Rotarod accéléré (s) 206.9+22.7 169.0+14.3 196.5 £ 23.8
Réflexe de traction (s) 1.9+0.2 1.6+0.1 2.7+0.6
99+0.3 9.7+0.7 99+0.2

Force d’agrippement

Tableau 2: Etat général et capacités motrices chez les ApoE2 males (A) et femelles (B).

* p<0.05 vs. WT, test de Fisher
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sur le rotarod sont comparables entre les génotypes aussi bien pour les males [F(2,24)<1.47,
NS] que pour les femelles [F(2,21)<2.66, NS] (Tableau 2), montrant que la force musculaire

et la coordination motrice ne sont pas affectées chez les souris ApoE2 adultes.

Sensibilité a la douleur

Aussi bien dans le test de retrait de la queue (tail flick) que celui de la plaque chauffante, la
latence de la premiére réaction a un stimulus douloureux de haute température est comparable
entre les génotypes aussi bien chez les méales que chez les femelles [Males : F(2,24)<0.07, NS ;
Femelles : [F(2,21)<1.41, NS] (Tableau 3). D’autre part, lorsqu’on prolonge le test de la
plaque chauffante, les souris ApoE2-KI méles (homozygotes) manifestent des latences de saut
supérieures a celles des animaux WT [F(2,24)=2.93, p=0.08, Fisher p<0.05 ApoE-KI vs WT]
(Tableau 3). Par ailleurs, le seuil de sensibilité aux chocs électriques n’est pas affecté chez les
souris ApoE2 quel que soit le genre; I’intensité minimale de choc induisant le secouement de
la patte, la vocalisation ou le saut est comparable entre les génotypes [Males : F(2,24)<0.93,

NS ; Femelles : F(2,21)<0.23, NS] (Tableau 3).

Conclusion

Les résultats de ces expériences montrent que les souris ApoE2 homozygotes et hétérozygotes
males ont une température corporelle supérieure a celles des animaux contrdles mais qui reste
dans les normes physiologiques. En dehors de cela, 1’état de santé général, les réflexes
neurologiques de base, les capacités motrices spécifiques et la sensibilité a la douleur ne sont

pas affectés chez les souris ApoE2 males et femelles.
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A
Wild-type ApoE2 +/- ApoE2
Tail Flick (s) 50+05 48+04 49+0.3
Premiere
Plaque Chauffante réaction 10.4 +0.7 105+0.5 10.3+0.7
(s)
Saut 1054 +11.4 1026+7.4 1369+ 129 *
Secouement 0.08 £ 0.00 0.08 £ 0.00 0.08 £0.00
Seuil de sensibiliteau /0 - Loion  020£005  025£006  0.15+0.04
choc électrique (mA)
Saut 0.45 +0.07 0.49 +0.09 0.35+0.08
B
Wild-type ApoE2 +/- ApoE2
Tail Flick (s) 47+0.2 41+03 42+04
Premiére
Plague Chauffante réaction 10.7+1.0 120+1.1 10.9+0.6
(s)
Saut 1474 +11.7 142.3 +10.6 146.1 + 13.2
Secouement 0.08 +0.00 0.08 + 0.00 0.08 +£0.00
Seuildesensibiliteau o povion  012£002 0154003  0.13+0.03
choc électrique (mA)
Saut 0.43 +0.10 0.54 +0.12 0.49+0.14

Tableau 3: Sensibilité a la douleur chez les ApoE2 males (A) et femelles (B). * p<0.05, vs

WT, test de Fisher.
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Il. Effets de la mutation ApoE2-KI sur la réactivité émotionnelle dans différentes

situations anxiogénes et de stress aigu

1. Test du champ ouvert ou open-field

Concernant 1’activité locomotrice chez les souris males (Fig. 12A), les 3 groupes présentent
un pic d’activité au début de la séance correspondant a I’exploration, puis le niveau d’activité
diminue au fur et a mesure que le test progresse et tend a se stabiliser a la fin de la période
exploratoire reflétant 1’habituation. L’activité locomotrice globale est comparable entre les
génotypes [F(2,24)=1.99, NS], mais évolue différemment en fonction des génotypes
[Interaction Génotype X Temps : F(10,120=3.15, p<0.01] ; I’activité locomotrice reste plus
élevée au fil du temps chez les souris ApoE2 homozygotes par comparaison aux WT,
suggérant un retard d’habituation chez les ApoE2 homozygotes males. Le nombre de
redressement est comparable entre les génotypes [F(2,24)=0.08, NS], bien que les souris
ApoE2 hétérozygotes et homozygotes tendent & avoir une activité verticale réduite en début
de séance (p=0.07) (Fig. 12B). Le pourcentage global de temps passé dans le centre differe
significativement entre les génotypes [F(2,24)=7.66, p<0.01]. En effet, les souris ApoE2
homozygotes males passent plus de temps dans le centre que les souris WT (p<0.01 SNK),
particulierement au fur et a mesure que le test progresse (Fig. 12C). Le nombre d’entrées dans
le centre est également plus élevé chez les souris ApoE2 homozygotes méles que chez les WT
[F(2,24)=4.20, p<0.05] (Tableau 4). Ceci suggére que les souris ApoE2 homozygotes males

seraient moins anxieuses.

Aussi chez les femelles, 1’activité locomotrice décroit au fil du temps chez les trois génotypes
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Figure 12: Activité locomotrice (A et D), nombre de redressements (B et E), et pourcentage

de temps passe dans le centre (C et F) de I’open-field chez les souris ApoE2 males et femelles.

* p<0.05, ** p< 0,01, vs WT, test de Fisher.

Wild-type ApOE2+/- ApoE2
Maéles 56.5+5.8 51.3+8.7 83.6+10.3*
Femelles 124.0+13.1 93.4+16.3 77.3+133*

Tableau 4: Nombre d’entrées dans le centre de 1’open-field chez les souris ApoE2 males et

femelles). * p<0.05, vs WT, test de Fisher.
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[F(5,105)=42.77, p<0.001 ; interaction Génotype X Temps : F(10,105)=1.00, NS]. D’autre
part, il y a un effet significatif du génotype [F(2,21)=3.51, p<0.05] ; les souris ApoE2
homozygotes et hétérozygotes étant significativement moins actives que les WT (p<0.05 SNK)
(Fig. 12D). Le nombre de redressements tend a étre plus faible chez les souris ApoE2
homozygotes et hétérozygotes [F(2(21)=2.53, p=0.10 ; p<0.05 Homozygotes vs WT Fischer].
Le nombre d’entrées et le pourcentage de temps passé dans le centre de 1I’open-field tendent a
différer entre les génotypes [F(2,21)=2.52, p=0.10] ; les souris ApoE2 homozygotes passant

globalement moins de temps dans le centre que les souris WT (p<0.05, Fischer).

En conclusion, les souris ApoE2 (homozygotes) males présenteraient un retard d’habituation,
alors que les ApoE2 femelles homozygotes et hétérozygotes seraient moins actives que les
WT. En plus de cela les souris ApoE2 homozygotes méles explorent plus le centre, et les
ApoE2 homozygotes femelles moins, ce qui laisserait penser que la mutation ApoE2 chez les
males aurait des effets anxiolytiques et chez les femelles des effets anxiogéniques. Toutefois,

ces effets pourraient aussi étre liés aux effets sur I’activité exploratoire.

2. Test du labyrinthe en croix surélevé

Chez les males, aucune différence n’a été observée entre les génotypes concernant le
pourcentage d’entrées (Fig. 13A), le pourcentage de temps et le nombre d’explorations du
vide (Fig. 13B) dans les bras ouverts [F(2,24)<0.81, NS]. Le nombre d’entrées dans les bras
fermés et le nombre de redressements sont eégalement comparables entre les genotypes
[F(2,24)<2.41, NS] (données non présentées). Il en est de méme pour les femelles ; aucune
différence n’a été détectée entre les génotypes pour I’ensemble des parameétres mesurés dans

ce test (Fig. 13 D et 13 E).
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Les résultats de ces expériences montrent que la mutation ApoE2-KI n’affecte pas I’anxiété

dans le test du labyrinthe en croix surélevé, ni chez les males ni chez les femelles.

3. Test des cages claire/obscure

Dans le test des cages claire/obscure (Fig. 13), aucune différence n’a été observée entre les
souris WT et les ApoE2 concernant le pourcentage de temps passé dans la cage éclairée (Fig.
13C et 13F), la latence d’entrée dans la cage éclairée et le nombre de transitions entre la cage
obscure et celle éclairée, et ceci aussi bien chez les males que chez les femelles, [Males :

F(2,24) <1.01, NS ; Femelles : [F(2,21) <0.96, NS].

Ces résultats montrent que la mutation ApoE2-KI n’affecte pas ’anxiété dans ce test.

4. Test de suspension caudale

La figure 14 résume les résultats obtenus dans ce test. On peut constater que la durée
d’immobilité est faible lors des 2 premiéres minutes du test et augmente significativement au
fil du temps [Males : F(2,48)=61.14, p<0.001 ; Femelles : F(2,42)=123.15, p<0.001],
montrant que les souris commencent d’abord par se débattre, puis rentrent progressivement
dans une phase de résignation. D’autre part, le profil d’immobilité est comparable entre les
génotypes quel que soit le sexe [Males : F(2,24)=1.66, NS ; Femelles : F(2,21)=0.22, NS]. De
méme, il n’y a pas de différence entre les souris WT et les ApoE2 concernant la latence de la
premiére immobilisation [Males : F(2,24)=0.91, NS ; Femelles : F(2,21)=1.31, NS]. Ces
résultats montrent que la mutation ApoE2-KI n’affecte pas non plus la susceptibilité a la

résignation chez les souris adultes.
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Figure 14: Durée d’immobilité et latence de la premiére immobilisation dans le test de

suspension caudale chez les souris ApoE2 males et femelles.
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I11. Effets de la mutation ApoE2-KI sur les fonctions cognitives

1. Filtrage sensorimoteur : RS et IRS

La figure 15 montre I’amplitude du sursaut et le pourcentage d’IRS en fonction de I’intensité
du stimulus acoustique. La réactivité de sursaut aux stimuli de faible intensité (prépulses)
augmente avec l’intensité du stimulus (65-90 dB), mais reste faible dans son ensemble. Par
ailleurs, il n’y a pas de différence entre les génotypes aussi bien chez les males que chez les
femelles [Males : F(2,24)=1.26, NS ; Femelles : F(2,21)=0.16, NS]. D’autre part, I’amplitude
de sursaut a un stimulus soudain de forte intensité tend a étre plus faible chez les souris
ApoE2 males, mais pas chez les femelles [Males : F(2,24)=2.54, p=0.10 ; Femelles :
F(2,21)=0.10, NS] (Fig. 15). Lorsque le stimulus puissant (110 dB) est précédé par un
prépulse de plus faible intensité (70-90 dB), I’amplitude de sursaut est réduite. Cette IRS
refléte le processus d’inhibition qui régule les informations sensorielles entrant vers le
cerveau permettant ainsi le traitement initial des informations. Le pourcentage d’IRS
augmente avec 1’intensité du prépulse quel que soit le génotype et le sexe (Fig. 15). Par
ailleurs, il n’a pas de différence entre les génotypes concernant I’IRS [Males : F(2,24)=1.02,

NS ; Femelles : F(2,21)=0.08, NS] (Fig. 15).

Ces résultats montrent que la réactivité de sursaut acoustique et le filtrage sensorimoteur ne

sont pas affectés par la mutation ApoE2 chez les souris adultes.

2. Mémoire de travail : test d’alternances spontanées dans un labyrinthe en Y

Aussi bien chez les méles que chez les femelles, le pourcentage d’alternances spontanées se

situe autour de 60%, i.e. bien au-dessus du hasard (22,3 %), et il n’y a pas de différence de
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Figure 15: Réactivité de sursaut acoustique et pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut

(%IRS) chez les souris ApoE2 males et femelles.
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performance entre les souris WT et ApoE2 [Males : F(2,24) = 0.56, NS ; Femelles : F(2,21) =

1.01, NS] (Fig. 16). Ceci montre que la mémoire de travail a court terme n’est pas affectée
chez les souris ApoE2 adultes. Le nombre de bras visités est également comparable entre les

souris WT et ApoE2 [Males : F(2,24)=1.09, NS ; Femelles : F(2,21)=0.47, NS] (non présenté).

3. Mémoire associative émotionnelle : test de peur conditionnée

Les figures 17 et 18 illustrent les résultats obtenus dans le test de peur émotionnelle
conditionnée, respectivement chez les males et les femelles. Le niveau d’activité de base lors
de I’habituation aux cages de conditionnement est comparables entre les génotypes chez les
femelles [F(2,21)=0.68, NS] (Fig. 17B), mais il est inférieur chez les souris ApoE2
hétérozygotes males (WT/KI) par rapport a celui des WT (p<0.05, Fisher ; ANOVA :
F(2,24)=4.11, p<0.05) (Fig. 17A). Lorsqu’ils sont réexposés au méme contexte 24 h apres le
conditionnement, les males et femelles des différent génotypes manifestent une diminution
significative et similaire de leur activité par rapport au niveau de base [Temps : F>91.90,
p<0.001 ; Génotype X Temps : F<0.51, NS] (Fig. 17A-17B), montrant que les animaux des 3
génotypes se rappellent du contexte dans lequel ils ont recu le choc. Par ailleurs, le
pourcentage de suppression d’activité dans le méme contexte est comparable entre les
génotypes [Males : F(2,24)=0.18, NS ; Femelles : F(2,21)=0.52, NS] (Fig. 17C et 17D),
montrant que la performance de mémoire contextuelle n’est pas affectée par la mutation
ApoE2 chez les souris adultes. Lorsque les souris sont placées dans un nouveau contexte, la
présentation du SC (son) seul induit chez les souris des 3 genotypes une réaction de peur
reflétée par une diminution significative de leur activité (Fig. 18A et 18B, indice 1 et 2). Le

pourcentage de suppression d’activité au SC est statistiquement comparable entre les
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Figure 19: Susceptibilité aux crises épileptiques induites par le pentylenetétrazole.
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génotypes [Males : F(2,24)=1.51, NS ; Femelles : F(2,21)=0.09, NS] (Fig. 18C et 18D),
montrant que la mémoire émotionnelle indicée n’est pas affectées chez les souris ApoE2

adultes.

IV. Effets de la mutation ApoE2-KI sur la susceptibilité aux crises épileptiques

Lorsque le PTZ est injecté aux souris par voie IP a la dose de 50 mg/kg, le pourcentage
d’animaux manifestant des myoclonies, des crises cloniques ou toniques est comparable entre
les souris WT et ApoE2, aussi bien chez les males que chez les femelles [¢?<2.06, NS] (Fig.
19). La latence des crises clonico-tonique est également comparable entre les génotypes

[F<1.08, NS] (Fig. 19).

Ceci suggere que la mutation ApoE2-KI n’affecte pas la susceptibilité aux crises induites par

le PTZ chez les souris adultes.

Conclusion

Les souris ApoE2 males et femelles aussi bien homozygotes qu’hétérozygotes ont une activité
circadienne normale, un niveau d’activité spontanée ainsi que des consommations d’eau et de
nourriture comparables a ceux des animaux contrdles, lors d’un cycle complet jour-nuit.
Toutefois, les souris ApoE2 femelles homozygotes et hétérozygotes seraient moins actives
que les WT dans le test de 1’open-field. Ceci concorde avec les données des premiéres heures
de test dans les cages d’actimétrie. D’autre part, les souris ApoE2 homozygotes et
hétérozygotes males ont une température rectale supérieure a celles des animaux contréles
mais qui reste dans les normes physiologiques. En dehors de cela, 1’état de santé général, les

réflexes neurologiques de base, les capacités motrices spécifiques, la sensibilité a la douleur,
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et la susceptibilité aux crises induites par le PTZ ne sont pas affectés chez les souris ApoE2
males et femelles. L’analyse des comportements émotionnels montrent que la mutation
ApoE2-KI n’affecte pas la susceptibilité a la résignation dans le test de suspension caudal, et
I’anxiété dans le test des cages claire/obscure et celui du labyrinthe en croix surélevé. Dans le
test de I’open-field, les souris ApoE2 homozygotes males explorent plus le centre, et les
ApoE2 femelles moins, ce qui laisserait penser que la mutation ApoE2 chez les males aurait
des effets anxiolytiques et chez les femelles des effets anxiogéniques. Ces effets pourraient
aussi étre liés aux effets sur 1’activité exploratoire. En ce qui concerne les capacités cognitives,
les souris ApoE2 males présenteraient un retard d’habituation mesuré dans 1’open-field.
D’autre part, le filtrage sensorimoteur, la mémoire de travail, et la performance de mémoire
émotionnelle contextuelle et indicée ne sont pas affectée par la mutation ApoE2 chez les

souris adultes.
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Figure 20: Activité locomotrice (A, B et C) et nombre de redressements (D, E et F) chez les

souris ApoE3 males. A et D) lors de I’habituation ; B et E) lors de la phase nocturne ; C et F)

lors de la

phase diurne.
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B. Phénotypage comportemental des souris ApoE3 males et femelles

adultes

Pour chacun des deux sexes, 3 groupes de souris agées de 5-6 mois ont été utilisés. Un groupe
WT, un groupe hétérozygote pour la mutation ApoE3 (ApoE3-WT/KI) et un groupe

homozygote pour la mutation ApoE3 (ApoE3-KI) (n=8-11 animaux par groupe et par sexe).

I. Effets de la mutation ApoE3-KI sur P’état général, Pactivité circadienne et les

capacités sensorimotrices

1. Activité circadienne

Aussi bien chez les males que chez les femelles, les courbes représentant I’activité
locomotrice, le nombre de redressement et les consommations d’eau et de nourriture ont des
profils d’évolution comparables a ceux déja décrits précédemment, avec la présence des 3
phases caractéristiques, 1’habituation, la phase nocturne et la phase diurne (données non

présentées).

Par ailleurs, il n’y a pas de différences entre les souris WT et les souris ApoE3 males
concernant le niveau d’activité locomotrice (Fig. 20 A, B et C) et celui du nombre de
redressement (Fig. 20D, E et F)), ni pour I’activité totale, ni pour celles des différentes phases
du cycle [F(2,24)<1.50, NS]. L’activité locomotrice et le nombre de redressement sont

également comparables entre les souris WT et ApoE3 femelles (données non présentées).

Aussi bien chez les méles que chez les femelles, la consommation d’eau est comparable entre
les génotypes [F(2,24)<1.03, NS] (Fig. 21), mais les souris ApoE3 homozygotes femelles

tendent a consommer plus de nourriture que les souris WT [F(2.25)=2.42, p=0.11,
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Figure 21: Consommation d’eau et de nourriture chez les souris ApoE3 males et femelles.
*p<0.05 vs WT, Fisher.
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p<0.04 Fischer].

En conclusion, les résultats de cette expérience montrent que les souris ApoE3 adultes males
et femelles ne présentent pas de trouble du rythme circadien, et manifestent un niveau
d’activité exploratoire comparable a celui des WT. Par ailleurs, les souris ApoE3

homozygotes femelles tendent a manger plus.

2. Evaluation de I’état général et des fonctions sensori-motrices :

Observations cliniques et capacités motrices

Les souris ApoE3 homozygotes et hétérozygotes femelles ont une température rectale
significativement inférieure a celle des souris WT [Male : F(2,24)=0.11, NS ; Femelles
F(2,25)=4.54, p<0.05, p<0.05 vs WT, Fisher] (Table 5). En dehors de cela, les souris ApoE3
males et femelles ont un poids comparable a celui des animaux WT [Males : F(2,24) = 1.11,
NS ; Femelles : F(2,25)=1.50, NS], et ne présentent aucune anomalie apparente ni en ce qui
concerne l’aspect physique général ni en ce qui concerne les capacités sensorielles ou
vestibulaires. L’évaluation des capacités motrices spécifiques a montré que le temps de
maintien sur le rotarod est comparable entre les génotypes aussi bien pour les males
[F(2,24)=0.65, NS] que pour les femelles [F(2,25)=0.73, NS] (Table 5). D’autre part, la force
d’agrippement tend a étre inférieure chez les souris ApOE3 hétérozygotes maéles
[F(2,24)=2.79, p=0.08], et supérieure chez les souris ApoE3 hétérozygotes femelles
[F(2,25)=2.87, p=0.08] par rapport a celle de leurs WT respectifs (p<0.05 Fischer). Les

données du test de reflexe de traction chez les méles ne sont pas exploitables.
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A
Wild-type ApoE3 +/- ApoE3
Poids corporel (g) 26.4+0.8 27.5+0.7 27.9+0.7
Température rectale (°C) 37.0+0.2 36.9+0.1 36.9+0.1
Rotarod accéléré (s) 109.7+4.0 136.3+23.9 129.9+15.0

Réflexe de traction (s)

Non exploitable Non exploitable Non exploitable

Force dagrippement 9304 84+02* 9.1+03
B
Wild-type ApoE3 +/- ApoE3

Poids corporel (g) 21.4+0.5 209+04 22.0+0.5
Température rectale (°C) 37.31£0.2 36.7+0.1* 36.7+£02*
Rotarod accélereé (s) 180.0+ 154 190.2 £11.7 164.6 £ 18.6
Reéflexe de traction (s) 26+04 1.7+0.2 21+0.3

9.3+04 106+04* 9.7+04

Force d’agrippement

Tableau 5: Etat général et capacités motrices chez les ApoE3 males (A) et femelles (B).

*p<0.05 vs WT, test de Fisher.
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Sensibilité a la douleur

Chez les femelles, mais pas chez les méles, la latence de retrait de la queue dans le test du tail
flick differe significativement entre les génotypes [Males : F(2,24)=0.58, NS ; Femelles :
F(2,25)=5.50, p<0.05] ; les souris ApoE3 homozygotes femelles présentant des latences
significativement supérieures a celles des animaux WT (p<0.01 Fisher ; Table 6B). Les
latences de saut pour échapper a un stimulus douloureux dans le test de la plaque chauffante
sont également plus élevées chez les souris ApoE3 homozygotes femelles [Males :
F(2,24)=2.54, NS ; Femelles : F(2,25)=4.96, p<0.05 ; p<0.0 vs WT, Fisher] (Table 6A). Par
ailleurs, le seuil de sensibilité aux chocs électriques n’est pas affecté¢ chez les souris ApoE3
quel que soit le sexe; I’intensité minimale de choc induisant le secouement de la patte, la
vocalisation ou le saut sont comparables entre les génotypes [Males : F(2,24)<1.85, NS ;

Femelles : F(2,25)<0.63, NS] (Table 6).

Ces résultats suggerent que la sensibilité a la douleur est réduite chez les souris ApoE3

homozygotes femelles.

Conclusion

Les résultats de ces expériences montrent que 1’état de santé général, les réflexes
neurologiques de base, la coordination motrice et la force musculaire ne sont pas affectés chez
les souris ApoE3 males et femelles. D’autre part, les souris ApoE3 hétérozygotes et
homozygotes femelles ont une température rectale inférieure a celles des animaux WT, et les
souris ApoE3 homozygotes femelles seraient moins sensibles a la douleur thermique mesurée

dans les tests du tail flick et de la plague chauffante.
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A
Wild-type ApoE3 +/- ApoE3
Tail Flick (s) 51+0.3 4.7+0.3 5.1+0.3
Premiére
Plaque Chauffante éaction 9.4+0.6 86+04 8.8+0.6
(s)
Saut 1325+ 165 925+6.1 122.7+12.1
Secouement 0.08 £0.00 0.08 £0.00 0.08 £0.00
Seuil de sensibilitéau /o ioton  014+004  012£002  0.19+0.02
choc électrique (mA)
Saut 0.48 +0.09 0.36 +0.03 0.49 +0.08
B
Wild-type ApoE3 +/- ApoE3
Tail Flick (s) 3.6+0.2 41+0.2 45+0.2**
Premiére
Plague Chauffante éaction 111+10 10.2+05 116+1.0
(s)
Saut 116.2+11.4 1076 +8.0 1524+ 125 *
Secouement 0.08 £0.00 0.08 £ 0.00 0.08 £0.00
Seuil desensibiliteau o iootion 016£003  014£003  0.18+0.03
choc électrique (MmA)
Saut 0.61+0.13 0.65+0.12 0.47+0.12

Tableau 6: Sensibilite a la douleur chez les ApoE3 males (A) et femelles (B). * p<0.05, vs

WT, test de Fisher.
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I1. Effets de la mutation ApoE3-KI sur la réactivité émotionnelle dans différentes

situations anxiogénes et de stress aigu

1. Test du champ ouvert ou open-field

Chez les méles, les trois génotypes ont une activité locomotrice plus élevée au début de la
séance correspondant a 1’exploration, puis celle-ci diminue au fur et a mesure que le test
progresse reflétant 1’habituation. Par ailleurs, il n’y a pas de différence entre les souris WT et
ApoE3 males [F(2,24)=0.34, NS] (Fig. 22A). Le nombre de redressements est également
comparable entre les génotypes [F(2,24)=0.72, NS] (Fig. 22B). D’autre part, le nombre
d’entrées dans le centre est significativement plus élevé [F(2,24)=3.38, p=0.05 ; p<0.05 vs
WT, Fisher] et le pourcentage global de temps passé dans le centre est Iégerement plus élevé
(p=0.06, vs WT, Fisher) chez les souris ApoE3 homozygotes males par rapport au souris WT
(Fig. 22C, Table 7). Chez les femelles, I’activité locomotrice, le nombre de redressements, le
pourcentage du temps passé dans le centre (Fig. 22D, 22E et 22F) et le nombre d’entrées dans
le centre (Tableau 7) sont comparables entre les souris WT et ApoE3 femelles adultes

[F(2,25)<0.89, NS].

Les résultats de cette expérience montrent que I’activité exploratoire dans 1’open-field n’est
pas affectée chez les souris ApoE3 males et femelles adultes. Toutefois, les souris ApoE3

homozygotes males auraient tendance a étre moins anxieuses dans ce test.

2. Test du labyrinthe en croix surélevé

Chez les males, aucune différence n’a été observée entre les souris WT et ApoE3 concernant

le pourcentage d’entrées, le pourcentage de temps et le nombre d’explorations du vide dans
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Figure 22: Activité locomotrice (A et D), nombre de redressements (B et E), et pourcentage
de temps passé dans le centre (C et F) de I’open-field chez les souris ApoE3 males et femelles.

Wild-type ApoE3+/- ApoE3
Males 38.3+4.4 53.9+5.3 61.1+7.4%*
Femelles 63.9+6.2 73.8+6.5 69.9 + 10.8

Tableau 7: Nombre d’entrées dans le centre de I’open-field chez les souris ApoE3 méles et
femelles). * p<0.05, vs WT, test de Fisher.
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Figure 23: Pourcentage d’entrées dans les bras ouverts (A et D) et nombre d’explorations du
vide (B et E) dans le test du labyrinthe en croix surélevé, et pourcentage de temps passé dans
la cage éclairée dans le test des cages claire/obscure (C et F) chez les souris ApoE3 males et

femelles.
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les bras ouverts [F(2,24)<0.28, NS] (Fig. 23A et 23B). Le nombre d’entrées dans les bras
fermés et le nombre de redressements sont également comparables entre les genotypes
[F(2,24)<1.73, NS] (non présentés). Il en est de méme pour les femelles ; aucune différence

n’a été détectée entre les génotypes pour I’ensemble des parametres mesurés dans ce test (Fig.

23D et 23E).

Les résultats de ces expériences montrent que la mutation ApoE3-KI n’affecte pas 1’anxiété
dans le test du labyrinthe en croix surélevé, ni chez les males ni chez les femelles a 1’age

adulte.

3. Test des cages claire/obscure

Aussi bien chez les males que chez les femelles, aucune différence n’a été observée entre les
souris WT et ApoE3 concernant le pourcentage de temps passé dans la cage éclairée [Males :
F(2,24) < 0.06, NS ; Femelles : [F(2,25) < 1.56, NS] (Fig. 23C et 23F). Les nombres de
transitions entre les cages obscure et éclairée sont également comparables entre les génotypes,
mais la latence d’entrée dans la cage éclairée chez les femelles est significativement plus
élevée chez les ApoE3 homozygotes que celles hétérozygotes [Males : F(2,24) = 1.00, NS ;
Femelles : [F(2,25) = 3.77, p<0.05 hétérozygotes vs homozygotes] (non présentés). Cette
différence est essentiellement due au fait que 3 femelles ApoE3 homozygotes ne soient pas

entrées dans la cage éclairée.

Excepté la différence concernant la latence d’entrée dans la cage éclairée qui est plus élevée
chez les souris ApoE3 homozygotes femelles que celles hétérozygotes, les résultats de cette
expeérience suggérent que la mutation ApoE3-KI n’affecte pas de fagon évidente I’anxiété

dans ce test.
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Figure 24: Durée d’immobilité et latence de la premiére immobilisation dans le test de

suspension caudale chez les souris ApoE3 maéles et femelles.
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Figure 25: Réactivité de sursaut acoustique et pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut
(%IRS) chez les souris ApoE3 maéles et femelles. *<0.05 vs WT, test de Fisher.
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Figure 26: Pourcentage d’alternances spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les

souris ApoE3 males et femelles
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4. Test de suspension caudale

On peut constater que la durée d’immobilité est comparable entre les génotypes quel que soit
le sexe [Males : F(2,24)=0.32, NS ; Femelles : F(2,25)=0.15, NS] (Fig. 24)). De méme, il n’y
a pas de différence entre les souris WT et ApoE3 concernant la latence de premiére
immobilisation [Males : F(2,24)=1.50, NS ; Femelles : F(2,26)=2.08, NS] (Fig. 24). Ces
résultats montrent que la mutation ApoE3-KI n’affecte pas la susceptibilité a la résignation

chez les souris adultes.

I1l. Effets de la mutation ApoE3-KI sur les fonctions cognitives

1. Filtrage sensorimoteur : RS et IRS

La figure 25 montre I’amplitude du sursaut et le pourcentage d’IRS en fonction de I’intensité
du stimulus acoustique. La réactivité de sursaut aux stimuli de faible intensité (65-90 dB), est
comparable entre les génotypes aussi bien chez les males que chez les femelles [Males :
F(2,24)=0.01, NS ; Femelles : F(2,25)=0.11, NS]. D’autre part, ’amplitude de sursaut a un
stimulus soudain de forte intensité tend a étre plus élevée chez les souris ApoE3 femelles
[Males : F(2,24)=1.64, NS ; Femelles : F(2,25)=2.54, p=0.10 ; p<0.05 Fisher]. Lorsque le
stimulus sursautant (110 dB) est précédé par un prépulse de plus faible intensité (70-90 dB),
le pourcentage d’IRS augmente avec I’intensité du prépulse quel que soit le genotype et le
sexe (Fig. 25). Par ailleurs, il n’y a pas de différence entre les génotypes concernant I’IRS

[Males : F(2,24)=0.40, NS ; Femelles : F(2,25)=0.35, NS] (Fig. 25).

Les résultats de cette expérience montrent que I’amplitude de sursaut est légérement plus

¢levée chez les souris ApoE3 homozygotes femelles. Le filtrage sensorimoteur n’est pas
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Figure 27: Activité lors de I’habituation aux cages de conditionnement et lors du test au
contexte (A chez les males, et B chez les femelles), et pourcentage de suppression d’activité
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Fisher.
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affecté par la mutation ApoE3 chez les souris adultes males et femelles.

2. Mémoire de travail : test d’alternances spontanées dans un labyrinthe en Y

Il n’y a pas de difféerence entre les souris WT et ApoE3 concernant le pourcentage
d’alternances spontanées [Males : F(2,23)=1.67, NS ; Femelles : F(2,25)=0.69, NS] (Fig. 26).
Le nombre de bras visités est également comparable entre les génotypes [Males :
F(2,23)=0.35, NS ; Femelles : F(2,25)=0.07, NS] (non présentés). Ces résultats suggerent que
la mutation ApoE3-KI n’affecte pas la performance de mémoire de travail chez les souris

males et femelles adultes.

3. Mémoire associative émotionnelle : test de peur conditionnée

Le niveau d’activité de base lors de I’habituation aux cages de conditionnement est
significativement plus élevé chez les souris ApoE3 homozygotes et hétérozygotes males par
rapport a celui des WT du méme sexe [F(2,24)=8.84, p<0.01, p<0.05 SNK] (Fig. 27A), mais
il est comparable entre les génotypes chez les femelles [F(2,25)=0.01, NS] (Fig. 27B).
Lorsqu’ils sont réexposés au méme contexte 24 h apres le conditionnement, les méles et
femelles des différents génotypes se rappellent du contexte dans lequel ils ont recu le choc,
manifestant une diminution significative de leur activité par rapport au niveau de base
[Temps : F>64.45, p<0.001 ; Génotype X Temps : F<2.37, NS] (Fig. 27C et 27D). Par ailleurs,
le pourcentage de suppression d’activité dans le méme contexte est comparable entre les
génotypes [Males : F(2,24)=0.72, NS ; Femelles : F(2,25)=0.62, NS], montrant que la
performance de mémoire contextuelle n’est pas affectée par la mutation ApoE3 chez les
souris adultes. Lorsque les souris sont placées dans un nouveau contexte, le pourcentage de

suppression d’activité au SC est comparable entre les génotypes [Males : F(2,24)=1.77, NS ;

104



Premiére Partie : Phénotypage comportemental

Femelles : F(2,25)=0.70, NS] (données non présentées), montrant que la mémoire

émotionnelle indicée n’est pas affectées chez les souris ApoE3 adultes.

IV. Effets de la mutation ApoE3-KI sur la susceptibilité aux crises épileptiques

Lorsque le PTZ est injecté aux souris par voie IP a la dose de 50 mg/kg, le pourcentage
d’animaux manifestant des myoclonies, des crises cloniques ou toniques est comparable entre
les souris WT et ApoE3, aussi bien chez les méles que chez les femelles [¥*<1.51, NS]
(données no présentées). La latence des crises clonico-tonique est également comparable entre
les génotypes [F<1.17, NS] (données non présentées). Ceci suggere que la mutation ApoE3-
KI n’affecte pas la susceptibilité aux crises induites par le PTZ chez les souris males et

femelles adultes.

Conclusion

Les souris ApoE3 adultes méales et femelles ne présentent pas de trouble du rythme circadien,
et manifestent un niveau d’activité comparable a celui des WT. Par ailleurs, les souris ApoE3
homozygotes femelles tendent & manger plus. Les réflexes neurologiques de base, la
coordination motrice et la force musculaire ne sont pas affectées chez les souris ApoE3 méles
et femelles. D’autre part, les souris ApoE3 hétérozygotes et homozygotes femelles ont une
température rectale inférieure a celles des animaux WT, et les souris ApoE3 homozygotes
femelles seraient moins sensibles a la douleur thermique mesurée dans les tests du tail flick et
de la plaque chauffante. L’amplitude de sursaut acoustique est également légérement plus
élevée chez les souris ApoE3 homozygotes femelles. L’analyse des comportements
émotionnels montre que les souris ApoE3 homozygotes méales adultes auraient tendance a étre

moins anxieuses dans le test d’open-field. Par ailleurs, la mutation ApoE3-KI n’affecte ni
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I’anxiété dans le test des cages claire/obscure et dans celui du labyrinthe en croix surélevé, ni
la susceptibilité a la résignation dans le test de suspension caudale. En ce qui concerne les
capacités cognitives, le filtrage sensorimoteur, la mémoire de travail, et la performance de
mémoire émotionnelle contextuelle et indicée, ils ne sont pas affectés chez les souris ApoE3
males et femelles. Enfin, la mutation ApoE3-KI n’affecte pas la susceptibilité aux crises

épileptiques dans nos conditions expérimentales.
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Figure 28: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE4 males. A)
Evolution de I’activité locomotrice lors des 32h de test ; B) Activité locomotrice totale lors de
I’habituation ; C) lors de la phase nocturne ; D) lors de la phase diurne; E) Nombre de
redressements lors de 1’habituation, F) lors de la phase nocturne ; G) lors de la phase diurne.

*p<0.05 vs WT, test t de Student.
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Phénotypage comportemental des souris ApoE4 males et femelles

La caractérisation des éventuels effets comportementaux de la mutation ApoE4-KI a été
réalisée chez des souris males et femelles d’une part a I’age adulte (3-5 mois) et d’autre part

chez des souris agées d’un an et demi (1,5 ans).

A. Effets de Ila mutation ApoE4-KI sur les performances

comportementales chez les souris males et femelles adultes

Un groupe de souris WT et un groupe de souris ApoE4 homozygotes pour la mutation ont été
utilisés pour chacun des deux sexes (n=7-12 souris par sexe et par génotype). Nous n’avons

pas pu avoir une cohorte appropriée de souris hétérozygotes.

I. Effets de la mutation ApoE4-KI sur I’état général, Pactivité circadienne et les

capacités sensorimotrices

1. Activité circadienne

Comme on peut le constater sur les courbes représentant 1’activité locomotrice (Fig. 28A-D)
et le nombre de redressements (Fig. 28E-G) chez les males, les groupes WT et ApoE4
montrent un niveau d’activité élevé durant la premiere heure de test correspondant a la phase
initiale d’exploration du nouvel environnement, qui décroit progressivement et
significativement jusque vers la fin de cette phase, appelée phase d’habituation
[F(6,90)>84.29, p<0.001]. Par ailleurs, le profil et les niveaux d’activités lors de la phase
d’habituation sont comparables entre les deux groupes de souris pour ’activité et le nombre

de redressements [t15< 0.21, NS], (Fig. 28A, 28B et 28E). De¢s le début de la phase nocturne

108



Premiére Partie : Phénotypage comportemental

800 -
600 -
400

ol |

1000 Habituation

Activité locomotrice

\N’(

1000

500 -

Nb de redressements

WT

po

&

1500 - Habituation

ApoE4

1000 -
800
600 -
400 -
200 -

1500 -

1000 -

500 -

Nuit

Nuit

1000 Jour
1 800 -
600 -
400 A
200 - *
. 04 [ ]
< A
\\! P@o?/
1500 - Jour
1000 -
500 - «
oo— ]
T 1 O 1 1
ApoE4 WT ApoE 4

WT

Figure 29: Activité locomotrice (A, B et C) et nombre de redressements (D, E et F) chez les

souris ApoE4 femelles. A et D) lors de I’habituation, B et E) lors de la phase nocturne, C et F)

lors de la phase diurne. *p<0.05 vs WT, test t de Student.
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(19h), ces deux parameétres voient leur activité augmenter de maniére identique pour nos deux
groupes, montrant une activité intense durant le début de cette phase nocturne perdurant
quelques heures avant de décroitre progressivement jusqu’a atteindre un niveau faible et
constant lors de la phase diurne. On peut cependant remarquer que 1’activité locomotrice (Fig.
28A) ainsi que le nombre de redressement des souris ApoE4 (Fig.28F) décroissent plus
rapidement durant la phase nocturne, étant significativement plus bas entre 23h et 6h du matin
[t15<-2.22, p<0.05], offrant une différence presque significative sur les mesures globales de
ces activités nocturnes (activité locomotrice [F(1,15)=4.36, p=0.054] et redressements
[F(1,15)=3.24 p=0.09]. L’ activité locomotrice et le nombre de redressements sont également
plus bas chez les souris ApoE4 males adultes que chez les souris WT sur la globalité de la

phase diurne, [F(1,15)>6.20, p<0.05] (Fig. 28D et 28G).

Chez les femelles, 1’activité locomotrice et le nombre de redressements sont similaires entre
les deux génotypes lors des phases d’habituation (Fig. 29A et 29D) et de nuit (Fig. 29B et 29E)
[t19<1.57, NS], mais sont significativement plus élevés chez les souris ApoE4 par rapport aux

souris WT durant la phase de jour [t19>2.154, p<0.05] (Fig. 29C et 29F).

La consommation d’eau est comparable entre les souris WT et ApoE4 aussi bien chez les
males que chez les femelles adultes (t15= 0.98, NS), celle de nourriture tend a étre plus élevée
chez les souris ApoE4 males que chez les souris WT (t15=1.87, p=0.08) (données non

présentées).

En conclusion, les résultats de cette expérience montrent que les souris ApoE4 males et
femelles adultes ont un niveau d’habituation normal. D’autre part les souris ApoE4 males sont

moins actives que les WT lors des phases nocturne et diurne, alors que les ApoE4 femelles
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A
Wild-type ApoEA
Poids Corporel (9) 29,89+0,71 28,81 £0,94
Température Rectale (°C) 3743+0,31 36,95 £ 0,27
Rotarod accéléreé (s) 169,05+ 15,72 185,33+ 1453
Réflexe de traction (S) 15,06 £ 5,10 12,85+2,73
Force d'agrippement 7,93+0,23 7,90 £0,33
B
Wild-type ApoE4
Poids Corporel (9) 21,74 +0,59 21,73 0,37
Température Rectale (°C) 36,44+ 0,16 36,36 £ 0,11
Rotarod accélére (s) 170,70 £ 14,00 180,97 £ 10,63
Réflexe de traction () 7,93+2,9 10,09 £ 3,65
Force d'agrippement 9431028 8,93 £0,23

Tableau 8: Etat général et capacités motrices chez les souris ApoE4 males (A) et femelles (B).
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manifestent une augmentation de 1’activité lors de la phase diurne.

2. Evaluation de I’état général et des fonctions sensori-motrices

Observations cliniques et capacités motrices

Les observations cliniques n’ont révélé aucune différence entre les souris ApoE4 et WT, que
ce soit pour les méles ou les femelles, concernant les températures rectales et le poids [males
(t15<1.15, NS) et femelles (t19<0.46, NS)] (Tableau 8). De plus, aucune anomalie apparente
concernant I’aspect physique général ainsi que les capacités sensorielles ou vestibulaires n’a
été observée. Concernant 1’évaluation des capacités motrices spécifiques, la force
d’agrippement, la latence pour se raccrocher au fil dans le test du réflexe de traction, ainsi que
le temps de maintien sur le rotarod, ils sont similaires pour les deux groupes de souris WT et
ApoE4, aussi bien chez les males (t15<0.75, NS) que les femelles (t19<1.39, NS) (Tableau 8).
Ceci montre que la force musculaire et la coordination motrice ne sont pas affectées chez les

souris ApoE4 males et femelles adultes.

Sensibilité a la douleur

Aussi bien dans le test de retrait de la queue que celui de la plaque chauffante, la latence de la
premiere réaction a un stimulus douloureux de haute température est comparable entre les
souris WT et ApoE4, aussi bien chez les males que chez les femelles [Males : (t15<1.14, NS ;
Femelles : t19<0.84, NS) (Tableau 9). De la méme facon, lorsqu’on prolonge le test de la
plaque chauffante, les latences de saut observees sont similaires chez les souris WT et ApoE4
aussi bien chez les males (t15<1.11, NS) que chez les femelles (t19<0.24, NS) (Tableau 9).

De plus, le seuil de sensibilité aux chocs électriques n’est pas affecté chez les souris ApoE4
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A
Wild-type ApoE4
Tail Flick () 303+0,44 330+0,22
Plague Chauffants (5) Premiere réaction 921+047 10,24 £ 0,67
Saut 86,34 £ 9,67 103,72+ 11,24
_ o o Secouement 0,08+0,00 0,08+0,00
Seuil de sen3|blll(m;1 choc électrique Vocalisation 026003 026001
Saut 1,00+ 0,00 0,95+0,03
B
Wild-type ApoE4
Tail Flick (s) 38310,21 377021
Premiére réaction 942+057 10,29+ 0,79
Plaque Chauffante (s)
Saut 98,66 + 12,91 102,14+ 7,82
_ . o Secouement 0,08+0,00 0,08+0,00
Seuil de senmbﬂg}eﬁz;] choc électrique Vocalisation 012+0,0L 0124001
Saut 1+0,00 0,99+0,01

Tableau 9: Sensibilité a la douleur chez les souris ApoE4 males (A) et femelles (B).

113



Premiére Partie : Phénotypage comportemental

quel que soit le sexe; I’intensité minimale de choc induisant le secouement de la patte, la
vocalisation ou le saut sont comparables entre les génotypes (Males : t15<1.541, NS;

Femelles : t19<0.86, NS) (Tableau 9).

Conclusion

Les résultats de ces expériences montrent que les souris ApoE4 méles et femelles adultes ne
présentent pas de modification notable de leur état de santé général, des réflexes

neurologiques de base, des capacités motrices spécifiques ou de leur sensibilité a la douleur.

Il. Effets de la mutation ApoE4-KI sur la réactivité émotionnelle dans différentes

situations anxiogénes et de stress aigu

1. Test du champ ouvert ou open-field

Aussi bien chez les males que chez les femelles, 1’activité locomotrice et le nombre de
redressements sont comparables entre souris WT et ApoE4 adultes [t<0.71, NS] (Fig. 30A,
30B, 30D et 30E). Le temps d’exploration de la partie centrale de 1’open-field est également
comparable entre les souris WT et ApoE4 males adultes (t15<0.34) (Fig. 30C et tableau 10).
Chez les femelles, le pourcentage de temps passé dans le centre de 1’aréne et le nombre
d’entrées dans le centre tendent a étre plus élevés chez les souris ApoE4 par rapport aux
souris WT (0.5<p<0.10) (Fig. 30F et tableau 10), suggérant que les souris ApoE4 femelles

adultes ont tendance a étre moins anxieuses dans ce test.

2. Test du labyrinthe en croix surélevé

Chez les males, les pourcentages d’entrées et de temps dans les bras ouverts (Fig. 31A-B)

ainsi que le nombre d’explorations du vide sont comparables entre les génotypes (t15<1.19,
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Figure 30: Activité locomotrice (A et D), nombre de redressements (B et E), et pourcentage
de temps passé dans le centre (C et F) de I’open-field chez les souris ApoE4 males et femelles.

Wild-type ApoE4
Males 95.9+11.2 90.0+£11.38
Femelles 84.1+14.1 1150+11.2

Tableau 10: Nombre d’entrées dans le centre de 1’open-field chez les souris ApoE4 méles et
femelles
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NS). En revanche, les souris ApoE4 femelles, passent significativement moins de temps dans
les bras ouverts que les souris WT (t19=2.56, p<0.01) (Fig. 31F). Le pourcentage d’entrées
dans les bras ouverts est également plus faible chez les souris ApoE4 femelles bien que la
différence par rapport aux souris WT ne soit pas significative. Ces résultats suggerent que les
souris ApoE4 femelles adultes seraient plus anxieuses vis-a-vis du vide. Les nombres
d’entrées dans les bras fermés et les nombres de redressement sont comparables entre les

souris WT et ApoE4 males et femelles (données non présentées).

3. Test de la cage claire/obscure

Dans le test des cages claire/obscure, les souris ApoE4 males ont un pourcentage de temps
dans la zone claire (Fig. 31C) et un nombre de transitions d’une zone a [’autre
significativement plus élevés, ainsi qu’une latence d’entrée significativement inférieure dans
la zone claire (Fig. 31D) que les souris WT (t15>2.64, p<0.05). Ces résultats montrent
clairement que les souris ApoE4 males adultes ont moins d’appréhension vis-a-vis de la zone
fortement éclairée. Cependant, ce résultat est a considérer avec précaution, les valeurs
observées du pourcentage de temps pour les souris WT étant anormalement basses pour
I’ensemble du groupe. Chez les femelles, le pourcentage de temps passé¢ dans la zone
fortement éclairée, la latence avant la premiere entrée dans la zone claire et le nombre de
transitions d’une zone a 1’autre sont similaires entre les deux génotypes (t18 < 0.38, NS) (Fig.

31G-H).

4. Test de la suspension caudale

Aussi bien chez les males que chez les femelles, il n’y a pas de différence entre les souris WT

et ApoE4 concernant la durée d’immobilité et la latence d’immobilisation (t<0.94, NS)
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Figure 31: Pourcentage d’entrées (A et E) et pourcentage de temps (B et F) dans les bras
ouverts dans le test du labyrinthe en croix surélevé ; et pourcentage de temps passé dans la
cage éclairée (C et G) et latence d’entrée (D et H) dans le test des cages claire/obscure chez

les souris ApoE4 males et femelles adultes.
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Figure 32: Pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut (%IRS) chez les souris ApoE4
males et femelles.
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Figure 33: Pourcentage d’alternance spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les souris

ApoE4 maéles et femelles.
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(données non présentées). Ceci montre que la mutation ApoE4-KI n’affecte pas la

susceptibilité a la résignation chez les souris males et femelles adultes.

I11. Effets de la mutation ApoE4-KI sur les fonctions cognitives

1. Filtrage sensorimoteur : RS et IRS

Aussi bien chez les males que chez les femelles, I’amplitude de sursaut acoustique est
comparable entre les souris WT et ApoE4 pour I’ensemble des stimuli incluant le stimulus
induisant un sursaut (110dB) (données non présentées). Lorsque le stimulus ST110 est
précédé par des prépulses de plus faible intensité, le pourcentage d’IRS est également
comparable entre les souris WT et ApoE4 males et femelles [F<1,17, NS] (Fig. 32). Ces
résultats montrent que la mutation ApoE4-KI n’affecte ni le réflexe de sursaut ni le filtrage

sensorimoteur chez les souris males et femelles adultes.

2. Test du labyrintheen 'Y

Il n’y a pas de différence entre les souris WT et ApoE4 concernant le pourcentage
d’alternances spontanées [Males : t;5=0.28, NS, Femelles : t;9=0.28, NS] (Fig. 33), montrant
que la mémoire de travail n’est pas affectée par la mutation ApoE4-KI. De plus, I’activité
locomotrice des souris, représentée par le nombre de bras visités durant le test, ainsi que la
latence de sortie du bras de départ sont eux aussi similaires entre les deux génotypes aussi

bien chez les méles que chez les femelles (t<1.05, NS).

3. Test de la piscine de Morris

Lorsque les animaux sont entraineés pour atteindre une plateforme cachée en utilisant les

indices muraux extra-labyrinthe, la latence (Fig. 34A et 34D) et la distance parcourue pour
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Figure 34: A et D) Evolution des latences pour atteindre la plateforme cachée lors de

I’apprentissage dans le test de la piscine chez les souris ApoE4. B et E) Pourcentage de temps

passe dans chacun des quadrants de la piscine lors de I’essai test. C et F) Nombre de passages

lors de I’essai test a I’emplacement ou se trouvait la plateforme lors de I’apprentissage.
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trouver la plateforme diminuent au fur et a mesure des séances d’entrainement chez les
souris WT et ApoE4 [Males : F(4,60)>23.30, p<0.001 ; Femelles : F(4,76) >24.10, p<0.001].
Par ailleurs, il n’y a pas de différence entre les souris WT et ApoE4 pour ces parametres
[Méles : F(1,15)<0.20, NS ; Femelles : F(1,19)<1.33, NS]. Lorsque la plateforme est retirée
lors d’un essai test a la fin de ’entrainement, les groupes WT et ApoE4 manifestent une
préférence pour le quadrant cible (dans lequel la plateforme se trouvait lors de I’acquisition)
par rapport aux autres quadrants [Males : F(3,45)=48.06, p<0.001 ; Femelles : F(3,57)=68.09,
p<0.001], sans différence liée au génotype [Males : Génotypes F(1,15)=2.44, NS ; Interaction
Génotype*Quadrant F(3,45)=0.81, NS; Femelles: Génotype: F(1,19)=0.42, Interaction
Génotype*Quadrant (3,57)=0.69, NS]) (Fig. 34B et 34E). De plus, le nombre de passages a
I’emplacement théorique de la plateforme est similaire entre les génotypes (Males : t35=1.29,
NS ; Femelles : t19=0.09, NS) (Fig. 34C et 34F). Ceci montre que les souris ApoE4 males et
femelles adultes manifestent une performance d’apprentissage spatial comparable a celle des
souris WT. Enfin, lorsque la tdche est modifiée, et que la position de la plateforme est
indiquée par un drapeau, aussi bien les souris WT que ApoE4 sont capables d’assimiler tres
vite la nouvelle régle. Aucune différence n’a été détectée entre les génotypes (données non

présentées).

4. Test du conditionnement de peur

Chez les males comme chez les femelles, les souris WT et ApoE4 ont un niveau d’activité
basal comparable lors de I’habituation aux cages de conditionnement (données non
présentées). Lorsque les souris sont a nouveau placées dans le méme contexte expérimental

24h apreés le conditionnement, aussi bien les souris WT que les souris ApoE4 males et
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Figure 35: Pourcentage de suppression d’activité (freezing) lors du test au contexte (A chez
les males, B chez les femelles) et lors de la présentation des indices (C chez les méales et D

chez les femelles).
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femelles manifestent une diminution significative de leur activité comparativement au niveau
de base, indiquant qu’elles se rappellent bien du contexte dans lequel elles ont été
conditionnées. Par ailleurs, le pourcentage de freezing au contexte est comparable entre les
génotypes [Males : F(1,15)=0.99, NS ; Femelles: F(1,19)=1.34, NS] (Fig. 35A et 35B).
Lorsque les souris sont placées dans un nouveau contexte, le pourcentage de freezing lors de
la présentation du SC est également comparable entre les génotypes [Males : F(1,15)=0.04,
NS; Femelles : F(1,19)=0.03, NS] (Fig. 35C et 35D). Ces résultats montrent que la mutation
ApoE4-KI n’affecte pas la mémoire émotionnelle contextuelle et indicée chez les souris males

et femelles adultes.

IVV. Effets de la mutation ApoE4-KI sur la sensibilité épileptique

L’injection i.p. de PTZ a la dose de 50 mg/kg a entrainé chez les animaux des différents
génotypes ’apparition de crises myocloniques, cloniques ou toniques avec une seveérité et des
proportions comparables entre les souris WT et ApoE4 males et femelles [¢2><0.96, NS]
(données non présentées). De plus, les latences d’apparition des crises clonico-toniques sont
également comparables entre les génotypes (t<0.65, NS). Ceci suggere que la mutation
ApoE4-KI n’affecte pas la susceptibilité aux crises induites par le PTZ chez les souris males

et femelles adultes.

Conclusion

Les souris ApoE4 males adultes manifestent une diminution significative de leur activité
exploratoire lors des phases nocturnes et diurnes, alors que les souris ApoE4 femelles
manifestent une augmentation de I’activité¢ diurne. D’autre part, I’état de santé général, les

capacités motrices spécifiques, la sensibilit¢ a la douleur et la susceptibilité aux crises
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épileptiques ne sont pas affectés par la mutation ApoE4-KI chez les maéles et les femelles.
L’analyse des comportements émotionnels montre que les souris ApoE4 males présentent une
diminution de 1’anxiété dans le test des cages claire/obscure, alors que les souris ApoE4
femelles seraient plus anxieuses vis-a-vis du vide dans le test du labyrinthe en croix surélevé.
En ce qui concerne les fonctions cognitives, le filtrage sensorimoteur, la mémoire de travail,
I’apprentissage spatial et la mémoire émotionnelle contextuelle et indicée, ils ne sont pas

affectés par la mutation ApoE4-KI chez la souris adulte dans nos conditions expérimentales.

124



Premiére Partie : Phénotypage comportemental

x>

160 ] —e— WT

140
120 -

—O—— ApoE4 +/-

— =& — ApoE4

3
—
IS
g€ 100
3
2 80 4
3
> 60 A
15
<< 40 A
20 -
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
12 14 16 18 20 22 24 2 4 6 8 10 12 14 16 18
| Jour | N uit | Jour
1000 - L 1000 - ] 1000 -
@ Habituation Nuit Jour
‘= 800 A 800 - 800 -
5 T
% 600 - 600 1 600 1
S
E 400 i} . 400 400
s 200 A V 200 - 200 -
. ¥ 7z —
0 - T A T ) O I T 1 O - — T = I
o X\ e N p ¥V e N p ¥ e
|>~9°€m |>~Q° P\Q()@ P@O R 906 P~90
zoooE— L 2000 —F 2009—
8 Habituation Nuit Jour
% 1500 1500 - T 1500 -
3 ”
S 1000 - * 1000 % 1000
§ 500 - L 500 - / 500 -
< O--|EEEE| | 0 : AI | 0_-_IF??3| = |
W e WS e W o o
S pe° o p° s p°

Figure 36: Activité locomotrice et nombre de redressements chez les souris ApoE4 males
agées. A) Evolution de ’activité locomotrice lors des 32h de test ; B) Activité locomotrice
totale lors de I’habituation ; C) lors de la phase nocturne ; D) lors de la phase diurne ; E)
Nombre de redressements lors de 1’habituation, F) lors de la phase nocturne ; G) lors de la

phase diurne. *p<0.05 vs WT, test de Fisher.
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B. Etude comportementale des effets du vieillissesment sur les souris

ApoE4 males et femelles

Pour chacun des deux sexes, trois groupes de souris agées d’environ un an et demi (18-20
mois) ont été utilisés ; un groupe WT, un groupe hétérozygote (ApoE4-WT/KI), et un groupe
homozygote pour la mutation ApoE4 (ApoE4-KI/KI) (n=14-18 pour les males, n=9-17 pour
les femelles). Les tests de reconnaissance d’objets et de la piscine de Morris ont été réalisés

sur une cohorte supplémentaire de souris males uniquement.

I. Effets de la mutation ApoE4-KI sur D’état général, Pactivité circadienne et les

capacités sensorimotrices

1. Activité circadienne

Pour les deux sexes, les mesures d’activité spontanée et de consommation en eau et nourriture
ont été effectuées sur une période de 32 heures, incluant ainsi un cycle jour/nuit complet, et

ses trois phases : habituation, phase nocturne et phase diurne.

Le graphique représentant 1’évolution de I’activité locomotrice chez les males (Fig. 36A)
montre que celle-ci est plus élevée durant la premiere heure de test (phase initiale
d’exploration), qui décroit progressivement et significativement jusqu’a la fin de 1’habituation
pour les trois géenotypes [F(6,282) = 3.828, p<0.01]. On observe aussi que les souris ApoE4
méales homozygotes et hétérozygotes agees ont une activité plus importante que celle des
souris WT durant la premiére heure de test ([F(2,47) = 4.16, p<0.05, Fisher p<0.05 vs WT]

(Fig. 36A), méme si le profil général durant cette phase ne présente pas de différence liée aux
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génotypes [F(2,47) = 0.95, NS] (Fig. 36B). D’autre part, il n’y a pas de différence d’activité
locomotrice entre les génotypes lors de la phase nocturne [F(2,47)=1.43, NS] (Fig. 36C) et
celle diurne [F(2,47)=0.13, NS] (Fig. 36D). Le nombre de redressements est cependant plus
élevé chez les souris ApoE4 homozygotes et hétérozygotes males agées lors de la premiére
heure d’habituation [F(3,47)=4.62, p<0.05, Fisher p<0.05 vs WT] (données non présentées).
Le nombre de redressements est aussi plus €élevé sur la totalité de 1’habituation chez les souris
ApoE4 males homozygotes (p<0.05, Fisher) (Fig. 36E), mais reste comparable entre les

génotypes lors des phases nocturne et diurne [F(2,47)<1.24, NS] (Fig. 36F et 36G).

Chez les femelles agées, il n’y a pas de différence entre les génotypes concernant 1’activité
locomotrice et le nombre de redressement pour aucune des phases du cycle [F(2,34)=2.01, NS]

(Fig. 37).

Les consommations en nourriture et en eau sont également comparables entre les souris WT
et ApoE4 agées aussi bien chez les males que chez les femelles [F<1.51, NS] (données non

présentées).

En conclusion, les résultats de ces expériences montrent que les souris ApoE4 homozygotes et
hétérozygotes sont plus actives que les contrdles lors de la premiére heure de test, suggérant
une réactivité exagérée lorsqu’elles sont placées dans un nouvel environnement. Par ailleurs,
le rythme biologique et le niveau d’activité global ne sont pas affectés chez les souris ApoE4

males et femelles a I’age d’un an et demi.

2. Evaluation de I’état général et des fonctions sensori-motrices
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A
Wild-type ApOE4 +/- ApoE4
Poids Corporel (g) 33,70+0,71 33,78+1,01 32,32+0,79
Température Rectale (°C) 36,31+0,19 35,96 +0,15 35,71+0,21
Rotarod accéléré (s) 112,70 + 8,28 110,17 + 7,05 109,71 +7,16
Reéflexe de traction (S) 5159 +251 54,53+ 1,83 4172+414
Force d'agrippement 6,32+0,17 6,21+0,29 6,47 £0,19
B
Wild-type ApoE4 +/- ApoE4
Poids Corporel (g) 26,17+0,98 27,06+091 25,16+ 0,90
Température Rectale (°C) 36,38+ 0,11 36,81£0,14 36,49+ 0,26
Rotarod accéléré (s) 11521 +11,59 119,37 £ 6,67 139,67 + 14,37
Reflexe de traction (s) 34,49+ 574 37641477 4317+753
Force d'agrippement 7,63+0,30 742 +0,25 7,65 +0,42

Tableau 11: Etat général et capacités motrices chez les souris ApoE4 males (A) et femelles (B)

agées d’un an et demi. *p<0.05 vs WT, Fisher
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Observations cliniques et capacités motrices

Chez les males agés, la température rectale tend a différer entre les genotypes [F(2,47)=2.70,
p=0.08]; les souris ApoE4 homozygotes et hétérozygotes présentant une température
inférieure a celle des souris WT (Tableau 11A). En dehors de cela, les souris ApoE4 males et
femelles agées ont un poids comparable a celui des souris WT [Males : F(2,47) = 0.82, NS ;
femelles : F(2,34) = 0.96, NS], et ne présentent aucune anomalie apparente au niveau de

I’aspect physique général ou des capacités sensorielles ou vestibulaires.

L’évaluation des capacités motrices n’a révélé aucune différence entre les génotypes dans le
temps de maintien sur le rotarod et la force d’agrippement aussi bien chez les males [F(2,47)
< 0.32, NS] que chez les femelles [F(2,34) < 1.38, NS]. En revanche, les souris males ApoE4
homozygotes présentent de meilleures performances au test du réflexe de traction, mettant
moins de temps a se hisser que les souris WT et hétérozygotes ([F(2,47) = 5.32, p<0.01,
Fisher p<0.05), alors qu’aucune différence ne ressort dans ce test chez les souris femelles
[F(2,34)= 0.46, NS]. Néanmoins, ce résultat est a prendre avec du recul, les 4/5 des males WT
et les 5/6 des males ApoE4-KI/WT ayant échoué a chacun des essais, contre seulement le 1/3

des souris ApoE4-KI.

Sensibilité a la douleur

Chez les souris males comme femelles, aucune différence n’a été observée dans les latences
de retrait de la queue dans le test du tail-flick et de la premiére réaction a la plaque chauffante

[Maéles : F(2,47)<0.98, NS] ; Femelles : F(2,34)<0.57, NS]) (données non présentées).

Conclusion
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Figure 38: Activité locomotrice (A et D), nombre de redressements (B et E), et pourcentage
de temps passe dans le centre (C et F) de I’open-field chez les souris ApoE4 males et femelles
ageées. *p<0.05 vs WT, Test de Fisher.
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Il ressort de ces expériences que les souris males ApoE4 homozygotes dgées d’un an et demi
manifestent de meilleures performances dans le test de reflexe de traction pouvant suggérer
une meilleure coordination et plus de force de traction. Toutefois, ces souris manifestent des
performances comparables aux contr6les dans le test du rotarod classiquement connu pour
évaluer la coordination motrice, et dans le test d’agrippement spécifique pour la mesure de la
force musculaire. Les bonnes performances relatives des souris ApoE4 males agées seraient
plutdt dues aux mauvaises performances des controles. Par ailleurs, 1’état de santé général et
la sensibilité a la douleur ne sont pas non plus affectés chez les souris ApoE4 males et

femelles a I’age d’un an et demi.

I1. Effets de la mutation ApoE4-KI sur la réactivité émotionnelle dans différentes

situations anxiogénes et de stress aigu

1. Test du champ ouvert ou open-field

Chez les males, D’activité locomotrice différe significativement entre les génotypes
[F(2,47)3.41, p<0.05]. En effet, les souris ApoE4 homozygotes males agées sont plus actives
que les souris WT (p<0.05, Fisher) (Fig. 38A). Le nombre de redressements est également
plus élevé chez les souris ApoE4 males (p<0.05, Fisher] (Fig. 38B). Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus dans le test d’activité circadienne. Chez les femelles, ’activité
locomotrice et le nombre de redressements sont comparables entre les souris WT et ApoE4
agées [F(2,34)<1.34, NS] (Fig. 38D et 38E). Enfin, le nombre d’entrées (données non
présentées) et le pourcentage de temps passé dans le centre de 1’open-field sont comparables
entre les génotypes chez les males comme chez les femelles [F<1.55, NS] (Fig. 38C et 38F),

montrant que la mutation ApoE4 n’affecte pas ’anxiété chez les souris agées dans ce test.
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Figure 39: Pourcentage de temps dans la cage éclairée (A et D), latence d’entrée dans la cage
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chez les souris ApoE4 males et femelles agées. *p<0.05 vs WT, Test de Fisher.
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Figure 40: Durée d’immobilité et latence de la premiére immobilisation dans le test de
suspension caudale chez les souris ApoE4 males et femelles agées.
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2. Test de la cage claire/obscure

Chez les males, il n’y a pas de différence entre les génotypes concernant le pourcentage de
temps pass¢ et la latence d’entrée dans la cage éclairée, ainsi que dans le nombre de
transitions entre la cage obscure et celle éclairée [F(2,47)<1.31, NS] (Fig. 39A-C). En
revanche, les souris ApoE4-KI femelles passent plus de temps que les souris WT dans la cage
éclairée [F(2,34) = 5.66, p<0.01, Fisher p<0.05] (Fig. 39D) et effectuent aussi plus de
passages d’une cage a I'autre [F(2,34) = 3.84, p<0.05, Fisher, p<0.05) (Fig. 39F). De plus,
lorsque les souris ApoE4-KI sont dans la cage éclairée, elles ont une activité de redressements
plus élevée que les souris WT [F(2,34) = 3.61, p<0.05, Fisher, p<0.05) (données non
présentées). L’ensemble de ces résultats montrent que la mutation ApoE4-KI entraine une

diminution de I’anxiété dans une situation fortement éclairée chez les souris femelles agées.

3. Test de la suspension caudale

Le profil d’immobilité est comparable entre les souris WT et ApoE4 agées aussi bien chez les
males que chez les femelles [Méles : [F(2,46)=0.08, NS] ; Femelles : [F(2,34)=0.44, NS] (Fig.
40). De méme, aucune différence n’a ét€ observée entre les trois groupes dans la latence de la
premiére immobilisation [Males : [F(2,46)=1.20, NS] ; Femelles : [F(2,34)=0.33, NS] (Fig.
40). Ces résultats montrent que la mutation ApoE4-KI n’affecte pas la susceptibilité a la

résignation chez les souris agées aussi bien males que femelles.

I11. Effets de la mutation ApoE4-KI sur les fonctions cognitives

1. Filtrage sensorimoteur : RS et IRS
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Figure 41: Réactivité de sursaut acoustique et pourcentage d’inhibition du réflexe de sursaut
(%IRS) chez les souris ApoE4 males et femelles agées.
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Aussi bien chez les males que chez les femelles, I’amplitude de sursaut acoustique est
comparable entre les souris WT et ApoE4 agées pour I’ensemble des stimuli incluant le
stimulus induisant le sursaut (ST110) (Fig. 41). Lorsque le ST110 est précédé par des
prépulses de plus faible intensité, le pourcentage d’IRS est également comparable entre les
souris WT et ApoE4 males et femelles (Fig. 41). Ces résultats montrent que la mutation
ApoE4-KI n’affecte pas le réflexe de sursaut ni le filtrage sensorimoteur chez les souris males
et femelles a I’age d’un an et demi. Il est a noter que certains animaux n’ont pas réagi aux

stimuli et ont été exclus des analyses.

2. Test du labyrinthe en'Y

Aussi bien chez les males que chez les femelles, le pourcentage d’alternances spontanées ne
montre pas de différence liée au génotype [males : F(2,47)=0.53 NS ; Femelles : F(2,34)=0.26,
NS] (Fig. 42), montrant que la mémoire de travail a court terme n’est pas affectée par la
mutation ApoE4-KI chez les souris agées. De plus, ’activité exploratoire dans le labyrinthe

est aussi similaire entre les groupes [Males : F(2,47)<2.09 NS ; Femelles : F(2,34)<2.42, NS].

3. Test de reconnaissance d’objet

La durée d’exploration de I’objet familier lors de 1’essai d’acquisition est comparable entre les
génotypes [F(2,19)=0.77, NS] (données non préesentées). Lorsque les souris sont replacées
dans 1’open-field en présence de 1’objet familier et d’un objet nouveau lors d’un essai de
rétention effectué¢ 3h apres 1’acquisition, la performance de reconnaissance est comparable
entre les genotypes [F(2,19)=0.09, NS] (Fig.43A). Aussi bien les souris WT que les souris
ApoE4 males ont une performance de reconnaissance supérieure au hasard (p<0.05, test t

pour un groupe), explorant significativement plus le nouvel objet que 1’objet familier (p<0.05,
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Figure 42: Pourcentage d’alternances spontanées dans le test du labyrinthe en Y chez les

souris ApoE4 méles et femelles agées.
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test t apparié) (Fig. 43B). Quelques souris ont été exclues car n’exploraient pas suffisamment
les objets lors de [’acquisition ou de la rétention. Les résultats de cette expérience montrent
que la mutation ApoE4-KI n’affecte pas la mémoire de reconnaissance chez les souris males

agées dans nos conditions.

4. Test de la piscine de Morris

La latence et la distance pour atteindre la plateforme submergée, en utilisant les indices
spatiaux, sont comparables entre les génotypes [F(2,22)<1.31, NS] . Les 3 groupes améliorent
leur performance au fil des séances d’apprentissage (données non présentées). Lorsque la
plateforme a été retirée durant 1’essai test a la fin de I’entrainement, aussi bien les souris WT
que les souris ApoE4 males agées manifestent une préférence significative pour le quadrant
cible, et aucune différence n’a été observée entre les 3 génotypes [Quadrant : F(3,66)=29.64,
p<0.001 ; Génotypes F(2,22)=2.06, NS ; Interaction Génotype*Quadrant F(6,66)=0.99, NS]
(Fig.44 A). Le nombre de passage a la position ou se trouvait la plateforme est également
comparable entre les génotypes (Fig. 44B). Ces résultats montrent que les souris des 3
génotypes arrivent a localiser la plateforme en utilisant des indices spatiaux extra-labyrinthe

et que la mutation ApoE4-KI n’affecte pas 1’apprentissage spatial chez les souris males agées.

5. Test du conditionnement de peur

Le niveau d’activité de base lors de 1’habituation aux cages de conditionnement est
comparable entre les génotypes chez les femelles [F(2,34)=0.56, NS], mais différe
significativement entre les génotypes chez les males [F(2,47)=4.66, p<0.05] ; ceci est di aux
souris ApoE4 hétérozygotes males qui présentent des valeurs plus élevées que celles des

homozygotes (p<0.05 Fisher) (données non présentées). Aprées réexposition au méme
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Figure 45: Pourcentage de suppression d’activité (freezing) lors du test au contexte (A chez

les males, B chez les femelles) et lors de la présentation des indices (C chez les méales et D

chez les femelles) chez les souris ApoE4 agées d’un an et demi.
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contexte 24 h apres le conditionnement, les souris males et femelles des différents génotypes
manifestent une diminution significative de leur activité par rapport au niveau de base,
montrant qu’elles se rappellent du contexte dans lequel elles ont recu le choc. D’autre part, le
freezing contextuel évolue differemment chez les souris males selon le génotype au fur et a
mesure de la séance de test [Interaction temps*Génotype : F(4,94)=6.80, p<0.001]; le
pourcentage de freezing diminue en fin de séance chez les souris ApoE4-KI males agées
(p<0.05 vs WT pour le 3*™ bloc de 2 minutes), suggérant une extinction plus rapide (Fig.
45A). Les mémes tendances sont observées chez les souris ApoE4-KI femelles agées (p<0.05
vs WT, Fisher) (Fig. 45B). Lorsque les souris sont placées dans un nouveau contexte, le
pourcentage de freezing lors de la présentation du SC est comparable entre les génotypes

[Males : F(2,47)=0.36, NS; Femelles : F(2,34)=1.38, NS] (Fig. 45C et 45D).

Ces résultats montrent que les souris ApoE4-KI males et femelles manifesteraient une
extinction rapide de la mémoire émotionnelle contextuelle. La performance de la mémoire

indicée n’est pas affectée par la mutation ApoE4-KI chez les souris agées.

IV. Effets de la mutation apoE4-KI sur la sensibilité épileptique

Lorsque le PTZ est injecté aux souris par voie i.p. a la dose de 50 mg/kg, le pourcentage
d’animaux manifestant des myoclonies, des crises cloniques ou toniques est comparable entre
les trois groupes de souris, aussi bien chez les méles que chez les femelles [¥2<3.19, NS]
(données non présentées). La latence des crises clonico-tonique est également comparable

entre les génotypes [F<0.78, NS].

Ceci suggere que la mutation ApoE4-KI n’affecte pas la susceptibilité aux crises induites par

le PTZ chez les souris agées.
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Conclusion

Les souris ApoE4 homozygotes et hétérozygotes males dgées d’un an et demi sont plus
actives que les controles lors de la premiére heure de test d’activité circadienne, suggérant une
réactivité exagérée lorsqu’elles sont placées dans un nouvel environnement. Ceci est confirmé
par les données de 1’open-field montrant que les souris ApoE4 males sont plus actives. L’état
de santé général, les capacités sensorimotrices, la sensibilité a la douleur et la susceptibilité
aux crises ne sont pas affectés chez les souris ApoE4 agées. L’analyse des comportements
émotionnels montre que la mutation ApoE4-KI entraine une diminution de I’anxiété dans une
situation fortement éclairée chez les souris femelles agees, mais pas chez les méles. En ce qui
concerne les capacités cognitives, les souris ApoE4 homozygotes males et femelles agées
manifesteraient une extinction rapide de la mémoire émotionnelle contextuelle. Le filtrage
sensorimoteur, la mémoire de travail, ainsi que pour les males la mémoire de reconnaissance
et la mémoire spatiale, ne sont pas affectés par la mutation ApoE4-KI chez les souris agées

males dans nos conditions expérimentales.
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ApoE2 ApoE3 ApoEg adultes | ApoEg agées
3 ? J ? J ? d ?
Cogiion | /| /||| || P
Emotions Anxiolye Anxiogénie | Anxiolyse / / Anxiogénie / Anxiolyse
Ftat Moins Moins Plus
général / actives / / actives actives / /

Tableau 12 : Résumé des principaux effets des différentes mutations ApoE humaines chez la
souris sur la cognition, les émotions et 1’état général.
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Hormis quelques résultats concernant notamment 1’état émotionnel de nos souris, le
polymorphisme de I’ApoE ne semblait pas avoir d’effets notables sur leurs capacités
cognitives, dans nos conditions. A I’issue de ce travail, nous nous sommes donc proposés
d’étudier si un facteur environnemental tel que le stress chronique chez des souris agées

pouvait moduler les phénotypes comportementaux liées au polymorphisme de I’ ApoE.

Les résultats de cette étude sont reportés dans 1’article qui va vous étre présenté¢ dans la
deuxiéme partie qui suit, I’article 1: Interaction between chronic stress and ApoE

polymorphism on emotional and cognitive performances in mice.
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comportements émotionnels et
capacites cognitives chez la souris
agee

(Article 1 en cours de soumission)
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Abstract

The Apolipoprotein E (ApoE) is a lipoprotein involved in various mechanisms in human, like
lipid transport, hormones regulation, tissue repair, cell growth and differentiation. In human,
three alleles (€2, €3 and €4), localized on the same locus of the chromosome 19, are coding for
three isoforms of ApoE (respectively ApoE2, Apo3 and ApoE4). Polymorphism of ApoE is
considered as a major risk factor in sporadic form of Alzheimer’s disease (AD) : ApoE4
enhances the risk to develop AD, whereas ApoE2 seems to have a protective effect. Several
studies using humanized ApoE mice, showed cognitive impairments and increased anxiety
following ApoE4 mutation. However, the mechanisms by which ApoE polymorphism
modulate behavior and AD risk remain to be documented. Particularly because studies
focused mainly on ApoE4 genotype, and presumably other endogenous or environmental
factors collaborate to induce behavioral and pathological changes. | this regard, the present
study was designed to evaluate the impact of unpredictable chronic stress on ApoE
polymorphism expression of emotional behaviors and learning and memory processes in aged
male and female mice carrying human ApoE2, ApoE3 or ApoE4 mutation. Our results show
that one year old ApoE4 and ApoE2 male mice previously submitted to chronic stress showed
reduced anxiety while ApoE2 females were more anxious, as compared to wildtype
counterparts. Moreover at one year of age, both ApoE2 males and females showed reduced
susceptibility to despair, whereas ApoE3 females demonstrated increased resignation, under
stress conditions. Results from cognitive tests show that ApoE4 male mice under stress
conditions had altered object recognition memory and spatial learning at 1.5 years of age, but
not at 1 year-old. In stressed females, ApoE4-KI mutation caused significant deficits in object

recognition memory starting from 1 year of age, suggesting increased susceptibility of
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females to combined stress and ApoE4 genotype. Interestingly, we showed for the first time
that ApoE2-KI females submitted to stress displayed improved recognition and spatial
learning and memory performance at one year of age. Such cognitive improvement in ApoE2
females was still observed at 1.5 year-old in several forms of learning and memory including
working memory, object recognition and spatial learning, thus supporting the protective
effects of ApoE2 genotype previously reported in humans. Finally, aged ApoE3 females
showed altered object recognition, and decreased contextual freezing performance under
stress conditions. Emotional and cognitive phenotypes observed in ApoE3 mice suggest that
the strategy using the ApoE3 genotype in mice as control is presumably misleading. The
effects of stress on affective behavior and cognitive performance might be related to
molecular signals, structural and physiological changes previously reported in specific brain
regions such as the amygdala and hippocampus, depending on the ApoE genotype, the age
and the gender. All together, the stress provide an excellent model for understanding
pathophysiological mechanisms underlying age-related cognitive and emotional changes
associated to ApoE polymorphism risks factors, and thus might allow better understanding of

pathophysiological mechanisms leading to sporadic forms of Alzheimer’s disease.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease described by Alois Alzheimer in

1907 (Graeber & Mehraein, 1999; Goedert & Ghetti, 2007) characterized in a behavioral

point of view by memory and personality troubles (memory impairment, social disturbance,

anxiety, depression, aphasia, apraxia, ...), and in an histological point of view by beta-

amyloid deposits, tau neuronal accumulation and neurofibrillary tangles (Graeber & Mehraein,

1999; Goedert & Spillantini, 2006; Castellani et al., 2010). Two forms of the disease are

described: sporadic (late) and familial (early). The early-onset of the disease is closely linked

to autosomal dominant inheritance (like mutations for Presenilin 1 & 2, Amyloid Precursor

Protein (APP) ...), whereas the late-onset is linked to the age (Kamboh, 2004; St George-

Hyslop & Petit, 2005; Mayeux, 2006). However in both cases, some factors can increase or

decrease the risk to develop AD.

The most common factor known is the Apolipoprotein E (ApoE) polymorphism (Saunders et

al., 1993; Strittmatter & Roses, 1995; Ashford, 2004; Raber et al., 2004). In human, three

alleles (€2, €3 and €4), localized on the same locus of the chromosome 19, are coding for three

isoforms of ApoE (respectively ApoE2, ApoE3 and ApoE4) (Utermann et al., 1980; Olaisen

et al., 1982). The ApoE is a polymorphic multifunctional protein principally involved in

lipid and cholesterol transport (Mahley, 1988), tissue repair , cell growth and differentiation
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(Nathan et al., 1994; Kawakami et al., 2003; Levi & Michaelson, 2007; Crawford et al., 2009;
Li et al., 2009; Nichol et al., 2009). ApoE polymorphism was first studied in metabolic
dysfunctions (Mahley, 1988), then has been considered later as a major risk factor in the
sporadic and familial forms of AD. ApoE3, the most common isoform, appears as the “normal”
ApoE, whereas ApoE4 increases by a factor ten the risk of AD and ApoE2 decreases this risk
(Weisgraber et al., 1994; Strittmatter & Roses, 1995; Roses, 1996b, a; Strittmatter & Roses,
1996; Hannequin et al., 1998; Martinez et al., 1998; Ashford, 2004; Schipper, 2009). While
the link between the genotypic variation of ApoE and the prevalence of AD is well
established, the real impact of the ApoE polymorphism is still to be documented, considering
that other endogenous and exogenous factors are concomitant with the apparition of AD
(Mayeux, 2006; Eisenstein, 2011). To better understand the mechanisms underlying the ApoE
polymorphism and its role in AD, several studies used mouse models carrying human ApoE
alleles. In fact, a single ApoE form exists in the mouse; the mouse ApoE gene is replaced by
the different human alleles (Sullivan et al., 1997; Sullivan et al., 1998; Knouff et al., 1999).
Using humanized ApoE mice, several studies, demonstrated the impact of the ApoE4
genotype on behavior. In this regard, ApoE4 female mice showed impaired spatial learning
performance compared to ApoE3 ones (Grootendorst et al., 2005; Bour et al., 2008). Other
studies using mice expressing human ApoE4 mutations either in neurons or in astrocytes and
compared to ApoE-KO mice confirmed this deleterious impact of ApoE4 on spatial learning
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(Raber et al., 1998; Raber et al., 2000b; van Meer et al., 2007). Other cognitive impairments
have been observed following ApoE4 mutations including altered working memory (Hartman
et al., 2001), or in novel object-location preference task, contextual fear conditioning test, and
a two-choice visual discrimination test when ApoE4 is associated with the human APP gene
(Kornecook et al., 2010). Concerning emotional behaviors, ApoE genotypes have also been
shown to impact anxiety-related behaviors, ApoE4 mice showing increased (Robertson et al.,

2005; Raber, 2007 ; (Siegel et al., 2010).

Considering the literature data, most of studies were interested in analyzing the impact of

ApoE polymorphism by itself, focusing particularly on ApoE4, taking into consideration that

the €4 allele represents a major risk factor to develop AD. ApoE4 genotype was also

associated to autosomic mutations like APP. However, the ApoE4 allele represents only a risk

factor to develop AD, but not necessarily a cause of potential cognitive deficits; ApoE4 might

act together with other endogenous or exogenous factor to precipitate cognitive deficits.

In this context, our study focuses on the interaction between environmental factors and ApoE
polymorphism on behavioral and cognitive performances, more precisely the impact of the
stress, omnipresent in our society. Indeed, chronic unpredictable stress was shown to alter
emotional behavior and cognitive capacities (Willner et al., 1987; Papp et al., 1991; Moreau et

al., 1992; Moreau et al., 1993; Willner, 1997; Elizalde et al., 2008). Elsewhere, relationship

152



between stress and ApoE on behavior has already been described; ApoE-KO mice previously
submitted to social stress showed improved spatial learning performance (Grootendorst et al.,
2001). The integration of the stress is different between individuals, and this last interesting
study shows that adaptive mechanism to stress may be dependent on the ApoE genotype. One
may wonder whether chronic stressing events may modulate susceptibility of ApoE genotypes

in the apparition of behavioral deficits observed in AD.

In this regard, the present study is aimed to evaluate the impact of combined chronic stress
and ApoE polymorphism on emotional behavior and cognitive abilities in aged male and
female mice. This study was designed following our previous results, where the behavioral
effects of different forms of ApoE where analyzed in male and female mice at different ages,
using apoE-KI mouse models. We found contrarily to some literature data, that ApoE4, by
itself, did not affect cognitive abilities whatever the gender and age of mice. In the present
work, all mice were submitted to an unexpected chronic stress, and their behavioral
performance evaluated in different tests allowing measurement of emotional and cognitive

abilities.

Materials and methods

1. Animals
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ApoE Knock-in (KI) mice were used for this study. They were generated as described

previously by replacing the murine ApoE gene with thee human apoE alleles (Sullivan et al.,

1997; Sullivan et al., 1998; Knouff et al., 1999). The mice used in this study had 75%-

C57BL6/J and 25%-129Sv genetic background. A PCR genotyping protocol with specific

primers to the mouse wild type allele and to the targeted human ApoE allele was used. PCR

products were analyzed using a LabChip® 90 microfluidic apparatus and analyzed with the

HT DNA 5K LabChip® 90 Assay kit. WT mice were littermates from the ApoE-KI mice and

all mice issued from heterozygous parents breeding. Mice were single housed and kept under

controlled vivarium conditions (Champy et al., 2004): temperature kept at 21-22°C and

constant light-dark cycle (12hr with lights on at 07 a.m.) with food and sterile water available

ad libitum.

For this study different, groups of male and female mice with different genotype and age were

constituted and submitted to unpredictable chronic stress before behavioral testing (see

bellow). All experiments were carried out in accordance with institutional guidelines and

procedures agreed by the local ethics committee.

2. Unpredictable chronic Stress
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A “mild” chronic stress protocol adapted from works of Willner or Moreau was used for this
study (Willner et al., 1987; Moreau et al., 1992). Mice were submitted to unpredictable
stressing events one to three times per day, during 4 consecutive weeks. The stress regimen
consisted in 1 hour period of confinement in restriction tube (9 cm long, 3 cm diameter) with
unexpected noises, 15 hours of food restriction followed by 2 hours of restricted access to
food (difficult access to food) , 15 hours of water restriction followed by 2 hours of empty
bottle exposure, 1.5 hour in a cage with a marble litter, 18 hours in the soiled home cage with
the litter saturated in water, 30 minutes of forced bath in a 35°C water, or 2 consecutive days
of light/dark cycle inversions. The sequence and moment of stressing events were randomly

organized to avoid habituation or foresight, and maximize their stressing effects.

3. Behavioral procedures

Immediately at the end of stress period, mice were submitted to different tests allowing

evaluation of emotional behaviors and cognitive performances.

a) Emotional behaviors
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In order to evaluate the impact of combined chronic stress and apoE polymorphism on
emotional behaviors, mice were tested in different experimental paradigms known to trigger

distinctive types of stress and anxiety.

The light/dark test: this test allows evaluation of mice aversive reactions in highly
illumination situations (van Gaalen & Steckler, 2000; Hascoet et al., 2001; Bourin & Hascoet,
2003). The apparatus consists of two PVC boxes (20 x 20 x 14 cm), one dark and the other
highly illuminated (1.700 lux), connected by an opaque tunnel (5 x 7 x 10 cm) (Imetronic,
Pessac, France). Both compartments and the tunnel are equipped with infrared sensors
allowing to detect the presence of the mouse and to measure its activity. Animals are placed
individually in the dark side. The time spent in the light side, the latency to enter into the light
side and the number of dark-light transitions are measured for 5 min as an index of anxiety.

Locomotor activity and rears are also recorded.

The elevated plus maze: this test evaluates anxiety for height. Animals are confronted to a
choice between threatening environment, an exposed runway elevated from the floor, and
relatively safe enclosure (Rodgers & Dalvi, 1997; van Gaalen & Steckler, 2000; Karl et al.,
2003). The apparatus is an automated cross maze elevated from the floor to 66 cm, and
composed of two open arms (30 X 5 cm) opposite one to the other, and crossed by two
enclosed arms (30 X 5 X 15 cm) (Imetronic). The apparatus is equipped with infrared captors
allowing the detection of the mouse in the enclosed arms and different areas of the open arms.

The elevated plus maze is placed in a room homogenously illuminated (50 Lux at the
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extremity of each open arm). For testing, mice are placed in the center of the apparatus, and
allowed to explore freely the maze for 5 min, with the experimenter out of the animal’s sight.
The number of entries into and time spent in the open arms were used as an index of anxiety.
Closed arm entries were used as measures of general motor activity. The number of rears in
the closed arms, as well as ethological parameters such as stretching, attempts and head dips

were also automatically scored.

The open field test: This test allows evaluation of anxiety for a novel wide space. Automated
square openfields (45 x 45 cm), delimited by transparent cover and walls (18 cm high) are
used (Panlab, Barcelona, Spain). Each arena is fitted with two frames of 32 infrared beams
(16 front to back and 16 side to side with 2.5 cm space between two successive beams)
located 2 and 7.5 cm off the arena floor, providing automated measures of horizontal and
vertical activity, respectively. The open field arena is divided into peripheral (8 cm large) and
central (the rest) regions. Mice prefer exploring arena staying close to the walls, and the more
time they spend in the center of the arena, the less anxious they are (Crawley, 1999; Prut &

Belzung, 2003). The openfields are placed in a room homogeneously illuminated at 150 Lux.

For testing, each mouse was placed in the periphery of the open field and allowed to explore
freely the apparatus for 30 min, with the experimenter out of the animal’s sight. The distance
traveled, the number of rears, and time spent in the central and peripheral regions were
recorded over the test session. The number of entries and the percentage of time spent in center

area are used as index of emotionality/anxiety
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Tail suspension test: The tail suspension and forced swim tests are among the most widely
utilized rodent model of depression (Porsolt et al., 1977; Karl et al., 2003). They allow
evaluation of susceptibility to despair behavior, In the tail suspension test, the mouse is
attached to a hook connected to a dynamometer measuring the mouse struggle vibrations
(MED Associates Inc, Vermont, USA); the less they struggle, the more resigned they are
(Cryan et al., 2005; Meziane et al., 2007). During the 6 testing minutes, the duration of
immobility is measured by 2 minutes blocks as a despair index. The latency to the first

immobilization is also measured.

Forced swim test: In the forced swim procedure, mice are forced to swim in un-escapable
situation. The mouse is placed in 5 L beaker filled with water at 22-23° C during 6 minutes.
After a period of vigorous struggling, the animal becomes immobile, or makes only those
movements necessary to keep its head above the water. The immobility duration is measured

by 2 minutes periods, as well as the latency to the first immobilization.

b) Learning and memory

158



Y-maze spontaneous alternation: The Y-maze spontaneous alternation paradigm is based on
the natural tendency of rodents to explore novel environment. When placed in the Y-maze,
normal mouse prefer to explore the least recently visited arm, and thus tend to alternate visits
between the three arms. A mouse with impaired working memory cannot remember which
arm it just visited and thus show decreased spontaneous alternation ((Nagahara and McGaugh,
1992). The apparatus was a Y-maze made of Plexiglas and having 3 identical arms (40x9x16
cm) placed at 120° from each others. Each arm had walls with specific motifs allowing
distinguish it from the others. Each mouse was placed at the end of one of the three arms, and
allowed to explore freely the apparatus for 5min, with the experimenter out of the animal’s
sight. Alternations are operationally defined as successive entries into each of the three arms
as on overlapping triplet sets (i.e., ABC, BCA ...). The percentage of spontaneous alternations
(%SPA) was calculated as index of working memory performance. Total arm entries and the
latency to exit the starting arm were also scored as indexes of ambulatory activity and

emotionality in the Y-maze, respectively. The chance level is around 22 % SPA

Object recognition task: The object recognition test allows evaluation of recognition memory
and is characterized by a rapid forgetting (Dodart et al. 1997, Meziane et al. 1998). This test is
based on the natural tendency of rodents to explore a novel object by comparison to a familiar

one (Ennaceur and Delacour 1988). The object recognition task was performed in automated
159



open fields (see above). The open-fields were placed in a room homogeneously illuminated at
70 Lux at the level of each open field. The objects to be discriminated were a glass marble
(2.5 cm diameter) and a plastic dice (2 cm). Animals were first habituated to the open-field
for 30 min. The next day, they were submitted to a 10-minutes acquisition trial during which
they were placed in the open-field in presence of an object A (marble or dice). The time the
animal took to explore the object A (when the animal’s snout was directed towards the object
at a distance < 1 c¢cm) is manually recorded. A 10-minutes retention trial is performed 3h, 6h or
24h later. During this trial, the object A and another object B are placed in the open-field, and
the times tA and tB the animal takes to explore the two objects are recorded. A recognition
index (RI) is defined as (tB / (tA + tB)) x100. A recognition index of 50% corresponds to

random, and higher the index, better is the performance.

Morris water maze: This test evaluates spatial learning and memory. In this situation mice
are trained to escape from water by swimming to a hidden platform whose location can only

be identified using distal extra-maze cues (Morris, 1984 ; Hodges, 1996; Owen et al., 1997).

The water maze consisted of a white circular tank (1.50 m diameter) filled with opaque water.
Pool temperature was adjusted to 21+1°C. For the hidden platform task, the escape platform

(10 cm diameter) was positioned 1cm below water level in the centre of one of the pool

160



quadrants. For the cued task, platform position was signaled by the addition of a small flag.

The walls surrounding the water maze were hung with posters and flags, which served as

visual cues and are visible during all stages of training and testing. Movement of the mice

within the pool was tracked and analyzed with a computerized tracking system (ViewPoint,

France).

Animals were first trained in the hidden platform protocol (spatial learning). Mice were

required to locate a submerged hidden platform by using only extra-maze cues. Each mouse

received 5 blocks of training trials over five consecutive days in which they were placed in

the pool at one of four randomized start positions, and allowed to locate the hidden platform.

Trials lasted for a maximum of 120s and were separated by 15-20 min intervals. If a mouse

failed to find the platform within this period, it is guided to its position by the experimenter.

Spatial learning performance was assessed during a probe trial 1h after training, and for which

the target platform was removed from the pool.

Mice were then tested for cued training (visible platform), in which they were placed in the

pool facing the edge at one of four start positions (NE, SE, SW, NW), and required to locate a

flagged platform whose position varies across trials. Each mouse received 4 trials per day for

2 consecutive days. Trials lasted for a maximum of 120s and were separated by 15-20 min

intervals. If a mouse failed to find the platform within this period, it is guided to its position

by the experimenter.
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The latency, distance and the average speed were used to evaluate performance during
training trial. For the probe trial, the percentage of time in each quadrant and the number of

platform crosses were used as index of spatial learning performance.

Pavlovian fear conditionning: The fear conditioning is an associative learning paradigm for
measuring aversive learning and memory. In the fear conditioning procedure, a neutral
conditioned stimulus (CS) such as light or tone is paired with an aversive unconditioned
stimulus (US) such as mild footshock. Concomitantly, animals associate the background
context cues with the CS. After conditioning, the CS or the spatial context elicits a central
state of fear in the absence of the US, expressed as reduced locomotor activity or total lack of
movement (freezing). Immobility time is used as a measure of emotional learning/memory
performances (Owen et al., 1997; Crawley, 1999; Karl et al., 2003; LeDoux, 2003).
Polymodal operant chambers (Coulbourn Instruments, Allentown, PA, USA) were used. Each
chamber (18.5 x 18 x 21.5 cm) consisted of aluminum side walls and Plexiglas rear and front
(the door) walls. A loudspeaker and a bright light constituted the sources of the cues during
conditioning and cue-testing. The general activity of animals was recorded through the
infrared cell placed at the ceiling of the chambers and was directly recorded on a PC computer

using the Graphic State software (Coulbourn).
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For conditioning, mice were allowed to acclimate for 4 min, then a light/tone (10 kHz) CS
was presented for 20 s and co-terminated by a mild (1 s, 0.4 mA) footshock (US). Two
minutes later another CS-US pairing was presented. Mice were returned to their home cages
2 min later. Testing was performed 24 h following conditioning session. Testing for the
context was performed in the morning. The mouse was placed back into the same chamber
that was used for the conditioning and allowed to explore for 6 minutes without presentation
of the light/auditory CS. Testing for the cue was performed in the afternoon (about 5 h after
the context testing). The contextual environment of the chambers was changed (wall color,
odor and floor texture). The mouse was placed in the new chamber and allowed to habituate
for 2 minutes then presented with light/auditory cues for 2 minutes. This sequence was

repeated once again. At the end of testing, animals were returned to their home cages.

Percentage of suppression activity (freezing) during re-exposition to the context or to the
auditory/visual cues is used as an index of learning. A high percent value reflects a better
learning. The percentage of freezing is calculated in blocks of 2-min bins, by reporting the 2-
min periods activity during the context or cue presentation to the baseline activity during
habituation to conditioning cages (for the context-dependent learning) or to the new context

(cue-dependent learning).
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4. Experimental cohorts

Cohorts of one year-old and 1.5 year-old mice of each gender and genotype (WT, ApoEZ2,
ApoE3 and ApoE4) were used in this study, except for the most aged males for which the
number of ApoE2 and ApoE3 mice were not enough for appropriate analysis. The effects of
chronic stress on emotional behaviors were evaluated in 1 year old WT and the different
ApoE mutant mice. Cognitive capacities were analyzed both at 1 year and 1.5 year-old. The

different cohorts are presented as follow:

One year-old females: 10 WT, 7 ApoE2, 12 ApoE3 and 10 ApoE4

One year-old males: 10 WT, 9 ApoE2, 11 ApoE3 and 11 ApoE4

1.5 year-old females: 10 WT, 6 ApoE2, 9 ApoE3 and 10 ApoE4

1.5 year-old males: 7 WT and 10 ApoE4

5. Statistical analyses

Data are presented as mean = SEM and analyzed using one factor or repeated measures
analysis of variance (ANOVA). Fisher’s PLSD post-hoc test was used to compare data

between two groups. The level of significance was set at p<0.05.

164



Results

1. Effects of chronic stress and ApoE polymorphism on emotional behaviors in

aged male and female mice

As stated above, the impact of combined chronic stress and apoE polymorphism on emotional
behaviors was evaluated at one-year of age in different experimental paradigms known to

trigger distinctive types of stress and anxiety.

Females

In the light/dark test, the latency to enter into the light side differed significantly between

genotypes [F(3,35) = 3.88, p<0.02]. Indeed, ApoE2 females displayed significantly higher

latencies than WT counterparts (p<0.01, vs WT, Fisher) (Fig. 1B), which might be interpreted

as increased anxiety in ApoE2 aged females. However, the percentage of time spent in the

light side (Fg. 1A) and the number of transitions from the dark to the light sides (not shown)

were similar between the four groups of mice [F(3,35)< 0.917, NS]. The number of entries in

the dark box was also comparable between genotypes (not shown).

In the elevated plus maze, no difference was found between genotypes in the percentage of

entries (Fig. 1C) and percentage of time in the open arms. The number of head-dips tended to

differ between genotypes [F(3,35)=2.40, p=0.08]; One year-old ApoE2 females showing
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significantly lower number of head dips than wildtypes (p<0.05, Fisher) (Fig. 1D), which

might suggest increased anxiety in ApoE2 aged females under stress conditions.

In the open field test, overall locomotor activity (Fig. 1D) and rears were comparable between
genotypes [F(3,35)< 1.88, NS]. Exploration of the central part of the openfield arena
(Percentage of time and number of entries) were also comparable between genotypes,
showing that anxiety toward an open space was not affected by ApoE mutations in aged

females under chronic stress.

The tail suspension and forced swim tests are among the most widely utilized rodent model of
depression. In the tail suspension test, duration of immobility differed significantly between
genotypes [F(3,35)=3.01, p<0.05]. Indeed, aged ApoE3 females showed significantly higher
duration of immobility than WTs (p<0.05, Fisher) (Fig. 2A). The latency to the first
immobilization was also decreased in ApoE3 females comparing to WT counterparts (p<0.5,
Fisher) (Fig. 2B). On the other hand results from the forced swim test showed that floating
duration was significantly reduced in ApoE2 females (p<0.05, Fisher) (Fig. 2C), suggesting

reduced susceptibility to despair in ApoE2 females in the forced swim test.

Males
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In the light/dark test, the percentage of time spent in the light side and the latency to enter into

the light side differed significantly between genotypes [%time: F(3,37)=3.48, p<0.05; latency:

F(3,37)=5.21, p<0.01]. Indeed, ApoE2 and ApoE4 male mice showed significantly higher

percentage of time in the light side (p<0.05, Fisher) and lower latencies (p<0.05, Fisher) (Fig.

3A and 3B), suggesting reduced anxiety in one year-old ApoE2 and ApoE4 males under stress.

One year-old ApoE2 males under stress conditions also had significantly higher number of

transitions from the dark to the light box (Fig. 3C) and higher number of entries in the dark

box (not shown), as compared to WT counterparts [Transitions: F(3,37) = 11.94, p<0.001,

Fisher p<0.01; Dark entries: F(3,37)=3.40, p<0.05; Fisher p<0.05]. These data also suggest

increased activity in one year-old ApoE2 males.

In the elevated plus maze, no difference was found between genotypes in the percentage of

entries (Fig. 3D) and percentage time (not shown) in the open arms [F(3,37) )< 1.26, NS]. On

the other hand, the number head dips tended to differ between groups [F(3,37) = 2.20, p=0.10];

ApoE4 males showing higher number of head dips than wildtype counterparts (p<0.05, Fisher)

(Fig. 3E), thus suggesting reduced anxiety in ApoE4 mice in this test. The number of closed

arm entries also tended to differ between genotypes [F(3,37) = 2.41, p=0.08]; with ApoE2

mice showing significantly higher number of entries (p<0.05, Fisher). These data suggest

increased activity in one year-old ApoE2 males previously submitted to chronic stress.
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In the open field, Overall locomotor activity and rears differed significantly between
genotypes [Distance: F(3,37)= 5.02, p<0.01; Rears: F(3,37)=9.90, p<0.001]. Indeed, aged
ApoE2 males showed significantly higher levels of locomotor activity and rears than WTs
throughout the testing period (p<0.01, Fisher) (Fig. 3F and 3G). The percentage of time in the
center was comparable between genotypes [F(3,37)=1.94, NS] (Fig. 3H), but the number of
entries into the center (Fig. 31) was higher in ApoE2 mutant mice (p<0.05 Fisher). These data

suggest reduced (or tendency to reduced) anxiety in ApoE2 mutant males in the openfield.

Susceptibility to despair was evaluated in the tail suspension and forced swim tests. In the tail
suspension test, the total duration of immobility was comparable between genotypes
[F(3,37)=0.84, NS]. Nevertheless, ApoE2 mutant males showed significantly lower
immobility duration during the first 2-min of testing [F(3,37)=4.76, p<0.01, Fisher p<0.01
ApoE2 vs WT] (Fig. 4A) and higher latency to the first immobilization [F(3,37)=5.46, p<0.01,
Fisher p<0.01 ApoE2 vs WT] (Fig. 4B). Floating duration in the forced swim test (Fig. 4C)
also differed between genotypes [F(3,35)=3.72, p<0.05], with ApoE2 mutant males showing
significantly reduced immobility duration, as compared to WT counterparts (p<0.05, Fisher).
These results clearly suggest reduced susceptibility to despair behavior in one year-old ApoE2

males previously submitted to chronic stress.
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All together, results from these experiments show that one year-old ApoE4 mutant males
submitted previously to unpredictable stress showed reduced anxiety in the light/dark and
elevated plus maze. On the other hand, ApoE2 males showed increased activity in several
situations, including the openfield, the light dark and elevated plus maze. In addition, one
year-old ApoE2 males also showed reduced anxiety in the light/dark and openfield situations,
while females showed tendency to increased anxiety. Both ApoE2 males and females showed
reduced susceptibility to despair, males in the tail suspension and forced swim test, and
females in the forced swim test. Finally, one year-old ApoE3 females submitted to chronic

stress showed increased susceptibility to despair, as revealed in the tail suspension test.

2. Effects of chronic stress and ApoE polymorphism on learning and memory
performance in aged male and female mice
The impact of combined chronic stress and ApoE polymorphism on cognitive abilities was

evaluated on 1 year-old and 1.5 year-old male and female mice.

One-year old females

In the Y Maze test, the percentage of spontaneous alternations is well above the chance level

and was comparable for all groups of mice [F(3,35) = 1.59, NS] (Fig. 5A),showing that

working memory was not affected by the different ApoE-KI mutations under chronic stress
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conditions. The number of visited arms was also similar for the four groups of mice [F(3,35)

= 1.72, NS] (not shown).

Concerning the object recognition test, exploration duration of the familiar object during the

acquisition trial was comparable between genotypes [F(3,35)=0.47, NS] (not shown). When

animals were allowed to explore both the familiar and a novel object during a retention trial,

24h after acquisition, object recognition performance differed significantly between

genotypes [F(3,34)=5.79, p<0.01]; one year-old ApoE2 females showing significantly higher

recognition performance than the other genotypes (p<0.05 vs WT, Fisher) (Fig. 5B). On the

other, ApoE3 females displayed significant deficit in recognition performance (p<0.05 vs WT

Fisher). Indeed, only WT and ApoE2 females showed recognition performance above the

chance level (Fig. 5B) exploring significantly more the novel object than the familiar one

(p<0.05, paired t-test) (Fig. 5C), while ApoE3 and ApoE4 performed around the chance level

(Fig. 5B). These data shows that ApoE2-KI mutation improved recognition performance in

one year-old females under stress conditions, while ApoE3-KI and ApoE4-KI induced

significant deficits in recognition memory in stressed old females. In addition, ApoE2 females

showed significantly increased locomotor activity (Fig. 5D) and rears during the retention trial

(p<0.05, Fisher, following significant ANOVA).

In the Morris Water Maze, the latency (Fig. 5E) and distance to reach the submerged platform

decreased significantly as testing progressed in all WT and the three ApoE mutant groups,
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[Time: F(4,136)>46.11, p<0.001; Interaction: F(12,136)<0.93, NS]. Nevertheless, ApoE2
females showed significantly lower latencies (p<0.05) to the platform on the first day of
training (Fig. 5E), and ApoE3 females showed higher latencies and distance on the last
training day (p<0.05), without difference in the swimming speed [F(3,34) = 0.44, NS]. When
animals were submitted to a probe trial at the end of training, all groups showed a significant
preference for the target quadrant [Quadrant: F(3,102)=32.43, p<0.01, Genotype:
F(3,34)=0.61, NS]. On the other hand, it can be seen that ApoE2 females showed higher
preference for the target quadrant than WT counterparts [Interaction quadrant*Genotype:
F(3,45)=6.01, p<0.01] (Fig. 5F). Indeed, the percentage of time spent in the target quadrant
was significantly higher (p<0.01) and that in the opposite quadrant tended to be lower in
ApoE2 females than in wildtypes (p=0.09). The number of platform crosses was also higher
in ApoE2 females than in WTs (p<0.05) (Fig. 5G). These data suggest improved spatial
learning in one year-old ApoE2 females under stress conditions. When the platform position
was indicated by a flag, no difference appeared between the genotypes concerning the latency
and the distance to reach it [F(3,34)<1.73, NS] (not shown), showing that visual and swim

abilities were not affected in the different ApoE mutants.

Concerning the behavioral responses to the Pavlovian fear conditionning test, therewas no
difference between genotype concerning the baseline level of activity during the habituation

to the conditioning cages [F(3,34) = 0.70, NS] (Fig. 6A). Furthermore, all the groups reacted
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similarly to the exposition to CS-US pairings [F(3,34) = 0.43, NS]. When the mice were re-

exposed in the same context 24 hours later, they all showed a significant decrease of the

activity compared to the habituation, showing that they made the association between the

conditioning cage and the foot-shock [Pre-Post conditioning: F(1,34)=133.45, p<0.001;

Genotype: F(3,34)=0.57, NS; Interaction F(3,34)=0.17, NS, repeated ANOVA on the last 2-

min of habituation and the first 2-min of context] (not shown), suggesting that all genotypes

remembered the context wher they received the shocks. On the other hand, contextual freeing

performance (activity suppression) was comparable between genotpes [F(3,34)=0.62, NS]

(Fig. 6B). When the context is modified, the presentation of CS alone induced in all

genotypes a clear fear reaction that was reflected by a marked suppression of activity. The

level of suppression of activity, which can be associated to the cued freezing performance,

was similar for all groups [F(3,34)=0.52, NS] (Fig. 6C). These results show that one year-old

ApoE2,ApoE3 and apoE4 females under stress condition did not show altered contextual or

cued fear conditioning.

1.5 year-old females

Cognitive abilities were also re-evaluated in the same animals at 1.5 years of age. It should be

noted that some mice died during this period.
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The percentage of spontaneous alternations measured in the Y Maze test tended to differ
between genotypes [F(3,33)=2.51, p=0.07]; aged ApoE2 females displaying higher
performance than WTs (p<0.05, Fisher) (Fig. 7A), which may suggest improved working
memory in 1.5 year old ApoE2 females previously submitted to unpredictable chronic. The

number of arm entries was comparable between genotypes [F(3,33)=0.64].

For the object recognition task, even if this task is known to be submitted to rapid forgetting
(Dodart et al, 1997, Meziane et al, 1998), the choice of familiar and novel objects object was
balanced to avoid any potential residual recognition from the previous training. No difference
was found between genotypes in recognition performance [F<2.18, NS]. Nevertheless,
intragroup analysis shows that at 3h delay, only WT and ApoE2 females showed recognition
performance significantly above the chance level (p<0.05 one group t-test), while ApoE4
females performed at the chance level and ApE3 females tended to perform above the chance
level (p=0.07) (Fig. 7C), which suggest altered recognition performance in ApoE4 females at
this delay. At 24h delay, only ApoE2 females performed significantly above the chance level

(p<0.05) (Fig. 7D), suggesting improved recognition performance in ApoE2 females.

In the water maze test, the latency and distance to find the hidden platform decreased with
time and were comparable between genotypes [F(3,30)<1.63, NS]. On the other hand, results
from the probe trial showed that the quadrant preference differed between genotypes

[Interaction Genotype*quadrant: F(9,93)=3.02, p<0.01]. Indeed 1.5 year-old ApoE2 females
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better preference for the target quadrant than the others, as compared to WTs, spending more

time in the target and less time in the left and opposed quadrants (p<0.05 vs WT) (Fig. 7B).

These data clearly suggest improved spatial learning and memory performance in 1.5 years

ApoE?2 females.

One-year old males

In the Y Maze test, the percentage of spontaneous alternations was comparable between

genotypes [F(3,37) = 0.95, NS] (Fig. 8A), showing that working memory is not affected by

the different apoE mutations in one year-old stressed males. The number of visited arms is

also similar for the four groups [F(3,37) = 0.10, NS] (not shown).

In the object recognition test, exploration duration of the familiar object during the acquisition

trial was comparable between genotypes [F(3,37)=0.34, NS] (not shown). When animals were

allowed to explore both the familiar object and a new one, 24h after acquisition, we can see

that no difference was found between genotypes in object recognition performance [F(3,33) =

0.29, NS] (Fig. 8B). All of WT, ApoE2, ApoE3, and ApoE4 groups showed recognition

performance above the chance level, exploring more the novel object than the familiar one

(Fig. 8C). On the other hand, ApoE2 males showed significantly increased locomotor activity

during the retention trial [F(3,33)=3.88, p<0.05, Fisher p<0.05] and increased number of rears

during both the acquisition and retention trials [F>4.31, p<0.01, Fisher p<0.01] (Fig. 8D).
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The results of the Morris Water Maze show that the latency (Fig. 8E) and distance to reach
the submerged platform decreased significantly over the course of training in all WT and
ApoE groups, and no difference was found between genotypes concerning these parameters
[Genotype: F(3,37) <1.51 NS; Time: F(4,148)>46.66, p<0.001; Interaction: F(12,148)<1.35,
NS], suggesting that all genotypes learned to find the hidden platform by using only the extra-
maze cues. In agreement with this, results of the probe trial performed on the last day of
training without any platform, showed that all WT and ApoE genotypes showed a significant
and comparable preference for the target quadrant [Quadrant: F(3,111)=77.63, p<0.001;
Genotype: F(3,37)=0.35, NS; Interaction genotype*quadrant: F(9,111)=0.79, NS] (Fig. 8F)
and comparable number of platform position crosses [F(3,37)=0.77] (Fig. 8G). When the
rules were changed by indicating the platform position with a flag and changing its position
from trial to trial, , we can see that all groups learned quickly the task, without difference
between genotypes concerning the latency, the distance or the swimming speed [F(3,37)<1.53,

NS] (not shown). These data also suggest that swim abilities are not affected in ApoE mutants.

Results of this experiment show that ApoE2, ApoE3, and ApoE4 mutation did not affect

spatial learning in one year-old males submitted to chronic stress.

Finally, concerning the behavioral responses to the Pavlovian fear conditionning test, we can
see that there is no genotype difference in the mice activity during the four minutes

habituation to the apparatus [F(3,36) = 2.16, NS] (Fig. 9A), even if the ApoE2 mice were
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slightly more active than the ApoE3 mice. Furthermore, this baseline activity decreased

highly in the same way for all the groups after the exposition to the CS-US (stimuli and foot-

shock) without any genotype difference, even if the ApoE2 mice stayed at a higher level of

activity than the other groups [F(3,36) = 2.18, NS]. When the mice were are put again in the

same context without stimuli and foot-shock, they all had a decrease of the activity compared

to the baseline measured during the habituation, showing they remembered the context where

they received the foot-shock. In addition, there was a significant difference between

genotypes concerning contextual freezing performance [F(3,37)=4.67, p<0.01]; ApoE2 and

ApoE3 males showing significantly lower freezing than wildtypes (p<0.05 Fisher) (Fig. 9B).

When animals were placed in a new context, the presentation of CS alone induced in all

genotypes a clear fear reaction that was reflected by a marked suppression of activity. The

cued freezing performance was comparable between genotypes [F(3,36)=1.46, NS] (Fig 9C)

Data from this experiment show that ApoE2 and ApoE3 aged males submitted to stress

displayed reduced contextual freezing performance, which may suggest altered emotional

learning and memory performance in ApoE2 and ApoE3 aged males. Nevertheless, decreased

freezing performance in ApoE2 males might presumably be explained by increased activity

and reduced anxiety in these animals.

1.5 year-old males
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In males the effect of chronic stress on cognitive abilities were also evaluated in ApoE4

animals at 1.5 years of age. It should be noted that ApoE2 and ApoE3 were not evaluated for

cognitive abilities at this age because the number of mice too low for appropriate analysis.

No difference was observed between genotypes in the percentage of spontaneous alternation

in the Y Maze test (Fig. 10A) (t15=0.40, NS), showing that working memory was not affected

in 1.5 years ApoE4 males submitted to chronic stress. In the object recognition test, no

significant difference was found between WT and ApoE4 males in recognition performance,

neither at 3h nor at 24h delay (t<1.40, NS) (Fig. 10B and 10C). Nevertheless, at 24h delay,

only WT, but not ApoE4, mice performed significantly above the chance level (p=0.05, one

group t-test). These data suggest that 1.5 year-old males submitted to stress showed altered

recognition memory.

In Morris water maze, the latency and distance to find the hidden platform decreased

significantly in both genotypes as testing progressed, but tended to be higher in ApoE4 males,

as compared to WT counterparts [F(1,14)>2.94, p=0.10] (not shown) suggesting delayed

learning in ApoE4 males. When the platform was removed to test the strength of the learning

during the probe test, the preference for quadrants differed significantly between genotypes

[Interaction genotype*quadrant F(3,42)=3.25, p<0.05] (Fig. 10D). Indeed, ApoE4 males spent

less time than WTs in the target quadrant (p<0.05). The number of platform crosses was also

significantly lower in ApoE4 males than in WTs (t14=2.82, p<0.05) (Fig. 10E). These data
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V.

clearly suggest that 1.5 years ApoE4 males under stress conditions showed altered spatial

learning performance.

All together, results obtained from cognitive tests show that one year old ApoE2 and ApoE3
males submitted to unpredictable stress showed decreased contextual freezing performance,
which might be due in ApoE2 animals to the observed increased activity and reduced anxiety.
Working memory, recognition memory, and spatial learning were not affected by the different
ApoE-KI mutation in stressed males at one year old of age. On the other hand, object

recognition memory and spatial learning were altered in older (1.5 years of age) ApoE4 males.

In female mice, combined stress and ApoE4-KI mutation caused significant deficits in object
recognition memory starting from 1 year of age. On the other hand, ApoE2-KI females
submitted to stress showed improved recognition and spatial learning and memory
performance at one year of age. Such cognitive improvement in ApoE2 females was still
observed at 1.5 year-old in several forms of learning and memory including working memory,
object recognition and spatial learning. Finally, ApoE3 females also showed altered object

recognition performance.

Discussion
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The present was designed to investigate the effects of unpredictable chronic stress on ApoE
polymorphism expression of emotional behaviors and cognitive abilities in aged mice. Results
from this study show that the impact of stress is different depending on the gender and age of

mice.

Concerning the emotional behaviors, one year-old ApoE4 mutant males submitted previously
to unpredictable stress showed reduced anxiety in the light/dark and elevated plus maze, while
ApoE4 insertion did not affect anxiety in stressed females in our experimental conditions.
According to our knowledge, our work is the first one analyzing the effect of stress on
emotional behaviors in aged ApoE2, ApoE3 and ApoE4 male and female mice. On the other
hand several studies analyzed the influence of ApoE genotypes by themselves on anxiety in
mice. In this regard, adult ApoE-KO and ApoE4, but not ApoE3, male mice were reported to
show increased anxiety (Robertson et al., 2005; Raber, 2007). Such effects were associated
with significantly reduced microtubule-associated protein (MAP) 2-positive neuronal
dendrites in the central nucleus of the amygdala, structure importantly involved in the
regulation of fear and anxiety (Robertson et al., 2005). These authors also showed that ApoE-
KO, apoE3, and ApoE4 mutants also showed abnormally increased plasma corticosterone
levels following anxiety testing, suggesting that measures of anxiety in ApoE-KO and ApoE4
mutants were dissociated from HPA axis activation (Robertson et al., 2005). This also

suggests that HPA axis activation is presumably due to ApoE deletion in the mouse, rather
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than human ApoEs insertion in mice. Adult and aged ApoE4 females were also reported to
show increased anxiety, as compared to ApoE2 and ApoE3 counterparts (Siegel et al., 2010).
In our laboratory, we found that ApoE4 mutation by itself reduced anxiety in adult male and
aged female mice in the light dark test, while adult females showed increased anxiety in the
elevated plus maze (not yet published). Our data contrast with those of Raber’s team, and
suggest that the impact of apoE4 mutation also depends on the anxiety situation (anxiety for
height vs anxiety for highly illuminated situation). It should also be noted that, in the study of
Siegel et al, ApoE4 were compared to ApoE2 and ApoE3, while in our case we used specific
WT controls from heterozygote parents breeding. The difference between our results and
those of these authors might also be explained by differences in the background of mice.
Indeed, Robertson et al. used C57BL/6J background while mice used in our studies had a
mixed 129Sv/C57BL6J background, and the functional expression of mutations strongly

depend s in the genetic background of animals (Lominska et al., 2001).

We also showed that combined chronic stress and ApoE2 insertion in males had anxiolytic
properties in the light dark and openfield, and increased activity in several situations,
including the openfield, the light dark and elevated plus maze. On the other hand, one year old
ApoE?2 females previously submitted to stress showed tendency to increased anxiety. ApoE2
mutation by itself did not affect anxiety in adult male and female mice (personal data, not yet

published). These results are also the first ones describing stress and ApoE2 impact on anxiety;

180



most studies in animals generally focused on ApoE4 mutation considering that ApoE4
represents a major genetic risk factor in Alzheimer’s disease, while the potential effects of
ApoE2 mutation were neglected. It is clear, in our case, that stress has an impact on the
anxiety phenotype related to ApoE2 genotype in mice. These data are in agreement with
several studies showing that behavioral parameters can be modified under specific
environmental conditions such as the stress (Willner et al., 1987; Papp et al., 1991; Moreau et
al., 1992; Moreau et al., 1993; Lechin et al., 1996; Willner, 1997; Elizalde et al., 2008;
LeBlanc, 2009). In addition, our data show that the stress affects differentially males and
females, and support previous observations showing that stress could be anxiolytic in males
and anxiogenic in females (Luine et al., 2007). In the same line, our results also show that
Both ApoE2 males and females previously submitted to chronic stress showed reduced
susceptibility to despair, males in the tail suspension and forced swim test, and females in the
forced swim test. Depression is an important comorbidity in Alzheimer’s disease, and ApoE2
genotype was reported to have protective effects in human (Fan et al., 2006; Julian et al.,

2009). Our work is the first to show protective effects of ApoE2 genotype in mice.

Finally, our results show that one year-old ApoE3 females submitted to chronic stress showed
increased susceptibility to despair in the tail suspension test. If this result is difficult to

interpret, at least it shows that ApoE3 mutation might affect behavior in the mice, and the
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strategy using apoE3 mutant mice as controls for evaluation of the impact of ApoE4 genotype

in animals might be misleading and should be considered with caution.

Concerning cognitive abilities, our results shows that ApoE4 male mice under stress
conditions showed altered object recognition memory and spatial learning at 1.5 years of age,
but not at 1 year-old. In stressed females, ApoE4-KI mutation caused significant deficits in
object recognition memory starting from 1 year of age. Decreased cognitive performance was
previously observed following ApoE4 insertion. In this regard, adult or middle-aged ApoE4
female mice did not detect changes in the spatial configuration of objects and showed
impaired spatial learning performance, as compared to ApoE3 ones (Grootendorst et al., 2005;
Bour et al., 2008). Other studies using mice carrying human ApoE4 allele by itself or coupled
to APP mutation confirmed the deleterious impact of ApoE4 on spatial learning, which were
seen primarily in females (Raber et al., 1998; Raber et al., 2000b; van Meer et al., 2007;
Kornecook et al., 2010). In our laboratory, ApoE4 KI mutation did not affect learning and
memory by itself in adult or aged mice, except an accelerated extinction in contextual fear
conditioning in both male and female mice. The lack of effects of ApoE4 mutation by itself in
our case was not surprising, considering that the ApoE4 allele represents only a risk factor to
develop AD, but not necessarily a cause of potential cognitive deficits; ApoE4 might act
together with other endogenous or exogenous factor to precipitate cognitive deficits. In

addition, the controls used and genetic backgrounds of mice differed between our conditions
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and the other studies. Our results clearly show that chronic stress is one of the environmental
factors influencing ApoE4 expression to induce learning and memory deficits with age, such

deficits appears earlier in females.

Interestingly, our results also show that ApoE2-KI females submitted to stress displayed
improved recognition and spatial learning and memory performance at one year of age. Such
cognitive improvement in ApoE2 females was still observed at 1.5 year-old in several forms
of learning and memory including working memory, object recognition and spatial learning.
Several clinical studies showed that ApoE2 genotype is associated with reduced risk to
develop cognitive deficits and AD (Farrer et al., 1997; Martins et al., 2005). According to our
knowledge, our work is the first to describe cognitive enhancing effects of ApoE2 genotype in
animals. In agreement with this, ApoE2 TR mice were shown to be resistant to long term
potentiation (LTP) blockade by AP in hippocampal slices (Trommer et al., 2005); LTP is

considered as physiological phenomenon underlying learning and memory processes.

In the present study, we also showed that one year old ApoE2 and ApoE3 males submitted to
unpredictable stress showed decreased contextual freezing performance, which might be due
in ApoE2 animals to the observed increased activity and reduced anxiety. ApoE3 females also
showed altered object recognition performance at one year old. Deleterious effects of ApoE3
mutation were also reported by Groontendorst et al. showing that female apoE3 mice failed to

improve their performance during training in a reference memory version of the spatial water-
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maze task (Grootendorst et al., 2005), and confirm our observations in the tail suspension test,
supporting the fact that the strategy consisting to use ApoE3 mice as controls is presumably

inappropriate.

The mechanisms by which apoE genotypes, alone or in combination with stress, affect
emotional behavior and cognitive abilities are still to be documented. Nevertheless,
Robertson et al. (2005) showed that increased anxiety in apoE4 mice was associated with
reduced microtubule-associated protein (MAP) 2-positive neuronal dendrites in the central
nucleus of the amygdala, structure importantly involved in the regulation of fear and anxiety.
In addition to the amygdala, the hippocampus has largely been involved in anxiety and stress
regulation (Leuner & Gould, 2010). Interestingly, hippocampal and amygdalar atrophy were
observed in poE4 carriers (Plassman et al., 1997; Lind et al., 2006). On the other hand, young
apoE4-TR males show a reduced magnitude of dentate gyrus (DG) LTP, and ApoE2 TR mice
were shown to be resistant to LTP blockade by AP in hippocampal slices (Trommer et al.,
2004; Trommer et al., 2005). Thus, the memory and emotional changes following ApoE

mutations might be related to structural and functional alterations.

Concerning the possible molecular mechanisms, different pathways can be affected by stress.
The central noradrenergic system is classically involved of stress effects (Lechin et al., 1996).
In ApoE-KO mice, specific decrease in noradrenalin levels has been observed in kidney

(Michel et al., 2008) and in the hippocampus (Puolivali et al., 2000b), demonstrating the
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implication of ApoE in the noradrenergic activity. Other molecules like corticosterone,
glucocorticoid or adrenal stress hormones also act in a stress-induced plasticity principally in
the amygdala, but also in other brain regions, and could have long-term consequences for
cognitive performance and pathological anxiety exhibited in people with affective disorders
(Roozendaal et al., 2009). In this regard, Grootendorst & al. showed that aged ApoE-KO
female mice had increased corticosterone secretion which parallels cognitive decline in water
maze performance (Grootendorst et al., 2001b; Grootendorst et al., 2004). Increase in plasma
corticosterone was also observed in ApoE-KO, ApoE3 and ApoE4 mice following anxiety
testing (Robertson et al., 2005). The cholinergic system is largely involved in learning and
memory abilities (Lecourtier et al., 2010), and shown to be altered in Alzheimerr’s disease
(Craig et al., 2011). It has been shown that chronic stress induces an increase in
achetylcholine esterase levels in the rat stressed hippocampus (Tagliari et al., 2011). On the
other hand apolipoprotein E-deficient mice were reported to have reduced levels of
hippocampal cholinergic nerve terminals (Chapman et al., 2000) and reduced cholinergic
muscarinic receptors (Siegel et al., 2011), suggesting cortical and hippocampal modulation of

the cholinergic system by ApoE.

One may suggest that the stress might affect these molecular signals depending on the ApoE
genotype, the age and the gender, in specific brain regions such as the amygdala and

hippocampus to modulate affective behavior and cognitive performance. In our conditions,
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such interactive effects of stress and apoE polymorphism produced anxiolytic effects in
ApoE4 and ApoE2 males, and increased anxiety in ApoE2 females at one year of age. The
effects of stress on cognitive abilities were deleterious in ApoE4 mutants primarily in females,

and allowed to detect the cognitive enhancing effects of ApoE2 genotype.

All together, results of the present study shows that the stress provide an excellent model for
understanding pathophysiological mechanisms underlying age-related cognitive and
emotional changes associated to ApoE polymorphism risks factors, and thus might provide
progress in the understanding of pathophysiological mechanisms leading to sporadic forms of

Alzheimer’s disease.
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Legends:

Figure 1. Anxiety-related behavior in one year-old ApoE female mice. Light Dark: A.
Percentage of time spent in the light box. B. Latency to enter the light box. Plus Maze: C.
Percentage of entries in the open arms. D: Number of head dips. Open-field: E. Total distance
in the whole arena. F: Percentage of time spent in the center of the arena. * p<0.05, ** p<0.01

vs. WT (Fisher).

Figure 2: Susceptibility to despair in one year-old ApoE female mice. A. Total duration of
immobility in the tail suspension test. B. Latency to the first immobilization in the tail
suspension test. C. Total duration of floating in the forced swim test. * p<0.05 vs. WT

(Fisher).

Figure 3: Anxiety-related behavior in one year-old ApoE male mice. Light Dark: A.
percentage of time spent in the light box. B. Latency to enter the light box. C. Number of
dark/light transitions. Plus Maze: D. Percentage of entries in the open arms. E. Number of
head dips. Open-field: F. Total distance in the openfield. G. Total number of rears. H.
Percentage of time spent in the center of the arena. |. Total number of entries in the center of

the arena. *: p<0.05, ** p< 0,01 vs. WT (Fisher).

Figure 4: Susceptibility to despair in one year-old ApoE4 male mice. A. Duration of

immobility over the 6 minutes of testing in the tails suspension test. B. Latency to the first
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immobilization in the tail suspension test. C. Total duration of immobility in the forced swim

test. * p<0.05 vs. WT (Fisher).

Figure 5: Cognitive abilities in 1 year-old ApoE female mice. A. Percentage of spontaneous
alternation in the Y-maze. B. Object recognition index. C. Exploration duration of familiar
and new objects during the retention trial in the object recognition test. D. Locomotor activity
during the retention trial in the object recognition test. E. Latency the to find the submerged
platform during the five days of training in the water maze. F. Percentage of time spent in the
different quadrants during the probe trial in the water maze. G: Number of platform crosses
during the probe trial. * p<0.05 vs. WT, Fisher; # p<0.05 vs. the chance level (one group t-

test); $ p<0.05 vs. familiar object (paired t-test).

Figure 6: Performance in the fear conditioning test in 1 year-old female mice A. Evolution of
the activity during the conditionning session. B. Percentage of suppression of the activity to

the context. C. Percentage of suppression of the activity in response to the cues.

Figure 7: Cognitive abilities in 1.5 year-old ApoE female mice. A. Percentage of spontaneous
alternation. B. Percentage of time spent in the different quadrants during the probe trial in the
water maze. C. Object recognition index at 3 h delay. D. Object recognition index at 24h
delay. * p<0.05 vs. WT, Fisher, # p<0.05 vs. the chance level (one group t-test), $ p<0.05 vs.

familiar object (paired t-test).
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Figure 8: Cognitive abilities in 1 year-old ApoE male mice. A. Percentage of spontaneous
alternation in the Y maze. B. Object recognition index. C. Exploration duration of the familiar
and new objects during the retention session. D. Locomotor activity during the retention trial
in the object recognition. E. Latency to find the submerged platform during the five days of
training in the water maze. F. Ppercentage of time spent in the different quadrants during the
probe trial in the water maze. G: Number of platform crosses during the probe trial. * p<0.05
vs. WT, # p<0.05 vs. the chance level (one group t-test), $ p<0.05 vs familiar object (paired t-

test).

Figure 9: Fear conditionning performance in 1 year-old male mice A. Evolution of the activity
during the conditionning session. B. Percentage of suppression of the activity during the

context session. C. Percentage of suppression of the activity in response to the cues.

Figure 10: Cognitive abilities in 1.5 year-old ApoE4 male mice. A. Percentage of spontaneous
alternation in the Y maze. B. Object recognition index after 3 h delay. C. Object recognition
index after 24h of delay. D. Percentage of time spent in the different quadrants during the
probe trial in the water maze. E. Number of platform crosses during the probe trial. * p<0.05

vs. WT, # p<0.05 vs. the chance level (one group t-test).
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Figure 2 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.

Tail suspension

é 7 T T ;é 80 - Z
EEEE P = 7
§ 100 z :i - 2 -
S Zhe s |
= 50 - / e 3 5 / s
N Z o o é R

Wt P90€1 PQO?} P@o?} Wt P&p@' PQOV} P‘Qoeb‘

Forced Swim

9]

160 -

140 ~

100 ~

80 -

60 -

40 -

Total Duration of Immobility (s)

20 A

\N‘ [»?0?} P&og} P&o@b‘

201



Figure 3 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 4 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 5 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 6 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 7 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 8 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 9 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Figure 10 - Koutseff A., Mittelhaeuser C., Auwerx J. & Meziane H.
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Tableau 13: Résumé des principaux effets du stress lié aux différentes mutations ApoE
humaines chez la souris sur la cognition et les émotions.
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Les inégalités observées dans I’intégration du stress chronique liées au génotype de I’ApoE
ainsi qu’au sexe, nous ont démontré que le polymorphisme de I’ApoE pouvait moduler
I’intégration de facteurs de plasticité cérébrale. Le stress chronique étant en effet capable de

modifier le fonctionnement des réseaux neuronaux.

Nous avons donc décidé, de compléter ce travail comportemental par une étude cellulaire,
permettant d’évaluer I’impact du polymorphisme de I’ApoE, en fonction de 1’age et du sexe,
sur la neurogénese hippocampique, une forme de plasticité cérébrale. La prolifération

neuronale a été quantifiée en utilisant une technique par cytométrie de flux.

Les résultats de cette étude vous sont présentés dans la troisieme partie qui suit, a savoir
I’article 2 : Impact of the apolipoprotein E polymorphism, age and gender on neurogenesis in

mice: pathophysiological relevance for Alzheimer’s disease?.
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Troisiéme partie : Etude de Ieffet

du polymorphisme de I’ApoE sur
un facteur particulier de plasticité

cerébrale : la neurogéenese

(Article 2)
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Apolipoprotein E (ApoE) is found in three different forms in human (ApoE2, ApoE3 and
ApoE3), and ApoE polymorphism is recognized as one of the most prevalent risk factors for
Alzheimer’s disease (AD). ApoE is involved in lipid and cholesterol transport, cell repair, and
amyloid-p deposition and some studies suggest potential implications in neurogenesis. In this
regard, we investigated the possible impact of the three human different ApoE isoforms on
neurogenesis. We used ApoE knock-in mice with different ages and genders, and quantified
newborn cells in the hippocampus by flow cytometry. Young adult mice (10-12 week-old)
from both genders carrying the ApoE4 gene displayed reduced neurogenesis compared to
wild-type littermates. In addition, young adult ApoE2 female mice showed improved
hippocampal progenitor cell proliferation. In older mice (1 year), hippocampal neurogenesis
was globally decreased, particularly in females, and the difference between ApoE4 and WT
disappeared for the two genders. Moreover, a surprising protective effect of the ApoE3
genotype was observed in aged females. Our study clearly supports the role of ApoE in
neurogenesis, and shows for the first time an early inequality between the ApoE genotypes.
The reduced neurogenesis observed for the ApoE4 genotype and the improved results
obtained in young ApoE2 females supports the idea of a difference in the balance between
neuronal birth and death modulated by the ApoE polymorphism in young animals. The
maintenance of this balance and its modulation can influence pathophysiological mechanisms
predisposing to neurodegenerative diseases like AD.

1. Introduction

Neurogenesis was localized in rodents in the subventricular zone of the anterior lateral
ventricle and in the subgranular zone of the hippocampal dentate gyrus (Corotto, et al., 1993;

Das and Altman, 1970; Luskin, 1993; Taupin and Gage, 2002). Such neuronal cell
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proliferation was evidenced through the use of 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) an analogue

of the thymidine, which labels DNA during the S-phase of the cellular cycle of dividing cells.

Recently, several bodies of evidence established links between hippocampal precursor cell
proliferation and depression-like symptoms. Indeed, chronic stress, recognized as a major
etiological factor in depression, and stress related glucocorticoids such as corticosterone
decrease hippocampal neurogenesis (Bilsland, et al., 2006; Gould, et al., 1997). On the other
hand, antidepressants from different classes can increase hippocampal cell proliferation
(Bilsland, et al., 2006; Santarelli, et al., 2003). Neurogenesis is also in altered other brain
diseases related to ageing, such as Alzheimer’s disease (AD) (Crews, et al., 2010; Kuhn, et al.,
1996; Mattson and Magnus, 2006; Phillips, et al., 2006; Simpson, et al., 2010; Thompson, et
al., 2008). One may suggest that the efficiency of neurogenesis in young or adult may affect
the susceptibility to develop Alzheimer’s disease with age, and conversely that risk factors for
AD may regulate neurogenesis. In this context, Apolipoprotein E (ApoE) polymorphism
constitutes one of the risk factors of AD. Three alleles (e2, €3 and €4), localized on
chromosome 19, are coding for three different isoforms in humans (respectively ApoEZ2,
Apo3 and ApoE4). ApoE is involved in lipid and cholesterol transport, tissue repair, neuronal
growth and differentiation (Mahley, 1988; Nathan, et al., 1994). ApoE polymorphisms were
first linked to metabolic abnormalities (Mahley, 1988). Later on, several studies have shown
a link between genotypic variations of ApoE and the prevalence of AD, with the &4 allele
considered as a major genetic risk factor of AD (Ashford, 2004; Mahley, et al., 1996; Roses,
1996; Roses, 1998; Strittmatter and Roses, 1995). In the same line, old twins with the &4

allele demonstrated poorer cognitive performance than their co-twins without the €4 allele
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(Reed, et al., 1994). Even if its impact in AD is known, the exact processes by which the

ApoE4 contributes to the disease are still to be documented.

We submit here the idea that ApoE, in addition of its role in cell reparation and differentiation,
can regulate cell generation. According to our knowledge, only two studies analyzed the
effect of ApoE on neurogenesis, and contrasting data were found (Levi and Michaelson, 2007;
Li, et al., 2009). In this regard, we investigated here the impact of the human ApoE
polymorphism on the neurogenesis in mice. To this end, mutant mice carrying the human
mutations €2, €3, or &4 were used. Hippocampal progenitor cells proliferation was analyzed
both in young adult and aged mice from both genders to determine the influence of age and
sex. Neurogenesis was quantified using flow cytometry, a rapid, reliable and robust technique

(Balu, et al., 2009; Bilsland, et al., 2006).

2. Methods

2.1 Mice, administration of BrdU and sample preparation

ApoE mutant mice were generated as described by Sullivan et al. by replacing the mouse
ApoE gene with the 3 different human ApoE alleles (Knouff, et al., 1999; Sullivan, et al.,
1997; Sullivan, et al., 1998). The mice used in this study had 75%-C57BL6/J and 25%-129Sv
genetic background. A PCR genotyping protocol with specific primers to the mouse wild type
allele and to the targeted human ApoE allele was used. PCR products were analyzed using a
LabChip® 90 microfluidic apparatus and analyzed with the HT DNA 5K LabChip® 90 Assay
kit, which is more sensitive than gel analysis. WT mice were littermates from the ApoE
knock-in mice and all mice issued from heterozygous parents breeding. Mice were group

housed and kept under controlled vivarium conditions (Champy, et al., 2004): temperature
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kept at 21-22°C and constant light-dark cycle (12hr with lights on at 07 a.m.) with food and
sterile water available ad libitum. Young adult (9-13 week-old) and aged (1 year-old) mice of

each gender and genotype (WT, ApoE2, ApoE3 and ApoE4) were used in this study.

BrdU was prepared in saline solution and administered i.p. for 4 consecutive days at a dose of
100 mg/kg. Animals were euthanized by cervical dislocation the day following the last BrdU
injection and the hippocampus was immediately dissected out bilaterally, taking care to
remove the rostral tip of hippocampus, where contamination with SVZ progenitors is likely.
Samples were prepared according to Bilsland et al (Bilsland, et al., 2006). Briefly,
hippocampi were dissociated using DNase I, and BrdU expression visualized using a
conjugated primary antibody. Nuclei are labeled using the nuclear dye 7-AAD, and the BrdU

expression quantified by flow cytometry.

2.2 Flow cytometry protocol

Flow cytometry was performed using the FACS Calibur flow cytometry analysis system (BD
Biosciences, Oxford, UK). Population events were first sorted according to their size and
granularity. 7-AAD cells were first gated on a histogram; the expressing cells were visualized
on a forward/side scatter plot. They were then back-gated by quantifying their expression of
7-AAD to eliminate debris prior to analysis; this also eliminated autofluorescence of the
sample. Another gating was generated, with FITC fluorescence (showing BrdU presence) on
the Y-axis and 7-AAD fluorescence on the X-axis. Gates were always set using dissociates
from animals which did not receive BrdU in vivo, but which were processed and stained
alongside the experimental samples. Around 20.000 7-AAD expressing cells were gated, and

the number of these cells expressing BrdU analyzed. The number of BrdU positive cells per
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20.000 cells was determined, and expressed as percentage of 7AAD-BrdU positive cells

relative to gated 7AAD-positive cells.

2.3 Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using the Statview software. For comparison between
groups, non-parametric tests were used: Kruskal-Wallis test (KW) to compare 3 groups or
more and Mann-Whitney test (MW) to compare 2 groups. The level of significance was set at

p<0.05.

3.Results

3.1 Flow cytometer acquisition parameters for BrdU labeled cells

The suspensions obtained from hippocampal dissociation were analyzed using flow cytometry.
Figures 1 and 2 show plots obtained from flow cytometry acquisition for hippocampal
dissociates from no-BrdU and BrdU-treated WT mice, respectively. For each figure, we can
see on A the sorting of events based on their physical parameters; the X-axis (FSC for
Forward Scatter) shows the events size whereas the Y-axis (SSC for Side Scatter) shows the
events granularity. In panel B, the histogram represents 7-AAD fluorescence on the X-axis
and FSC on the Y-axis; we can see two peaks: the first one on the left of the graph with low 7-
AAD fluorescence reflecting cell debris. The second one on the right with higher fluorescence
has smaller FSC and reflects nuclei labeled with 7-AAD and thus the population of cells
expressing 7-AAD. A first gate (Gate 1 on the figure) was made on the histogram; the 7-AAD
cells were gated and visualized on FSC/SCC plot (Fig. C), keeping only the cells based upon

their morphology. Most of cells have low SSC and low-intermediate FSC. A polygonal gate
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(Gate 2) was drawn around these cells. In panel D, we can see the cells population gated in
panel C and sorted by 7-AAD (x-axis) and FITC (y-axis) fluorescence; the 7-AAD expressing
events comprise two subpopulations, one large population and a much smaller population
with higher DNA content, possibly representing doublets or dividing cells with double DNA
content; voltage settings in the FITC channel were adjusted using no-BrdU labeled sample to
a point where the 7-AAD cells formed a compact group. A window (Gate 3) was made
focusing on the part of the graph with high concentrations in 7-AAD and FITC, using the no-
BrdU mice results. This window is then kept for all the group results and presents no or a few
cells for the no-BrdU mice, and more cells for the BrdU-treated mice. Thereby, in figure 1D
we can see only few cells (only 5 from 20000 7-AAD expressing cells) in the window for a
sample of a no-BrdU mouse. For the BrdU-treated mice, a higher number of 7AAD-BrdU
positive cells are observed (156 in Fig.2D). The results are processed and analyzed

independently for each hippocampus and averaged for each animal.

3.2 Effects of ApoE polymorphism on hippocampal neurogenesis in males and

females

This experiment was designed to evaluate the effect of genotypic variation in the ApoE gene
on hippocampal progenitor cell proliferation in young adult and aged male and female mice.
Two to three month-old and 1-year-old WT, ApoE2, ApoE3 and ApoE4 homozygote mice
from each gender, injected with BrdU were used; no-BrdU mice were used on each
experiment day as controls. The number of BrdU-positive cells per 20.000 cells was
determined, and expressed as percentage of 7AAD-BrdU positive cells, relative to gated

7AAD-positive cells. Plots from representative mice of each group are also presented.
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Figure 3 summarizes data obtained in young adult males. We can see that no-BrdU mice have
only sporadic events (Fig. 3 E, F). Samples from BrdU-treated mice, whatever the genotype,
contained a significant number of 7-AAD-BrdU positive cells (Fig. 3 A-F). A global analysis
of the data from BrdU-treated animals showed a significant effect of genotype [H=10.711,
p<0.02, KW]. Indeed, ApoE4 males showed significantly lower number of 7AAD-BrdU
positive cells as compared to WT counterparts [U=3.00, p<0.03, MW] (Fig. 3A, D-F). On the
other hand, ApoE2 and ApoE3 young adult males had comparable levels of 7-AAD-BrdU

positive cells to WTs [U>8.00, NS, MW].

When neurogenesis was evaluated in aged males, no difference was found between WT and
ApoE mutant groups [H=1.103, NS, KW] (data not shown). Additional analysis also did not

show any difference between young and aged WT animals [U= 10.00, NS, MW] (Fig. 4)

Figure 5 shows results obtained in young adult females. As observed in males, samples from
no-BrdU mice showed only sporadic events, while those from BrdU-treated animals
contained a significant number of 7-AAD-BrdU positive cells, as a result of BrdU uptake. In
addition, there was a significant effect of genotypes [H=11.50, p<0.01 KW]. Indeed, ApoE4
females showed significantly lower number of 7-AAD-BrdU positive cells, as compared to
WTs [U=3.00, p<0.05, MW] (Fig. 5A, D-F). By contrast, ApoE2 females displayed
significantly increased number of 7-AAD-BrdU positive cells than WTs [U=2.00, p<0.03,
MW] (Fig. 5A-B, E-F). The number of labeled cells was not modified in ApoE3 females

[U=11.00, NS, MW].
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In aged females the number of 7-AAD-BrdU positive cells also differed between genotypes
[H=10.177, p<0.05, KW]. Surprisingly, ApoE3 females had significantly increased number of
7-AAD-BrdU positive cells, as compared to WTs [U=0.00, p<0.01, MW], while no difference
was observed between ApoE2, ApoE4 and WTs [U>11.00, NS, MW] (Fig. 6). When
considering young versus aged animals, the number of labeled cells was significantly

decreased in aged female mice than in young counterparts [U= 25.000 p<0.01 MW] (Fig. 4).

4.Discussion

We show here that the genotypic variation in the ApoE gene affects hippocampal progenitor
cell proliferation in mice. More precisely, the insertion of the human ApoE4 allele in mice
decreases hippocampal progenitor cell proliferation both in male and female adult mice. We
also show that neurogenesis is decreased in aged female mice but not in males. Our data also
show for the first time that ApoE2 knock-in mutation improves neurogenesis in young adult

females, and the ApoE3 knock-in mutation improves neurogenesis in aged females.

ApoE is strongly expressed in the liver, but the brain comes directly in the second place. It is
primarily synthesized locally by astrocytes and to a lower extent by microglia and neurons
(Hauser, et al., 2010; Weisgraber, et al., 1994). ApoE plays an essential role in phospholipid
metabolism, as it is involved in the transport of lipids and cholesterol (Jarvik, et al., 1997,
Mahley, 1988; Yu, et al.,, 2010). Strong evidence associates ApoE polymorphisms with
Alzheimer’s diseases, particularly the ApoE4 allele constitutes the major known risk factor
for AD in a gene-dose dependent manner (Corder, et al., 1993; Reed, et al., 1994; Saunders, et
al., 1993). Nevertheless, the mechanisms by which ApoE gene variation contributes to AD

are still to be documented. In this regard, several studies have shown the ApoE involvement
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in tissue repair and cell growth and differentiation (Mahley, 1988). Among the ApoE isoforms,
ApoE3 increases whereas ApoE4 decreased neuronal outgrowth in vitro in the presence of
very low density lipoproteins and cholesterol (Handelmann, et al., 1992; Nathan, et al., 1994).
In vivo, Buttini et al showed that the expression of ApoE3, but not ApoE4, has
neuroprotective properties against excitotoxin-induced neuronal damage and age-related
neurodegeneration (Buttini, et al., 1999; Bulttini, et al., 2002). In addition, in case of brain
injury, patients with ApoE4 genotype have a decrease in the recovery efficiency compared to
those with ApoE3 genotype (Crawford, et al., 2009; Jordan, 2007; Teasdale, et al., 1997). On
the other hand, only few studies described the involvement of ApoE in neurogenesis (Levi
and Michaelson, 2007; Li, et al., 2009). Li et al reported that ApoE-KO and ApoE4 knock-in
mice showed altered neurogenesis and that ApoE4 inhibition of neurogenesis occurs by
impairing neuronal maturation and is mediated by GABA signaling (Li, et al., 2009). On the
other hand, Levi and Michaelson (Levi and Michaelson, 2007) surprisingly showed that
neurogenesis was increased in ApoE4 mice under regular conditions. Moreover,
environmental enrichment, which was normally shown to improve cell proliferation, altered
neurogenesis in ApoE4 transgenic male mice (Levi and Michaelson, 2007). Our results
support the involvement of ApoE in hippocampal neurogenesis and clearly show disruptive

effects of the ApoE4 allele in young adult male and female mice.

The more likely mechanism to explain ApoE’s impact on neurogenesis seems linked to its
role in lipid metabolism, as ApoE is clearly involved in the transport of lipids and cholesterol
(Mahley, 1988; Yu, et al., 2010). These properties are important in cell proliferation and
differentiation, as illustrated for the smooth muscle (Kawakami, et al., 2003), and also in

neuronal repair, remodelling and synaptogenesis (Goritz, et al., 2002; Huang, 2006a; Huang,
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2006b; Huang, et al., 2004; Mahley, et al., 2006). Furthermore, docosahexaenoic acid (22:6n-
3, DHA), an omega-3 (n-3) long chain polyunsaturated fatty acid (LC-PUFA), are highly
enriched in the central nervous system (Martin and Bazan, 1992), and their metabolism can be
modulated by ApoE polymorphism (Anil, 2007; Dreon, et al., 1995; Lopez-Miranda, et al.,
1994; Martin, et al., 1993; Schaefer, et al., 1995). In relation with this, higher plasma levels of
DHA were correlated with a reduced decline in memory deficits in ApoE-€4 carriers (Samieri,
et al., 2010), and DHA was reported to promote neurogenesis and neural differentiation in
vitro (He et al. 2009). In addition, Fat-1 transgenic mice, displaying higher brain DHA levels,
showed improved neurogenesis and neuritogenesis, and improved water maze learning
performance (He, et al., 2009). In the fat-1 transgenic mice, the n-6 DPA can be converted to
DHA leading to a higher level of DHA, which is beneficial to neurogenesis. One may
therefore suggest that ApoE4 reduces neurogenesis through the alteration of the mechanism to

produce DHA.

In addition, the role of ApoE receptors (ApoE-R) as signal modulators (Bu, 2009; Herz, 2009)
might also explain the impact of the ApoE genotype on neurogenesis. In normal conditions,
binding to ApoE-R activates the transcription factor CREB (CAMP response element binding
protein) regulating both neurotrophic factors pathway and/or tau protein production and
phosphorylation pathways involved in cell division and cytoskeleton formation, leading to the
generation and maturation of new cells (Bu, 2009; Herz, 2009). In case of ApoE4, the affinity
and/or binding to ApoE-R might be altered leading to abnormal downstream signaling,
decreasing the efficiency to produce new neurons. It has been also shown that ApoE4
impaired the survival of GABAergic interneurons, leading to decreased GABAergic input

onto new-born neurons and thereby inhibiting neuronal maturation of neuronal stem cells and
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neurogenesis. Along a similar vein, ApoE deficiency decreased the bone-morphogenetic
protein (BMP) antagonist Noggin expression in neuronal stem cells, leading to stimulation of

astrogenesis and inhibition of neurogenesis (Li, et al., 2009).

In the present study, we showed for the first time that young adult ApoE2 knock-in females
and 1-year-old ApoE3 knock-in females showed improved hippocampal progenitor cell
proliferation. The genotypic variation in ApoE gene affects the susceptibility to develop
Alzheimer’s disease with age differently in males and females; the protective effect of the
ApoE2 genotype and the deleterious effect of ApoE4 genotype is more pronounced in females
than males (Ashford, 2004). Our data are in line with this observation, and support the gender
differences in neurogenesis, which might be related to effects of sexual hormones on
cholesterol and lipid metabolism. The ApoE2 protein has an increased efficiency in the
transport of cholesterol compared to ApoE4. Cholesterol is implicated in the production of
female gonadotropic hormones like estrogen. Estradiol and ApoE are furthermore involved in
the neuronal regeneration (Struble, et al., 2007), promoting the glial release of ApoE.
Synergistic effect of ApoE2 genotype and sexual hormones presumably act together to
improve neurogenesis in adult females. The improved effect of ApoE3 knock-in mutation on
neurogenesis in aged females is more complex to explain. ApoE3 is the most common
isoform in humans and considered to be the normal form (Huang, 2006a; Huang, 2006b;
Huang, et al., 2004; Mahley, et al., 2006). Nevertheless, the murine ApoE isoform is unique
and differs from human ApoE3. One may wonder whether the ApoE3 knock-in could induce
by itself structural and functional modifications as compared to murine WT allele. In
agreement with this, the ApoE3 isoform was shown to improve neuronal outgrowth

(Handelmann, et al., 1992; Nathan, et al., 1994).
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Finally our data demonstrate that neuronal cell proliferation is decreased with age in mice,
more particularly in females. These data are in agreement with previously reported data in
different species (Cameron and McKay, 1999; Heine, et al., 2004; Kuhn, et al., 1996; Leuner,

et al., 2007; Siwak-Tapp, et al., 2007).

All together, our work introduces the possibility of another aspect concerning the importance
of the ApoE polymorphism in AD. ApoE has been shown to interact differently with the
amyloid plaque depending on its isoform. Here we show that the genotypic variation of ApoE
gene can be a determinant in the neurodegenerative processes leading to disease. With less
neurons produced by the ApoE4 genotype, as compared to ApoE2 and ApoE3 genotypes,
such disparity can be maintained during the whole life, and exacerbated when neuronal
extinction increases. This can induce a negative balance for ApoE4 genotype; the association
of a greatest cellular death to less cells replacement increases the possibility of the
development of AD with age in carriers of the ApoE4 genotype. For the females with ApoE2
genotype, this balance is likely to be positive providing a better protection to

neurodegenerative disorders like AD.
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Legends

Figure 1: Representative example of results for a no-BrdU mouse. A: Sorting of cells based
on their physical parameters; cell size is on the x-axis (Forward Scatter, FSC) and cell
granularity is on the Y-axis (side scatter, SSC). B: Peaks of 7-AAD fluorescence and cell size;
on the left, peak of cellular debris and on the right peak of 7-AAD labeled cells. Only the part
under the blue line (gate 1) is kept for the analysis. C: Population of cells issued from the gate
1: fewer cells are present, and only those in the blue area (gate 2) are kept for the end of
analysis to eliminate debris and autofluorescence. D: Population of cells in the gate 2
depending on 7-AAD fluorescence on the X-axis and the FITC fluorescence on the Y-axis.

The gate 3 in blue determines the number of cells including FITC and BrdU and neo-formed

234



Troisieéme Partie : Article 2 — Neurogénése et Polymorphisme de I’ApoE

and has been used for each sample to count new cells. We can see only nearly 4 events in the

area.

Figure 2: Example of results for a WT mouse. A: Sorting of cells based on their physical
parameters; cell size is on the x-axis (Forward Scatter, FSC) and cell granularity is on the Y-
axis (side scatter, SSC). B: Peaks of 7-AAD fluorescence and cell size; on the left, peak of
cellular debris and on the right peak of 7-AAD labeled cells. Only the part under the blue line
(gate 1) is kept for the analysis. C: Population of cells issued from the gate 1: fewer cells are
present, and only those in the blue area (gate 2) are kept for the end of analysis to eliminate
debris and autofluorescence. D: Population of cells in the gate 2 depending on 7-AAD
fluorescence on the X-axis and the FITC fluorescence on the Y-axis. The gate 3 in blue
determinates the number of cells including FITC and BrdU and neo-formed and has been used

for each sample to count new cells. We can see only nearly 156 events in the area.

Figure 3: A to D: Representative example of population of BrdU positive cells obtained by
flow cytometry for each genotype for the males (7-AAD fluorescence on the X-axis and the
FITC fluorescence on the Y-axis). E: Quantification of BrdU positive cells reported to 7-AAD
positive cells for the males shown for each animal. F: Average of the quantification of BrdU

positive cells reported to 7-AAD positive cells for each genotype. (*: p<0.05 to WT, MW).
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Figure 4: Average of the quantification of BrdU positive cells reported to 7-AAD positive

cells for young vs. old WT mice for the two genders. (**: p<0.01 to WT-Young, MW).

Figure 5: A to D: Example of population of cells BrdU positive obtained by the flow
cytometry for each genotype for the females (7-AAD fluorescence on the X-axis and the
FITC fluorescence on the Y-axis). E: Quantification of BrdU positive cells reported to 7-AAD
positive cells for the males shown for each animal. F: Average of the quantification of BrdU
positive cells reported to 7-AAD positive cells for each genotype on G. (*: p<0.05 to WT,

MW).

Figure 6: Average of the quantification of BrdU positive cells reported to 7-AAD positive

cells for the three genotypes in old female mice (**: p<0.01 to WT, MW).
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Figure 2:
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Figure 3:
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Figure 4:
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Figure 5:
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Figure 6:
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ApoE2 ApoE3 ApoE4 adultes Souris WT
d 3 ¢ 3 §
Adultes - - / /
Agées / / / -

Tableau 14 : Résumé des principaux effets liés aux différentes mutations ApoE humaines et a

I’age chez la souris sur la neurogénese (prolifération cellulaire).
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La premiere partic de ma thése a été consacrée a 1’évaluation des éventuelles différences
comportementales consécutives aux différentes mutations ApoE humaines chez la souris. Les
résultats de ces expériences montrent que les effets des trois mutations se manifestaient

différemment selon le sexe.

En ce qui concerne I’activité circadienne, les souris ApoE4 males adultes manifestent une
diminution significative de leur activité exploratoire lors des phases nocturne et diurne, alors
que les souris ApoE4 femelles sont plus actives lors de la phase diurne. A 1’4ge d’un et demi,
les souris ApoE4 males sont plus actives que les contrbles lors de la premiere heure de test
d’activité circadienne, suggérant une réactivité exagérée lorsqu’elles sont placées dans un
nouvel environnement. Ce résultat est confirmé par les données de 1’openfield montrant que
les souris ApoE4 males agées sont plus actives. Les souris ApoE2 et ApoE3 maéles et femelles
adultes, aussi bien homozygotes qu’hétérozygotes, ne présentent pas de trouble du rythme
circadien et manifestent des niveaux d’activité comparables a ceux des WT tout au long d’un
cycle jour/nuit complet. D’autre part, les souris ApoE3 femelles homozygotes montrent un
appétit plus important, et les souris ApoE2 femelles homozygotes et hétérozygotes sont moins

actives que les WT dans le test de 1’open-field.

L’¢état de santé général, les capacités motrices spécifiques, et la susceptibilité aux crises
épileptiques ne sont pas affectés par les différentes mutations. D’autre part, les souris ApoE3
hétérozygotes et homozygotes femelles ont une tempeérature rectale inférieure a celles des
animaux WT, et les souris ApoE3 homozygotes femelles seraient moins sensibles a la douleur
thermique. L’amplitude de sursaut acoustique est également légerement plus élevée chez les

souris ApoE3 homozygotes femelles.
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L’analyse des comportements émotionnels montrent qu’aucune des mutations ApoE-KI
n’affecte la susceptibilité a la résignation ni a 1’age adulte, ni chez les souris ApoE4 agées.
D’autre part, les souris ApoE2 et ApoE3 males homozygotes manifestent une diminution de
I’anxiété dans le test de 1’open-field, alors que les souris ApoE2 femelles homozygotes sont
plus anxieuses dans ce test. Chez les souris ApoE2, ceci pourrait aussi étre lié aux effets de la
mutation sur D’activité exploratoire. La mutation ApoE4 a également des conséquences
anxiolytiques chez les souris males adultes dans le test des cages claire/obscure, et
anxiogeniques chez les femelles vis-a-vis du vide dans le test du labyrinthe en croix suréleve.

Les souris ApoE4 femelles agées sont moins anxieuses dans une situation fortement éclairée.

En ce qui concerne les capacités cognitives, le filtrage sensorimoteur, la mémoire de travail, et
la performance de mémoires émotionnelles contextuelle et indicée, ne sont affectés par
aucune des mutations ApoE-KI a 1’age adulte dans nos conditions expérimentales. Toutefolis,
les souris ApoE4 homozygotes males et femelles 4gées montrent une extinction rapide de la

mémoire émotionnelle contextuelle.

L’ensemble de ces résultats a ainsi surtout mis en avant 1’implication de 1’ApoE4 dans les
processus anxieux. Les effets de I’ ApoE seraient dépendants du sexe ; les mutations ApoE-KI

seraient plutdt anxiolytiques chez les males et anxiogéniques chez les femelles.

L’anxiété fait partie des troubles du comportement observés fréquemment dans la MA, et
apparait assez tot (avant 65 ans) (Porter et al., 2003). L’ ApoE, impliquée comme facteur de
risque dans la MA, a aussi été évoquee dans le cadre de I’anxiété. En effet, des sujets males et
femelles diagnostiqués comme Alzheimer probables et homozygotes €4/e4 sont plus anxieux

que des sujets €3/e3 (Robertson et al., 2005). Chez I’animal, 1l a ét¢ montré que des souris
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ApoE-KO ou ApoE4 males manifestent une augmentation de 1’anxiété vis-a-vis du vide
(Raber et al., 2000a; Robertson et al., 2005). Cet effet sur 1’anxiété serait lié a des
modifications structurales au niveau du noyau central de I’amygdale, des glandes
corticosurrénales et impliquerait également les histamines (Raber, 2007). Cependant, ces
¢tudes comparaient uniquement des souris males entre elles et omettaient 1’ApoE2.
Néanmoins, une étude plus récente effectuée chez des souris femelles a complété ces résultats,
mettant en avant chez les souris ApoE4 une augmentation de 1’anxiété mais aussi des
performances dans une tache de mémoire spatiale (piscine de Morris). Elle a ainsi établi un
lien entre niveau d’anxiété et niveau de performance mnésique ; un niveau d’anxiété ¢levé

étant associe a une performance cognitive élevée chez les souris ApoE4 (Siegel et al., 2010).

Les résultats de nos expériences different de ceux des équipes de Raber et Robertson. La
mutation ApoE4 dans nos expériences induit plutdt des effets anxiolytiques chez les males.
En revanche, de la méme maniére que Siegel, les souris apoE4 femelles dans nos expériences
montrent une augmentation de 1’anxiété vis-a-vis du vide a I’dge adulte, mais qui disparait
chez les souris femelles &gées. Les résultats de nos expériences montrent également que les
effets de I’ApoE dépendent du type d’anxiété (peur du vide versus anxiété vis-a-vis d’un
éclairage intense). Les différences observées entre nos résultats et ceux de la littérature,
peuvent provenir des criteres de comparaison ou des différences liées au fond génétique. Dans
les etudes de Raber, un fond génétique C57BL/6J a été utilisé, alors que nos souris ont un
fond mixte 129Sv/C57BL6. Par ailleurs, les souris ApoE4 ont été comparées aux souris
ApoE2 et ApoE3 dans I’¢tude Siegel et coll., alors que dans nos expériences nous avons
utilis€ des WT et des mutants provenant d’un croisement entre hétérozygotes. Enfin les

mutations ne sont pas tout a fait les mémes (pas les mémes promoteurs). Les résultats de nos
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expériences montrent aussi pour la premiére fois que les mutations ApoE2 et ApoE3 peuvent
¢galement affecter I’anxiété chez la souris en fonction du sexe ; les souris ApoE2 et ApoE3

maéles sont mois anxieuses alors que les souris ApoE2 femelles sont plus anxieuses.

Concernant les capacités cognitives et mnésiques, I’absence de différence dans les taches
mnésiques de nos expériences va un peu a I’encontre des résultats de Grootendorst et al., qui
ont observé une diminution des performances de la memoire spatiale chez les souris ApoE4
femelles adultes et dans une moindre mesure chez les souris ApoE3 femelles adultes
(Grootendorst et al., 2005), ainsi que des résultats de Bour et al. ayant mis en avant chez des
souris plus agées (15-18 mois) I’effet délétére de la mutation ApoE4-KI sur les performances
mnésique dans des taches de mémoire spatiale et d’évitement actif, chez les femelles
notamment (Bour et al., 2008). D’autres ¢tudes ont montré des effets délétéres de la mutation
ApoE4 chez la souris, seule ou lorsqu’elle est associée a une mutation du géne de I’APP
particulierement chez les femelles (Raber et al., 1998; Raber et al., 2000b; van Meer et al.,
2007; Kornecook et al., 2010). Les différences entre nos résultats et ceux-ci peuvent
s’expliquer par les mémes raisons citées plus haut (contrdles et fond génétique). L’absence
d’effet de la mutation ApoE4 sur la mémoire n’est pas surprenant, dans la mesure ou I’allele
€4 représente seulement un facteur de risque et montre que les souris ApoE4 ne sont pas, a

premiére vue, un bon modele d’étude pour la maladie d’Alzheimer.

A Tl’issue de ce travail initialement axé sur I’évaluation des effets comportementaux des
mutations humaines ApoE chez la souris, nous nous sommes proposés par la suite d’étudier
si un facteur environnemental tel que le stress chronique chez des souris agées pouvait

moduler les phénotypes comportementaux liées au polymorphisme de I’ ApoE.
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Les résultats obtenus montrent que les souris ApoE4 et ApoE2 males agées d’un an et
préalablement soumis a un régime de stress chronique manifestent une diminution de
I’anxiété dans différentes situations anxiogenes, alors que les souris ApoE2 femelles agées et
sous D’effet du stress sont plus anxieuses. Nous avons également observé que les souris
ApoE2 males et femelles agées et stressées manifestaient une diminution de la susceptibilité
a la résignation, alors que les souris ApoE3 femelles ont au contraire montré une susceptibilité
accrue au désespoir. Chez I’homme, la mutation ApoE2 a été associée a une diminution des
symptomes dépressifs et faciliterait les effets d’un traitement par électrochoc (Fan et al., 2006;
Julian et al., 2009). Nos résultats montrent pour la premiére fois chez la souris les effets

protecteurs de la mutation ApoE2.

Du point de vue cognitif, nous avons montré que les souris ApoE4 males stressées
manifestaient des déficits de la mémoire de reconnaissance et de la mémoire spatiale a 1’4ge
d’un an et demi. Les femelles ApoE4 stressées, quant a elles présentaient des déficits de la
mémoire de reconnaissance a partir de ’age d’un an. Ces résultats montrent qu’un stress
chronique est susceptible de précipiter des déficits cognitifs chez les souris porteuses de la
mutation humaine ApoE4, apparaissant de maniére plus précoce chez les femelles que chez
les males. De facon surprenante, nous avons aussi observé que les souris ApoE2 femelles
manifestent une amélioration des performances de la mémoire de reconnaissance et lors d’un
apprentissage spatial a I’age d’un an. Cette amélioration des performances chez les femelles
ApoE2 persiste a 1’dge d’un an et demi, incluant aussi la mémoire de travail. Plusieurs études
cliniques ont montré que 1’alléle €2 procure un effet protecteur contre la MA (Farrer et al.,

1997; Federoff, 2005; Martins et al., 2005). Non seulement les populations homozygotes sont

moins toucheées par la MA, mais il a aussi été montré que des femmes agées homozygotes

249



Discussion Générale

€2/€2 présentent de meilleures performances cognitives (Kang et al., 2005). Nos résultats
montrent pour la premiere fois chez I’animal que la mutation ApoE2 entraine une
amélioration des performances cognitives. Enfin dans le test de peur émotionnelle
conditionnee, nous avons observé que les souris ApoE2 et ApoE3 males manifestent une
diminution de la performance de la mémoire contextuelle. On pourrait envisager que la
diminution du « freezing » chez les souris ApoE2 puisse étre expliquée par une anxiété
réduite et une activité plus élevée. Les souris apoE3 femelles agées et stressées ont également
montré une diminution de la performance dans le test de reconnaissance d’objets. Les
phénotypes observés chez les souris ApoE3 dans les différents processus émotionnels et
cognitifs suggérent que la stratégie consistant a considérer la mutation ApoE3 chez la souris

comme contrdle est inappropriée et peut étre remise en question.

Enfin, nous avons complété ce travail par une étude cellulaire pour évaluer I’impact du
polymorphisme de I’ApoE, en fonction de 1’dge et selon le sexe, sur la neurogénese
hippocampique, une forme de plasticité cérébrale. La prolifération neuronale a été mise en
évidence en utilisant le BrdU, et le nombre de neurones néoformés a été quantifié en utilisant

une technique par cytométrie de flux.

Les résultats obtenus montrent que les effets du polymorphisme de 1’ ApoE sur la neurogénése
dépendent du sexe et de 1’age. A 1’age adulte, les souris exprimant ApoE4, aussi bien males
que femelles, ont une neurogénese moins elevée que les souris WT, alors qu’au contraire
celle-ci est augmentée chez les souris ApoE2 femelles. Nous avons également montré que la
neurogénése diminue globalement avec 1’age particuliérement chez les femelles. D’autre part,
les souris ApoE3 femelles &gées manifestent une neurogénese plus élevée. Peu d’études ont

été effectuées sur le lien entre I’ApoE et la neurogénése, et ont montré des résultats
250



Discussion Générale

contradictoires. Ainsi, Li et al. ont montré que la mutation apoE4-KI entraine une diminution
de la neurogénése (Li et al., 2009), alors qu’au contraire une augmentation de la neurogénese
a été observée par Levi et Michaelson chez les souris ApoE4 (Levi & Michaelson, 2007).
Paradoxalement, ces derniers auteurs ont de plus montré qu’un environnement enrichi,
entraine une diminution de la neurogénése chez les souris ApoE4 (et une augmentation de la

neurogénese chez les souris ApoE3 dans cette méme condition).

Nos résultats supportent I’implication de I’ ApoE dans la neurogénése, et montrent clairement
un effet délétére de la mutation ApoE4, en accord avec les résultats de Li et al., et un effet
positif de la mutation ApoE2 au moins chez les femelles. Les résultats obtenus chez les souris
ApoE3 &gées restent cependant difficiles a expliquer. Dans tous les cas, ces résultats
supportent nos données comportementales montrant un effet délétere de la mutation ApoE4
sur les processus mnésiques sous ’effet du stress, et un effet améliorant de la mutation ApoE2

chez les femelles.

Les mécanismes les plus probables par lesquels 1’ApoE influencerait le processus de
neurogénese seraient liés a son role dans le transport des lipides et du cholestérol (voire
article neurogénese). Ces propriétés sont importantes pour la prolifération cellulaire, la
différenciation, la réparation tissulaire, et la synaptogénése (Goritz et al., 2002; Huang et al.,
2004; Huang, 2006b, a; Mahley et al., 2006). De plus le SNC est trés riche en acide
docosahexaenoique (DHA), un omega-3 acide gras polyinsaturé dont le métabolisme est
modulé par le polymorphisme de I’ApoE (Martin & Bazan, 1992; Martin et al., 1993; Lopez-
Miranda et al., 1994; Dreon et al., 1995; Schaefer et al., 1995; Anil, 2007). Des souris Fat-1,
ayant des niveaux élevés de DHA dans le cerveau, montrent une amélioration de la

neurogéneése associée a de meilleures performances dans la mémoire spatiale (He et al., 2009).
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On pourrait supposer que 1’ApoE4 réduirait la neurogénese en altérant les mécanismes de
production de DHA. D’autres mécanismes peuvent étre évoques impliquant par exemple les

facteurs de transcriptions CREB (voir article neurogénese).

Nous avons évoqué plusieurs mécanismes pour expliquer I’impact du polymorphisme de
I’ApoE, seul ou conjugué au stress, sur les processus émotionnels et cognitifs (Article impact
du stress et du polymorphisme de I’ApoE). Ces mécanismes potentiels mettraient en jeu des
modifications moléculaires affectant les systemes cholinergiques et noradrénergiques
(Chapman et al., 2000; Puolivali et al., 2000b; Michel et al., 2008; Siegel et al., 2011), les
glucocorticoides (Grootendorst et al., 2001b; Grootendorst et al., 2004), ou encore hormones
sexuelles (Raber, 2008). Ces modifications moléculaires, ainsi que des modifications
structurales affectant la protéine associée au microtubules-2 (MAP-2) (Robertson et al.,
2005), et des modifications physiologiques, interviendraient selon le génotype, 1’age et le sexe
dans des régions spécifiques du cerveau telles que ’amygdale et I’hippocampe, classiquement
impliquées dans les processus cognitifs, dans les processus émotionnels et dans la régulation
du stress. Nos résultats de I’étude cellulaire et moléculaire nous permettent de rajouter a cela

le processus de neurogénése.

Au final, ce travail montre un autre aspect concernant I’impact du stress et du polymorphisme
de I’ApoE sur les processus émotionnel et cognitif, et leur importance dans les processus liés
a la maladie d’Alzheimer, et suggére, lié aux résultats observés dans notre étude de
neurogénese, 1’idée d’un équilibre entre la formation de nouveaux neurones et la mort
neuronale pouvant étre modulé par le polymorphisme de I’ApoE. Ce travail montre aussi que
le stress est un excellent modele pour mieux comprendre les mécanismes sous-tendant les

troubles émotionnels et cognitifs liés a 1’age et dépendant du polymorphisme de I’ApoE, et
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permettrait ainsi des avancées dans la compréehension des formes sporadiques de la maladie

d’Alzheimer.
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