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Résumé

Résumé de la thése

La compréhension des mécanismes cérébraux régulant la prise alimentaire est devenue
cruciale face a la pandémie mondiale d’obésité. L’ingestion d’aliments est sous le controle d’un large
réseau de structures cérébrales, dont I’hypothalamus, le systéme limbique et les systemes sensoriels,
qui régulent la balance énergétique en régulant I’apport de nourriture et la dépense énergétique. Etant
donné I’importance de 1’olfaction dans I’appréciation des aliments, il est primordial d’identifier des
mécanismes précis liant olfaction et nutrition.

Chez les mammiféres, le systeme olfactif est vital pour les comportements de survie,
notamment pour la détection de la nourriture et I’appréciation de sa qualité. Nous avons choisi
d’étudier I’activité dans le Bulbe Olfactif principal (BO), la premiére structure cérébrale qui permet la
représentation spatiotemporelle des odeurs. De fagon intéressante, des récepteurs aux hormones
anorexigenes (leptine, insuline) et orexigénes (ghréline) sont exprimés a la fois dans 1’hypothalamus et
le BO. En particulier, il a ét¢é montré que la leptine diminuait 1’expression du marqueur d’activité c-fos
dans les cellules du BO chez des animaux a jeun en réponse a une odeur alimentaire. Toutefois,
I’impact de la leptine (et de I’obésité) sur I’activité du BO in vivo demeure inconnu.

Pour évaluer I’action de la leptine et de ’obésité sur la plasticité olfactive, nous avons choisi
le modéle murin ob/ob. Dans cette souche, le géne ob qui permet la synthése de leptine est inactif, ce
qui déclenche une hyperphagie et une obésité précoce. Nous avons d’abord décrit la répartition
spatiale de I’activité dans le BO en réponse a une odeur alimentaire et a une odeur neutre chez ces
souris en les comparant a des souris témoins grace une technique de neuroimagerie fonctionnelle,
I’Imagerie par Résonance Magnétique renforcée au Manganése (MEMRI). Par le développement
d’une méthode de comparaison statistique indépendant de I’utilisateur, le SPM (Statistical Parametric
Mapping), nous avons mis en évidence une augmentation de I’activité spontanée et de 1’activité
induite par odeur alimentaire dans le BO des ob/ob. Cependant, I’activité induite par une odeur neutre
n’était pas plus élevée. L’injection de leptine a pour résultat d’augmenter le signal MEMRI dans les
couches profondes du BO et ne restaure que partiellement I’activité des ob/ob.

Nous avons alors voulu décrire les changements anatomofonctionnels dans les circuits du BO
chez ces souris en quantifiant I’expression de marqueurs cellulaires par RT-PCR, mais nous n’avons
pas trouvé de différence significative entre ob/ob et les témoins. Néanmoins, en quantifiant la
neurogenése dans le BO par injections de BrdU, nous avons mis en évidence une survie accrue des
cellules granulaires et périglomerulaires chez les ob/ob, ce qui suggére une action régulatrice de la
leptine sur 1’élimination des neurones néoformés.

Pour évaluer la dynamique temporelle de P’activité du BO, nous avons enregistré par
électrophysiologie les variations de ’activité oscillatoire du potentiel de champ local dans les couches
profondes du BO pendant I’apprentissage d’une tache de discrimination olfactive, le Go/NoGo.
L’apparition d’une oscillation lente dite béta (15-40 Hz) pendant cet apprentissage est un marqueur
fonctionnel de 1’état du réseau olfactif. Elle est dépendante des retours centrifuges provenant du cortex
olfactif, majoritairement du cortex piriforme. Si nous n’avons pas observé de différence importante
dans la discrimination olfactive, nous avons en revanche mis en évidence un probléme motivationnel
chez les animaux ob/ob, qui n’effectuaient la tAche que si la récompense hydrigue contenait du sucre.
Nos enregistrements montrent une forte augmentation des oscillations béta chez les souris obéses
apres apprentissage comparé aux souris témoins.

L’ensemble des données obtenues pendant cette these ont permis de mieux décrire de fagon
intégrée les mécanismes olfactifs dans le BO dans le contexte de I’obésité. La conjonction de
techniques complémentaires, notamment en imagerie, électrophysiologie et comportement, nous a
permis de mieux comprendre la modulation du fonctionnement du BO dans le cadre de 1’obésité et du
réle de la leptine dans ces conditions.



Résumé

Abstract

Olfactory-feeding crosstalk: describing the profound changes in the spatiotemporal
representation of odors in the main olfactory bulb of obese mice.

Olfaction makes possible both the detection and the processing of odors related to food
location and palatability. Interestingly, receptors to anorexigen and orexigen hormones and
neuropeptides found in the hypothalamus are also expressed in the main olfactory bulb (MOB),
suggesting that feeding state has an impact on odor representation. However, neuronal mechanisms
linking olfaction, food intake and metabolic disorders are still unclear.

In this PhD thesis, we wanted to further understand mechanisms of the olfactory-feeding
crosstalk and tested the effects of obesity on olfactory activity in the MOB. Leptin, a peptidergic
hormone produced by adipocytes, is a major regulator of the energy balance and inhibits food intake.
Ob/ob mice are deficient in leptin from birth and are widely used as a murine model of obesity since
they are hyperphagic and become rapidly obese. We used a functional neuroimaging technique,
Manganese Enhanced Magnetic Resonance Imaging (MEMRI), in association with statistical
parametric mapping (SPM) to monitor food odor-evoked spatial activity in the MOB of these mice.
Manganese is a paramagnetic ion that is an analog of calcium. It was previously shown to accumulate
in specific regions of MOB activated by odorants. It also has the great advantage on other imaging
techniques to make possible the follow-up of image spontaneous activity.

Using MEMRI, we found that odor-evoked signal is different, both in terms of intensity and
localization between lean and ob/ob mice for the spontaneous activity and in response to food odor.
However, this is not the case for a neutral odor. Moreover, leptin impacts both spontaneous activity
and food odor-evoked signal intensity in both groups. Interestingly leptin strongly activates deep
layers (mitral cell layer and mainly granule cell layer) of the MOB. To pinpoint what
cellular/molecular mechanisms can be responsible for these changes in the spatial distribution of
activity, we analyzed the effects of the lack of leptin on the composition and activity of the MOB
cellular network.

We quantified bulbar adult neurogenesis and found that 21 days after BrdU injections, a cell
birth marker, ob/ob mice showed an increased number of both new periglomerular and granular cells
as compared to control, suggesting that leptin regulates new neuron elimination. We also tested
whether an inflammation could be occurring in the MOB. Using RTPCR of different neuronal and
glial markers we did not observe strong signs of inflammation.

Then we probed changes in local network activity in the deep layers of the MOB by recording
local field potentials during a Go/NoGo odor discrimination task. We observed that the power of beta
oscillations, the functional marker of the olfactory network between the MOB and the olfactory cortex,
is way higher in the MOB of ob/ob mice compared to control mice.

Taken all together these results suggest that there is a strong modulation of spontaneous and
food odor-activity of the MOB in the obese mice in the absence of leptin. The injection of this
hormone strongly activates the deep layers of the MOB. This area of the MOB is also characterized by
strong oscillations of the LFP and we have shown that during the learning of an olfactory
discrimination task the beta oscillation related to MOB-olfactory cortex network is upregulated in
obese mice. We conclude that regulation of the centrifugal fibers could be a major role of leptin in the
MOB network and the source of profound changes in activity in obese mice.
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Préambule : sens chimiques et alimentation

La détection et la perception des signaux chimiques de 1’environnement nécessitent la
combinaison de trois systémes chimiques qui sont trés importants dans la relation de I’organisme des
mammiféres a la nourriture. Méme si cette relation est trés complexe et implique I’ensemble de toutes
les modalités sensorielles, ce sont bien les sens chimiques qui sont particulierement sollicités pour la
recherche, la détection et D’appréciation des aliments ingérés. Ils comprennent trois systémes
complémentaires : le systeme gustatif, le systeme trigéminal et le systeme olfactif (ortho- et rétro-

nasal). La flaveur de la nourriture en bouche est définie par 1’intégration de ces trois modalités.

Dans ce préambule, je souhaite présenter rapidement le systeme gustatif et trigéminal puisque
les propriétés anatomo-fonctionnelles du systeme olfactif seront largement détaillées dans mon

manuscrit de thése.

Il semble évident que la langue et les récepteurs gustatifs soient les premiers concernés dans
notre relation aux aliments. Pourtant, la palette des détecteurs des molécules sapides est réduite. Les
récepteurs gustatifs sont sensibles a 1’acide (aigre), au salé, au sucré, a I’amer, et & 'umami qui est la
saveur du glutamate tres utilisée dans les sauces asiatiques (Mombaerts, 2004). Une famille de
récepteurs aux acides gras existe également (Laugerette et al., 2005). Les récepteurs gustatifs sont
exprimés par des cellules gustatives (qui ne sont pas des neurones) insérées dans les papilles gustatives
au niveau des bourgeons du go(t. Les cellules gustatives sont renouvelées tous les quinze jours
environ. Les fibres nerveuses qui innervent ces bourgeons proviennent de pas moins de dix nerfs
craniens incluant huit nerfs gustatifs et une branche du nerf trigéminal (nerf V). Les informations
remontent principalement par les neurones des ganglions rachidiens vers le Noyau du Tractus Solitaire
(NTS) puis le thalamus avant d’étre définitivement intégrées dans le cortex insulaire. L’image de
territoires linguaux spécialisés pour 'une des saveurs est totalement fausse et c’est bien un codage
combinatoire, dans un continuum de détection et de perception gustatives entre toutes les modalités
sensorielles chimiques qui est réalisé par le cerveau (lire a ce sujet le chapitre « la gustation chez les
vertébrés » par Annick Forion et Jean-Pierre Montmayeur dans le livre « Odorat et Golt » édité par
Roland Salesse et Rémi Gervais). Cependant les possibilités de codage gustatif restent limitées, du fait
méme du nombre réduit de récepteurs gustatifs, et c’est le sens olfactif qui reste la base de la
reconnaissance du go(t, comme en témoigne le fait que les aliments soient insipides quand nous avons
le nez bouché en cas de coup de froid ou que les cenologues aient tendance a rejeter les vins de leur

bouche pendant leur dégustation et a utiliser leur nez.

Le systéme trigéminal est un systéme d’innervation diffuse de tout le visage présent a la fois

dans les cavités oculaire, nasale et buccale. Ce nerf est composé de trois branches, ophtalmique,
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maxillaire et mandibulaire. Cette derniere est sensorimotrice et permet d’actionner les muscles de la
machoire. Le systéme trigéminal a longtemps été considéré comme un systéme de secours puisqu’a de
fortes concentrations, les molécules chimiques détectées peuvent entrainer la production de larmes,
d’éternuements ou de douleur. En fait, il s’agit 2 nouveau d’un continuum, cette fois d’ordre gustatif-
trigéminal, ou, par exemple, le menthol déclenche a la fois un go(it de menthe et une sensation de frais
puisque le récepteur qui détecte cette molécule est sensible a la fois a cette molécule sapide et au froid.
Le méme mécanisme est valable pour le piment avec les récepteurs des capsaicines qui sont sensibles
a la chaleur. La sensibilité trigéminale est également d’ordre tactile et permet de déterminer la rugosité
des aliments en bouche. Récemment, il a été montré que la vitesse de conduction de I’information dans
le systéme trigéminal est plus rapide que le systéme olfactif chez I’Homme (Flohr et al., 2015). Le nerf
trigéminal rejoint le flux d’information ascendante dans le NTS puis emprunte le méme chemin que la
voie gustative. 1l a également un chemin plus spécifique vers le cortex somatosensoriel pour les
représentations tactiles intralinguales. Le chapitre intitulé « la sensibilité trigéminale chimique » par
Didier Trotier et collaborateurs, dans le livre « Odorat et Golt » édité par Roland Salesse et Rémi
Gervais, présente un bon résumé du peu de données disponibles pour l'instant sur le systéme

trigéminal.

Le cortex insulaire, un cortex multisensoriel qui fait partie des circuits limbiques, a un réle
important d’intégration pour les trois modalités des sens chimiques et fait partiec des structures

responsables de la représentation de la flaveur des aliments et liquides en bouche (Small, 2012).

Par la suite, mon manuscrit sera axé sur 1’étude du systéme olfactif, notamment ses deux
premiers étages, celui de la détection dans la muqueuse et celui du premier codage de I’information au
niveau central dans le bulbe olfactif. Je décrirai également les systemes de régulation de la prise
alimentaire qui impactent fortement le fonctionnement du bulbe olfactif. L’étude que j’ai menée sur la
plasticité olfactive liée a I’obésité s’inscrit dans le cadre des interactions olfacto-alimentaires et montre
que, dans un modéle murin de d’obésité, le fonctionnement olfactif est modifié a la fois dans la

dimension spatiale et temporelle de la représentation des odeurs.
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Chapitre I : Organisation anatomique et
fonctionnelle du systéme olfactif
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Parmi toutes les modalités sensorielles, I’olfaction joue un role trés importent dans la survie de
nombreuses espéces animales. Elle permet de sonder I’environnement chimique externe pour adopter
une réponse comportementale adaptée. De facon non exhaustive, les odeurs offrent la possibilité
d’identifier et localiser de la nourriture, par exemple en pistant une proie, de prendre la fuite en cas de
détection d’un prédateur ou d’un congénére agressif, d’exécuter une parade nuptiale lorsqu’un

partenaire émet les signaux adéquats, ou encore de s’orienter sur de longues distances.

La variété des messages véhiculés par cette seule modalité sensorielle implique une variété
mais aussi une complexité des odeurs, qui sont la plupart du temps un mélange de nombreuses
molécules odorantes simples. De 1’étre unicellulaire au plus complexe des étres pluricellulaires, la
détection et la réponse adaptée aux molécules chimiques de 1’environnement donne une importance
centrale a la reconnaissance entre ces molécules et les récepteurs de ces molécules. Chez les
mammiféres, c’est le systéme olfactif qui permet d’effectuer ce lien avec les odeurs de
I’environnement avec le défi de la détection et la perception des milliers de molécules inconnues et
exogeénes sans qu’il n’existe de spécialisation d’un récepteur olfactif par rapport a une odeur donnée.
Ce systéme olfactif est composé d’une partie périphérique, la muqueuse olfactive (MO), organe
sensoriel de détection des molécules odorantes qui est situé dans les cavités nasales, et d’une partie
située dans le systéme nerveux central, qui englobe les structures cérébrales dédiées au traitement et a
I’encodage des informations olfactives, dont son premier relais, le bulbe olfactif (BO). La souris étant
le modéle animal que j’ai choisi d’utiliser au cours de ma thése, dans ce premier chapitre de
I’introduction je m’appuierai sur I’abondante littérature portant sur les deux premiéres étapes de
détection et de représentation sensorielle dans le systéme olfactif du rongeur pour décrire
I’architecture anatomique et les fonctions de la MO et du BO, cette derniére étant la structure dans
laquelle j’ai effectuée une série d’enregistrements fonctionnels. Je n’évoquerai que briévement le role

du BO accessoire et des différentes structures du cortex olfactif.

L’ensemble de la littérature insiste a la fois sur I’homogénéité et la conservation des génes des
récepteurs olfactifs (RO) dans la phylogénie, a travers I’ensemble du monde animal. Dans ce contexte,
je n’exposerai dans cette thése que les données traitant de I’olfaction chez les mammiféres sachant
qu’une description détaillée du systéme olfactif chez d’autres espéces peut étre trouvée dans des
nombreuses revues dont j’indique ici quelques références principales : drosophile (Masse et al., 2009),
abeille (Deisig et al., 2010), criquet (Perez-Orive et al., 2002) ou homard (Derby, 2000) sont les plus
étudiés chez les invertébrés, tandis que salamandre (Kauer, 2002), tortue (Wachowiak & Cohen, 1999)

et zebrafish (Friedrich, 2006) sont étudiés pour les vertébrés.
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1. Le stimulus olfactif

« Ne t'imagine pas non plus que des éléments de méme forme entrent dans nos narines, pres
d'un blcher ol se consument des cadavres fétides ou prés de la scéne qu'on vient d'arroser de safran de

Cilicie » Lucréce - De la Nature des Choses.

Il est intéressant de lire la description des « atomes » odorants que Lucréce évoquait dans son
ceuvre il plus de deux mille ans. Sa conception empirique de la perception olfactive était pourtant
étonnamment juste puisqu’il soulignait que chaque « émanation » odorante devait avoir une identité

propre et une composition trés complexe.

Ce n’est que de nombreux siécles plus tard que la science a Commencé a s’intéresser au
systéme olfactif, et plus particulierement a son organisation anatomique et son fonctionnement, en
particulier grace aux travaux sur les marquages cellulaires de Camillo Golgi et Santiago Ramon y
Cajal a la fin du XIX éme siécle. Grace a la coloration de Golgi, un marquage au nitrate d’argent
permettant de visualiser de facon tres contrastée les cellules nerveuses et leurs prolongements, ils ont
pour la premiere fois identifié et fourni une représentation détaillée de la morphologie des principaux
types de neurones dans le systéme nerveux et particuliérement dans le BO, en classant les neurones au
sein de deux grandes catégories, cellules a axones longs et cellules & axones courts. La premiere
structure cérébrale étudiée par Golgi en 1890 est d’ailleurs le BO. En I’absence de technique
fonctionnelle, les discussions portaient sur la structure des neurones et 1’absence de prolongement
axonaux chez les cellules granulaires a semé le doute sur leur nature neuronale, méme si, finalement,
Cajal a confirmé que c’étaient bien des neurones (Shepherd et al., 2007). Pour 1’étude fonctionnelle,
méme si ’activité du BO a été décrite des les premiers enregistrements électrophysiologiques de E.
Adrian (Adrian, 1942) jusqu’aux premicres cartographies du BO par autoradiographie de G. Shepherd
(Sharp et al., 1975) dans les années 1970, les mécanismes des interactions avec la MO et la fonction
des cellules réceptrices est demeurée longtemps incomprise. Il a fallu attendre le développement
fulgurant des techniques de la biologie moléculaire et de la génétique et les travaux de Linda Buck et
Richard Axel en 1991, ainsi que ceux qui ont suivi tout au long des années 1990 par Mombaerts et
Dulac par exemple, pour comprendre 1’organisation génétique des détecteurs odorants qui ont été
identifiés comme les récepteurs olfactifs (RO) des neurones sensoriels olfactifs (Olfactory sensory
Neurons ou OSN) (Shepherd et al., 2007).

Qu’est-ce qu 'une odeur ? C’est une question difficile qui est I’objet de nombreux articles dans
la littérature du fait méme de la nature chimique complexe volatile et en 3 dimensions des molécules
odorantes. Nous sommes loin de I’interaction biophysique évidente entre les photons de différentes

longueurs d’onde et les 3 types d’opsines des photorécepteurs de la rétine. Théoriquement, pour rester
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le plus pragmatique possible, toute molécule (ou ensemble de molécules) détectée par les récepteurs
olfactifs situés dans la cavité nasale peut étre définie comme une odeur. Ces molécules induisent & une
concentration donnée une perception consciente de cette détection. En effet, il existe trés peu de cas de
molécules odorantes qui ne soient pas percues une fois la liaison avec les RO effectuée, a une
concentration suffisante, a I’exception par exemple du monoxyde de carbone. Du fait de leur volatilité,
les molécules odorantes peuvent emprunter la voie orthonasale pour accéder directement a la cavité
nasale, mais aussi la voie rétronasale, lorsqu’elles sont dans la voie buccale (Negoias et al., 2008).

Les molécules odorantes sont généralement de petites molécules organiques volatiles
véhiculées par les courants d’air inspiratoires et expiratoires pour atteindre les RO situés dans la partie
supérieure de la cavité nasale. Leur masse molaire peut aller de 30 a 400 Da, mais la plupart d’entre
elles ont des masses molaires comprises entre 120 et 220 Da. Elles possédent des parameétres
extrémement variables, incluant taille, configuration spatiale, groupes fonctionnels (esters, alcools,
cétones, aldéhydes, kétones, ou encore des composés avec des structures aromatiques, alicycligues,
polycycliques et hétérocycliques, d’innombrables analogues, ou encore des combinaisons de tous ces
types) et charge électrique (figure 1.1.A). Les molécules odorantes incluent également des
stéréoisomeres énantiomeéres qui induisent deux perceptions différentes, par exemple (-) carvone, a
I’odeur de menthe et le (+) carvone, a I’odeur d’anis. Certains énantiomeres comme les deux
limonenes restent cependant indiscernables chez le rongeur quand ils sont échantillonnés sans

association mais deviennent distincts aprés apprentissage (Linster et al., 2001).

De fagon remarquable, ces molécules sont a la fois détectées, catégorisées, discriminées et
traduites par des comportements adaptés (Malnic et al., 1999; Johnson and Leon, 2007). La relation
entre ’ensemble de ces caractéristiques et le processus perceptif n’est pas directe. Ainsi une simple
modification, par exemple d’un atome de carbone supplémentaire dans une chaine aliphatique pourra
entrainer une perception totalement différente de la nature de I’information olfactive. A I’inverse, des
molécules d’apparence assez différentes peuvent induire une perception similaire : le 2-phényléthanol
et la 2-undécanone représentés sur la figure 1.1.B correspondent tous les deux a la note « rose ».
Toutefois, il a été montré que des groupes de molécules ayant une méme note odorante avaient des
éléments de structure communs, et en particulier un arrangement spatial de ces éléments de structure
(figure 1.1.C). Du fait de la complexité de ce codage, les chances de prévoir la qualité odorante d’une
molécule et I’ensemble des RO avec lesquels elle interagit sont tres faibles (Sell, 2006). Cela explique
que la majorité des RO sont « orphelins » car nous ne connaissons pas leur ligand privilégié, entrainant
un travail intense de recherche de ces ligands (dénommer aussi ‘deorphanization’ en anglais) par des
laboratoires publics et privés des RO humains.

Ajoutons que beaucoup « d’odeurs » que nous percevons au cours de la vie de tous les jours,

notamment les odeurs alimentaires, ne sont que trés rarement des molécules simples ou pures mais
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plutdt des mélanges de différentes molécules odorantes percues chacune comme un objet olfactif
indépendant. Les caractéristiques de ces mélanges, la maniere dont ils influencent la perception
olfactive et le traitement cognitif dont ils sont I’objet sont détaillés dans la revue suivante (Thomas-
Danguin et al., 2014) : cette notion « d’objet olfactif » indépendant est trés limité puisqu’a plus de
trois molécules mélangées, les trois « objets olfactifs » sont perdus et un nouvel objet est formé. La
complexité des mélanges de molécules différentes, ajouté a la subjectivité quant aux aspects de nature,
d’intensité et d’hédonicité montrent la richesse des informations que peut tirer le cerveau de ce sens
chimique, méme si les mécanismes exacts du fonctionnement du systéme olfactif sont trés loin d’étre

compris et font I’objet d’intenses recherches.
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Figure 1.1. Les molécules odorantes different par de nombreuses caractéristiques chimiques. A) La
molécule odorante au centre de I'ovale jaune est le 1-heptanol. Les fleches indiquent les nombreuses variations
de structures chimiques possibles, créant des molécules de structures distinctes malgré une composition
atomique peu ou pas variable. Certaines caractéristiques telle que la nature du groupe fonctionnel, modifient
fortement les propriétés moléculaires de I’odeur, toutefois la grande majorité de ces distinctions sont susceptibles
d’étre discriminées par ’animal aprés conditionnement. La diversité des molécules odorantes laisse présager de
la complexit¢ du sens olfactif (modifi¢ d’aprés (Johnson & Leon, 2007). B) Formules topologiques des
molécules de 2-phényléthanol et de 2-undécanone, de structures trés différentes mais correspondant toutes les
deux a la note « rose », représentées sur un plan en deux dimensions, qui ne tient pas compte de leur arrangement
spatial indiqué en C) et qui montre une forte similitude de ’organisation spatiale de ces deux molécules, ce qui
expliquerait que la note olfactive évoquée par ces molécules soit similaire (figure modifiée du chapitre 4 « Les
molécules odorantes, sapides et trigéminales » du livre « Odorat et go(t » édité par R. Salesse et R. Gervais aux
éditions Quae, 2012).

Qu est-ce qu 'une odeur alimentaire ? La littérature n’aborde pas ce sujet mais je pourrais la
définir comme un ensemble complexe de molécules odorantes qui ont acquis une valence spécifique
par rencontre répétée et par association et apprentissage lors d’une prise alimentaire. Dans ce cadre, la
stimulation est la fois orthonasale et rétronasale. L’association odeur-aliment est d’ordre hédonique.

Elle est appétitive et extrémement forte si I’odeur est associée a une source d’énergie rapide et

palatable comme le sucre : elle est étudiée dans les laboratoires par une tdche de préférence olfactive
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conditionnée reposant sur l'association d'une odeur neutre avec un gout sucré (Sclafani and Ackroff,
1994). Elle peut aussi étre puissamment aversive en cas d’un malaise associé de type gastrointestinal :
dans ce cas, elle est étudiée dans les laboratoires par une tdche d’aversion olfactive conditionnée
associant une odeur a I’injection de lithium provoquant le malaise gastrointestinal (Aimé et al. 2007).
L’acquisition de cette tache requiert une stimulation a la fois rétronasale et orthonasale, mais son
rappel est déclenché par une stimulation orthonasale (Chapuis et al., 2007). Ainsi I’expérience acquise
et la capacité de reconnaissance offrent a ’animal la possibilité de développer des préférences et des
aversions alimentaires indispensables a une meilleure adaptation du comportement en se servant
d’indices sensoriels pertinents, or il apparait justement que les informations olfactives sont de prime
importance dans ce contexte. Par ailleurs, ces préférences et aversions par rapport aux odeurs
alimentaires peuvent se transmettre grace aux interactions avec les congénéres, ce qui constitue un
mécanisme écologique et collectif de survie : elles sont étudiées par des taches de transmission sociale

de la préférence alimentaire basée sur les informations olfactives (Galef Jr and Wigmore, 1983).

Un mot pour finir ce paragraphe sur 1’olfaction chez I’Homme qui a été considérée comme
ayant un faible sens de 1’odorat (microsmates) comparativement a d’autres especes animales comme
les rongeurs (macrosmates), mais un article récent, basé plutdt sur une approche computationnelle, a
tres fortement réévalué a la hausse le nombre d’odeurs que nous sommes capables de détecter
(Bushdid et al., 2014) confirmant quantitativement des idées déja posées par G. Shepherd et
confirmées par les expériences de N. Sobel a UC Berkley. Le monde olfactif est trés riche au sol ou se
trouve la majorité des odeurs fixées (Shepherd, 2004). En mettant des sujets au sol et en empéchant la
détection par toutes les modalités sensorielles exceptée 1’odorat, les auteurs montrent que les sujets
humains suivent un chemin de cacao tracé sur une pelouse aussi efficacement qu’un chien ne le ferait
(Porter et al., 2007). Il existerait donc une variabilité immense, voire infinie, de molécules odorantes
qui pourraient étre détectées par les RO des mammiferes y compris I’Homme. Je me propose par la
suite d’effectuer une description structurale et fonctionnelle des RO et des OSN comme porte d’entrée

a la compréhension du fonctionnement du systéme olfactif.

2. La muqueuse olfactive

2.1 Anatomie et organisation cellulaire

La MO est I’organe sensoriel dédié a la détection des molécules odorantes de 1I’environnement
ambiant grace aux OSN qui y sont insérés. Ces neurones acheminent I’information olfactive vers le
BO, qui est la premiére structure centrale a encoder les odeurs. Comme nous le verrons plus loin, le

BO transmet I’information olfactive vers les voies corticales supérieures et le systéme limbique.
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La MO est un épithélium pseudostratifié qui recouvre la partie postérieure de la cavité nasale,
située au sein de 1’os maxillaire. Cette derniére est constituée de replis cartilagineux appelés cornets,
qui permettent d’augmenter la surface dédiée a la détection des odeurs. L’organisation de cet
épithélium est classique : il est soutenu par une lame basale et une sous-mugueuse. En revanche, une
spécificité unique distingue cette muqueuse d’autres épithéliums et conditionne son organisation
cellulaire : les OSN sont les seuls neurones a étre directement en contact avec le milieu extérieur, Iair,
afin de pouvoir y détecter des composés chimiques volatiles. De fait, ces neurones doivent étre
protégés et renouvelés fréeguemment du fait de la possibilité d’agressions externes (Farbman, 1994). Je
décrirai brievement dans les paragraphes suivant les différents types cellulaires présents dans la MO.
L’organisation en 3D de la MO reste peu documentée car c’est un labyrinthe complexe ou les flux et
les reflux d’airs sont difficiles & imager ou & modéliser in vivo, mais il existe de nombreux articles sur
son organisation anatomique (Nomura et al., 2004) et ses propriétés fonctionnelles (Frisch, 1967;
Firestein, 2001).

Les glandes de Bowman. Ces cellules situées dans la sous-muqueuse sont responsables de la
production du mucus dans lequel baigne la partie apicale des OSN. Le réle du mucus est de fournir un
environnement approprié aux cellules (pH, ions ...) et de protéger 1’épithélium du milieu externe
(variations de température, d’humidité, poussiéres, pollens...). Le mucus contient un type particulier
de molécules, appelées OBP (Odorant Binding Protein), qui permettent d’augmenter la rétention des
molécules odorantes et de les concentrer pour faciliter leur détection par les récepteurs olfactifs
adéquats. Synthétisées principalement par les glandes de Bowman, une des OBP est néanmoins
synthétisée par les cellules a mucus, qui sont sensibles a la leptine, et en moins grande guantité quand
I’animal est a jeun (Badonnel et al., 2007, 2009). Le mucus contient également des anticorps et des

enzymes qui vont protéger les récepteurs olfactifs des infections (Tegoni et al., 2000).

Les cellules engainantes. La sous-muqueuse est vascularisée et abrite les cellules engainantes qui
entourent, par paquets, les axones amyeéliniques des OSN jusqu’a leur projection bulbaire. Leur
capacité a guider des connexions entre le systeme nerveux central et périphérique tout en étant
multipotentes les place actuellement au centre d’études cliniques prometteuses portant sur le
traitement de lésions de la moelle épiniére (Mariano, 2015). Par ailleurs, les neurotransmetteurs libérés
par les axones des OSN, notamment le glutamate et I’ATP, induisent une signalisation calcique
spécifiques au niveau des cellules engainantes (Thyssen et al., 2010). Cette signalisation calcique
permet aux cellules engainantes d’étre impliquées dans le couplage neurovasculaire au niveau de la
couche des nerfs olfactifs (Lohr et al., 2011).
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Les cellules de soutien. Elles s’étendent de la lame basale jusqu’au péle apical de 1’épithélium et
servent d’échafaudage aux OSN. Elles régulent également la concentration ionique du milieu

interstitiel et peuvent phagocyter des débris cellulaires pour protéger les OSN.

Les cellules basales. Ce sont des cellules souches qui permettent le renouvellement des OSN qui sont
tres exposés aux agressions extérieures. Il existe deux types de cellules basales : les cellules
horizontales et les cellules globulaires. Les premiéres se caractérisent par une spécialisation

importante tandis que les secondes ont un taux de prolifération plus élevé (Schwob, 2002).

Les Neurones Sensoriels Olfactifs (Olfactory Sensory Neurons, OSN). Ce sont les cellules de
I’épithélium olfactif dédiées a la détection des molécules odorantes inspirées dans la cavité nasale, et
ce sont également elles qui génerent le signal neuronal qui sera transmis en aval aux différents
éléments de la voie centrale. Fragiles et exposés au milieu extérieur, ces neurones se caractérisent par
leur renouvellement mensuel, y compris chez I’adulte a I’issue de la différenciation et la maturation
des cellules basales. Ces neurones bipolaires de petite taille et de forme ellipsoidale envoient leurs
projections dendritiques vers la cavité nasale. Ces dendrites portent des cils qui baignent dans le
mucus directement en contact avec I’air et qui expriment des récepteurs aux odeurs au niveau desquels
aura lieu la transduction du message olfactif. Les OSN envoient leurs axones amyéléniques a travers la
lamina propria. Ce nerf traverse la lame criblée de 1’ethmoide (une partie perforée de la boite
cranienne) et rejoint le BO, a I’entrée duquel les axones sont entourés par les cellules engainantes. Ces
neurones sont aussi sensibles aux pressions, aux changements des flux d’air et présentent par
conséquent une activité spontanée, indépendante de toute stimulation odorante (Grosmaitre et al.,

2007), qui induit de fait une activité spontanée dans le BO.

Je voudrais dans la suite de ce paragraphe expliquer les mécanismes cellulaires et moléculaires
mis en jeu dans la détection des odeurs en revenant notamment sur la découverte de la famille de

génes codants pour les RO et surtout présenter les nouvelles données sur la plasticité de la MO.
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Figure 1.2. Vue anatomique de la MO et de ses connexions au BO. A) Vue sagittale d’une hémitéte de souris,
montrant la cavité nasale et ’ensemble du MO ainsi que le BO. B) Représentation schématique d’une hémitéte
de souris avec les deux systemes olfactifs : Main Olfactory Epithelium (MOE) > Main Olfactory Bulb (MOB) et
VomeroNasal Organ (VNO) > Acessory Olfactory Bulb (AOB). C) OSN (colorés en jaune) au corps cellulaire
large, visualisés par microscopie électronique. A leur pdle apical, ils envoient leurs dendrites vers la cavité
nasale ou I’air circule. A leur pOle basal, ils projettent leurs axones fins vers le BO. D) Représentation
schématique de la projection des OSN sur les glomérules olfactifs. Les OSN sont entourés de cellules de soutien
(supporting cells). A leur pdle apical, leurs dendrites émettent des cils qui baignent dans du mucus et contiennent
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des RO détectant les molécules odorantes. Sur la lame basale, les cellules basales (basal cells) servent de
progéniteurs préts a régénérer les OSN. Les axones d’un type d’OSN se projettent tous vers un glomérule
particulier (I’ensemble des axones « bleus » sur un glomérule, ’ensemble des « verts » sur un autre) ou ils
forment des synapses avec des cellules mitrales (mitral cells). E) Vue médiale des projections axonales des OSN
vers le BO par marquage Xgal qui colore en bleu les cellules qui expriment LacZ et leur efférences. Les OSN qui
expriment le méme RO (ici le M71, co-exprimé avec le gene rapporteur LacZ) projettent vers le méme
glomérule F) Méme expérience qu’en E, avec une vue dorsale. G) Les projections spatiales dans le BO des
différents types d’OSN respectent une topologie par zones dont le role n’est toujours pas clairement établi. H)
Transduction du signal olfactif par les OSN : les odorants qui se fixent sur les RO induisent I’activation de la
protéine Golf qui active a son tour la cascade Adenylyl cyclase. L’AMPc ouvre des canaux cationiques qui
causent une dépolarisation et la sortie de chlore augmente cette dépolarisation. 1) Exemple du codage
combinatoire des odeurs par les OSN, différentes odorants peuvent activer les mémes RO, mais activent aussi
d’autres RO, ce qui les différencie. A : Modifié de (Barrios et al., 2014) B,D,G : Modifié de (Mombaerts, 2004)
C : Modifié de Nomura (2004) E,F : Modifié de Feinstein & Mombaerts, (2004). H. B : modifié de Firestein
(2001) E. Modifié de Malnic et al. (1999).

2.2 Fonctions des OSN et de leurs récepteurs

2.2.1. Bases moléculaires de la détection d’une odeur par les OSN

Le systéme olfactif est un senseur de I’environnement: il a une large capacité de détection et
de discrimination. Fonctionnellement, il est souvent comparé au systeme immunitaire : il est, a priori,
impossible de prédire la nature des molécules que les RO vont rencontrer mais les capacités de
détection sont déja présentes. Le rapprochement avec le systeme immunitaire est également mentionné
car la reconnaissance olfactive entre congénéres pour 1’accouplement permet d’aboutir a un brassage
génétique par reconnaissance du complexe majeur d’histocompatibilité de I’individu. Toute la
difficulté est donc d’aboutir a un systéme de détection suffisamment précis mais qui reste relativement
aspécifique basé sur un nombre de RO limité.

Cette compréhension de I’organisation fonctionnelle du systeme olfactif a été rendue possible
par les travaux de Buck et Axel (1991), qui ont recu le prix Nobel de Médecine et de Physiologie en
2004 pour leur découverte de la famille de génes codant pour les récepteurs membranaires olfactifs.
Chez le rongeur, on dénombre environ un millier de génes, ce qui représente 2% du génome. C’est un
chiffre extrémement important pour une famille unique de récepteurs, mais cela reste malgré tout
assez faible en regard de la variabilité quasiment illimitée des molécules odorantes. Par ailleurs, de
nombreuses études insistent sur la conservation évolutionnelle de cette famille de génes au sein du
régne animal, la plus grande famille de génes chez les mammiféres et présente chez tous les vertébrés.
Les génes des RO de mammiféres présentent une structure commune, avec un exon unique d’environ
1 kb, dépourvu d’intron et contenant la totalité de la séquence codante terminée par un signal de
polyadénylation (Malnic et al., 2004). Ces similitudes ont d’ailleurs permis une identification
relativement aisée des genes RO au sein de nombreuses espéces grace a des expériences de

polymerase chain reaction (PCR) ou de clonage in silico. Toutefois, des analyses bioinformatiques
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comparant les génomes entiers d’especes variées ont révélés d’importantes variations interspécifiques
du nombre de génes RO, reflétant potentiellement une adaptation a des environnements spécifiques
(Niimura, 2012) : les dauphins qui se sont adaptés a la vie aquatique ont par exemple tres peu de génes
RO (14)(Hayden et al., 2010), tandis que I’Homme et les grands singes en possédent environ 400
(Niimura and Nei, 2003; Matsui et al., 2010), la souris et le rat 1130 et 1207, respectivement, tandis
que I’espece ayant actuellement le plus grand répertoire de génes RO est 1’éléphant d’Afrique, avec
pres de 1948 genes (Niimura et al., 2014). De fagon surprenante, parmi tous ces génes, chaque OSN
n’exprime qu’un gene codant qui lui-méme produit un seul type de RO (Chess et al., 1994; Firestein,
2001; Mombaerts, 2004). De plus, un seul alléle du géne RO est exprimé. Enfin, dés qu’un géne RO
fonctionnel est exprimé, le RO lui-méme exerce un rétrocontrole négatif en bloquant 1’activation de
I’expression d’autres génes de RO. Les mécanismes moléculaires de la sélection d’un géne RO et du
rétrocontble inhibiteur exercé par les RO exprimés sur les autres génes RO, que je n’ai pas la place de
détailler ici, ont fait récemment 1’objet d’une excellente revue (Nishizumi and Sakano, 2015). Ainsi,
malgré les millions d’OSN présents dans la MO, chaque cellule ne reconnait qu’un nombre limité de
molécules chimiques. Comment donc expliquer I’efficacité du systéme olfactif avec un répertoire

d’expression si limité ?

En premier lieu, il convient de préciser que méme si les OSN ne possédent qu'un type de
récepteur, ils sont malgré tout capables de reconnaitre plusieurs molécules odorantes mais avec une
affinité variable, par exemple en détectant un groupe fonctionnel particulier. L’inverse est également
vrai : si une molécule possede plusieurs groupes fonctionnels, alors elle sera apte a activer plusieurs
OSN. Le répertoire d’OSN activé par molécule odorante est spécifique méme si un OSN peut
participer a la détection de plusieurs molécules odorantes, ce qui pose les bases de la détection
combinatoire (figure 11). Chaque odeur active un ensemble unique d’OSN, non seulement en fonction
de sa composition chimique mais également selon sa concentration dans I’air inspiré. Chaque OSN
pouvant faire partie d’un ensemble combinatoire pour de trés nombreux odorants, ce systéme permet
de détecter un trés grand nombre d’odorants (Malnic et al., 1999). En outre, le maintien de la
connexion entre un OSN et le systéme central est dépendant de I’activité et nécessite des stimulations
olfactives occasionnelles (Brunjes, 1994). Dans ce sens, le systéme combinatoire permet de solliciter
réguliérement I’ensemble des OSN et de maintenir une fidélité perceptive au cours du temps, que ce
soit pour une odeur connue mais non rencontrée depuis longtemps, ou simplement la perception d’une
nouvelle odeur. Cette propriété de la détection par les RO/OSN se retrouve dans la représentation
spatiale des odeurs au niveau des glomérules du BO, sur laguelle je reviendrai plus tard dans ce
chapitre. Enfin, chez les mammiféres, il existe deux groupes de RO, que I’on catégorise en récepteurs

de Classe | et Classe Il. La différence entre les 2 groupes demeure mal comprise, mais il semble que
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les RO de classe | reconnaissent principalement des molécules odorantes hydrophiles alors que les RO

de classe 1l reconnaissent des molécules odorantes hydrophobes (Saito et al., 2009).

2.2.2. Mécanismes d’activation des OSN

Les molécules odorantes présentes dans 1’air entrent dans la cavité nasale lors de I’inspiration
et sont solubilisées dans le mucus ou baignent les cils des OSN. Elles se lient alors aux OBP qui les
maintiennent dans le mucus. Elles sont ensuite en interaction avec les RO en fonction de leur affinité
avec ces récepteurs, ce qui dépend de la nature chimique de ’odeur et de sa concentration, induisant
ainsi une cascade de signalisation propre qui aboutit a un changement du potentiel membranaire des
OSN (figure 1.2.B et pour revue Firestein, 2001). La liaison molécule odorante-RO active la protéine
Golf qui active a son tour 1’Adenylyl cyclase et produit de I’AMPc. Ce second messager se lie a la
partie intracellulaire d’un canal cationique laissant entrer des cations Na+ et Ca2+. Ce passage de
cations est d’autant plus important que le nombre de molécules odorantes liés aux RO est élevé. Si le
seuil de dépolarisation est atteint, un potentiel d’action (PA) se propage tout au long de ’axone de

I’OSN et provoque une libération de neurotransmetteur excitateur, du glutamate, dans les glomérules

du BO.

Le systéme olfactif doit étre sensible a de trés faibles concentrations d’odeurs, surtout si
celles-ci sont en rapport avec un danger imminent comme une odeur de brilé ou de prédateur. Un
systéme particulier d’amplification de I’activation est présent dans les OSN : il consiste a augmenter la
dépolarisation en faisant sortir des ions Cl- de la cellule. En effet, la dépolarisation induite par 1’entrée
des cations sodiques et/ou calcique induit I’ouverture d’un canal chlore présent dans les cils des OSN
(Reisert et al., 2005) (figure 1.2.B). Or la concentration intracellulaire de chlore dans les cils est plus
importante que celle du mucus extracellulaire, une différence intra/extracellulaire qui est
exceptionnelle comparée au cerveau ou ce rapport est inverse. L ouverture de ce canal chlore induit
donc une sortie de chlore et une dépolarisation supplémentaire qui permet d’atteindre le seuil de

déclenchement du PA avec peu de molécules odorantes détectées.

2.2.3. Connexions de la MO

Les projections efférentes sortant de la MO sont bien connues et ont comme destination
unique le BO: les PAs générés par les OSN possédant les RO activés (figure 1.2.C. et D.) se

propagent le long de leur axone jusqu’aux glomérules olfactifs et provoquent la libération synaptique
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de glutamate posant ainsi les bases du codage spatial que nous détaillerons dans la suite du manuscrit.
Les afférences de la muqueuse sont bien connues. Différents récepteurs sont présents dans les
différents types cellulaires de cet organe mais ’origine des peptides qui se lient a ses récepteurs reste
peu connue. Ainsi, des innervations diffuses par les nerfs trijumeaux ont été décrites, mais les cibles
précises dans la MO restent a étudier. De nombreux récepteurs a des signaux de la circulation
systémique sont présents dans la MO, a I’image des récepteurs adrénergiques (Kawai, 1999), a la
vasopressine (Levasseur et al., 2004) ou, localement, a des molécules comme I’endotheline (Laziz et
al., 2011). De fagon intéressante pour notre propos, la MO exprime aussi des récepteurs a I’insuline
(Lacroix et al., 2008) et a la leptine (Baly et al., 2007) : ces résultats du laboratoire « Neurobiologie de
I’Olfaction » (NBO, INRA Jouy en Josas) montrent méme la possibilité d’une synthése locale de la
leptine et de I’insuline dans la MO. Cependant, les roles de ces hormones clés dans le systeme olfactif
et en lien avec la prise alimentaire restant & éclaircir, nous aborderons spécifiqguement ce theme dans le

chapitre 111 dédié aux interactions olfacto-alimentaires.

Enfin la MO posséde son propre systéme vasculaire trés dense et indépendant de celui du BO :
c’est donc un lieu d’injection et de passage privilégiée de médicaments ou d’inhalation de drogues ,
comme la cocaine, malgré la présence d’une panel impressionnant d’enzymes de dégradation qui
limite grandement ’action de ces molécules. Ainsi, des instillations d’insuline sont étudiées,
notamment dans le traitement de cas de diabete de type Il (Hanson & William H Frey, 2007, 2008;
Thorne et al., 2004) ou et de leptine pour le traitement de résistance métabolique périphérique
(Hallschmid et al., 2004; Schulz et al., 2004).

2.2.4. Plasticité des OSN

La MO subit des agressions environnementales quotidiennes, d’origine bactérienne, virale,
chimique. Cela explique la durée de vie limitée a quelques semaines des OSN qui sont éliminés par un
processus apoptotique caspases-dépendant (Cowan and Roskams, 2002; Suzuki, 2004). La mort du
neurone et son remplacement a ’age adulte sont couplés grice a I’instauration de dialogues
moléculaires entre cellules apoptotiques et cellules en différenciation, dont la complexité apparait a la
lecture des processus biologiques mis en jeu lors d’une bulbectomie (Gangadhar et al., 2008) ou lors
de traitements pharmacologiques délétéres pour les neurones postsynaptiques (Sultan-Styne et al.,
2009). En tarissant la source de facteurs trophiques provenant du bulbe, ces traitements induisent une
apoptose dont les conséquences sur la survie ont été étudiées par analyse expressionnelle. De
nombreux facteurs neuroprotecteurs essentiellement produits par le BO ont été identifiés, mais certains

travaux suggerent que 1’épithélium dispose de ressources propres assurant une protection locale
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paracrine, voire autocrines des cellules, en particulier des neurones (Murdoch and Roskams, 2007).
Certaines neurotrophines, 1’acide rétinoique ou 1’endothéline modulent la survie des neurones, et
comme mentionné dans le paragraphe précédent, certaines molécules impliquées dans le controle de la
prise alimentaire et présentes dans la MO y exercent une fonction neuroprotectrice (insuline : Lacroix
et al. (2008) ; NPY : Jia and Hegg (2010)). Des régulations activité-dépendantes sont également mises
en jeu dans le maintien de I’homéostasie tissulaire. Ainsi, une étude récente montre que malgré
I’induction d’apoptose dans la MO par une injection intranasale d’antagoniste de récepteurs a
I’endothéline, il existe une plasticité neuronale activité-dépendante qui permet de promouvoir la survie
des populations d’OSN dédiées a la détection d’odeur environnantes (Francois et al., 2013). A
I’inverse, suite a une lésion chimique bilatérale détruisant les OSN de la MO, une déprivation
sensorielle unilatérale induite par I’insertion d’un tube de silicone dans une narine diminue la
régénération des OSN et augmente la proportion d’OSN apoptotiques par rapport a la narine non
déprivée (Kikuta et al., 2015).

Alors que la muqueuse était vue comme un organe périphérique peu plastique, les données récentes
prouvent le contraire. A titre d’exemple nous citerons deux études : (Jones et al., 2008) montrent
qu’apres une tiche de peur conditionnée ou 1’odeur d’acétophénone (ligand privilégié du récepteur
M71) est associée a un choc électrique, le nombre d’OSN exprimant le M71 marqué augmente. De
plus, la taille des glomérules recevant les afférences des OSN M71 positif augmente également. Une
seconde étude menée par (Dias and Ressler, 2014) montre la plasticité transgénérationnelle d’origine
épigénétique aprés une tache de peur conditionnée (association odeur-choc électrique) chez la souris:
en utilisant des souris transgéniques marqués pour le récepteur M71, les auteurs montrent que la
descendance des souris ayant subis la tdche montre une plus grande sensibilité & 1’odeur
d’acétophénone et qu’il existe davantage d’afférences dans « le glomérule M71 » chez ces souris que
chez les témoins. Nous pouvons conclure cette partie sur la muqueuse et les OSN en affirmant que les
résultats concernant la plasticité de cette structure primordiale pour le fonctionnement olfactif vont
aller en augmentant et que de nouveaux concepts vont apparaitre dans la littérature. Je reviendrais sur
cette plasticité au niveau fonctionnel dans le paragraphe traitant de la plasticité des cartes spatiales

dans le bulbe olfactif.

3. Le bulbe olfactif principal

On distingue deux BO chez le rongeur (figure 1.1.B.). Le premier, le BO principal, est la
structure la plus antérieure du cerveau. C’est également la premiére structure & encoder les odeurs :

aprés avoir regu des signaux en provenance des RO ayant été activés par une molécule odorante, ces
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derniers vont étre encodés au sein du BO afin de donner lieu a une représentation spatiotemporelle
spécifique de I’odeur percue en périphérie. Le BO va ainsi établir une cartographie des odeurs (on
parle de chimiotopie), observable grace a différentes techniques d’imagerie qui montre une forte
modulation temporelle. Ce premier traitement de I’information olfactive est ensuite transmis au cortex

olfactif et au systéme limbique pour accorder une identité et une valence a la stimulation sensorielle.

Le second BO, le BO accessoire, regoit notamment les afférences des OSN de I’organe
voméronasal, qui est impliqué dans la détection des phéromones, des molécules utilisées par de
nombreux organismes pour communiquer des informations sur les especes, les dispositions sexuelles
ou encore I’identité d’un individu. Il existe aussi une organisation spatiale des phéromones au sein de
I’AOB, mais celle-ci n’est pas chimiotopique comme celle du BO principal (Hammen et al., 2014).
L’AOB n’ayant pas fait I’objet de travaux durant ma these, je n’indiquerai ici qu’une liste d’articles
qui décrivent son organisation anatomofonctionnelle (Scalia and Winans, 1975; Belluscio et al., 1999;
Rodriguez et al., 1999; Wagner et al., 2006).

3.1. Anatomie et organisation cellulaire

Chez les mammiféres, le BO est un palécortex sphéroide, constitué de deux hémibulbes
symétriques de six couches concentriques dont seulement quatre ont des corps cellulaires. Je décris par
la suite I’organisation structurelle de la couche la plus superficielle vers la plus interne (Shepherd, The
synaptic organization of the brain, 2004, Ed. 5, Oxford University Press. et figure 1.3.A et B.). La
description sur coupes coronales que j’utiliserai ici ainsi que la visualisation rostro-caudale du BO sont
décrites sur un axe rostro-caudal par I’atlas (Allen Reference Atlas) mis a disposition en ligne par le
Allen Institute for Brain Science a I’adresse suivante (http://atlas.brain-map.org). Il est également
possible de consulter I’atlas de référence de Paxinos et Franklin (Georges Paxinos 2012) mais celui-ci

ne décrit que succinctement le BO.

3.1.1. Les couches du BO

La Couche des Nerfs Olfactifs (Olfactory Nerve Layer, ONL) est la couche la plus externe. Elle est
constituée des terminaisons distales des axones des OSN projetant sur le BO. Ces axones sont entourés
par des cellules engainantes, et pénétrent ensuite dans la couche glomérulaire pour former des
synapses avec différents types cellulaires au sein des glomérules olfactifs (Pinching and Powell,
1971).
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La Couche Glomérulaire (Glomerular Layer, GL) contient les modules fonctionnels du BO, des
structures sphériques d’une centaine de micrométres de diameétre appelées glomérules. Ces derniers
sont des neuropiles, formeés par un enchevétrement de synapses entre les milliers d’axones des OSNs
et une centaine de dendrites des cellules mitrales et a panache (Mitral/Tufted Cells, M/TC). Méme si
les M/TC projettent leurs axones vers le cortex olfactif, la position de leur corps cellulaire, leurs
connexions et leur maniére de coder les odeurs different (voir paragraphe suivant). Les cellules TC,
identifiées notamment par leur expression de cholecystokinine, sont activées par des odeurs a plus
faible concentration que les M/TC, et présentent une latence de réponse plus faible que ces derniéres.
Les cellules M/TC étendent leurs dendrites secondaires de maniere plus prononcée et recoivent de fait
plus d’afférences inhibitrices de la part des cellules granulaires. Enfin, alors que les TC recoivent des
afférences directes des OSN, les afférences excitatrices des MC semblent étre indirectes et
proviendraient des cellules a panache externes (ETC) associées a un glomerule commun (Imai,
2014a). Chaque glomérule est délimité par une capsule gliale composée d’astrocytes au milieu
desquels s’intercalent plusieurs types de cellules juxtaglomérulaires (JC): i) les cellules
périglomérulaires (PG) qui sont des interneurones inhibiteurs GABAergiques et dopaminergiques qui
permettent une inhibition locale du signal entrant en permettant une normalisation qui pourrait
expliquer I’invariance par rapport aux concentrations d’odeurs ; ii) les ETC qui sont des cellules
excitatrices dont les corps cellulaires sont dans ’EPL mais qui envoient leurs dendrites primaires a
I’intérieur des glomérules ou elles recoivent une entrée monosynaptique de 1’axone des OSN et
forment des synapses excitatrices avec les projections des autres types cellulaires dans les glomérules ;
iii) les cellules a axone court (Short Axon cells, SAC) sont principalement glutamatergiques et portent
faussement leur nom puisque non seulement leurs dendrites émettent des prolongements et recoivent
des afférences des ETC mais surtout elles projettent sur plusieurs glomérules, a distance: elles y
activent les cellules PG et permettent potentiellement une inhibition latérale interglomérulaire
(Kiyokage et al., 2010).

La Couche Plexiforme Externe (External Plexiform Layer, EPL) contient les corps cellulaires des
cellules & panache, qui projettent leur dendrite principale vers un unique glomérule, et dont les axones
véhiculent le signal de sortie vers le cortex olfactif. L’EPL contient également les dendrites apicales et
secondaires des M/TC et les dendrites secondaires des cellules granulaires en provenance des couches

plus profondes du BO.

La Couche des Cellules Mitrales (Mitral Cell Layer, MCL) est une couche monocellulaire fine,
composeée des corps cellulaires des MC qui sont les principaux neurones de sortie du BO. Les MC ont
la forme pyramidale caractéristique des cellules principales d’une structure corticale. Chaque MC
projette une seule dendrite dite apicale au sein d’un glomérule. Les MC projettent également des

dendrites latérales dites secondaires, qui se terminent dans la couche EPL en interactions
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dendrodendritiques avec les cellules granulaires. L’axone d’une MC traverse les couches profondes du

BO pour établir une connexion synaptique avec un autre neurone d’un cortex olfactif.

La Couche Plexiforme Interne (Internal Plexiform Layer, IPL), extrémement fine, ne contient pas de
corps cellulaires : c’est une couche intermédiaire ou se croisent de nombreuses fibres, principalement
les dendrites des cellules granulaires projetant vers les couches extérieures, ainsi que les axones des
MC et TC qui a I'inverse se dirigent vers les couches profondes du BO et les voies corticales

supérieures.

La Couche des Cellules Granulaires (Granule Cell Layer, GCL) est extrémement dense et contient les
corps cellulaire des interneurones granulaires (GC) GABAergiques. Ces cellules ne disposent pas
d’axones, mais développent en revanche une arborisation dendritique trés dense qui leur permet
d’établir une importante connectivité synaptique avec les dendrites secondaires des MC au sein de
I’EPL. Pour finir, une zone sous-épendimaire et ventriculaire, la plus interne du BO, constitue la partie
terminale du flux rostral migratoire, qui achemine les cellules néoformées en provenance de la zone
sous-ventriculaire (SubVentricular Zone, SVZ) (Luskin, 1993).

Olfactory sensory neurons

SACcell

EPL

MCL
IPL

GCL

Granule cell

Figure 1.3 Organisation Synaptique au sein du BO. A) Coloration des différentes couches cellulaires du BO
par crésyl violet sur une coupe coronale de BO de rat. B) Schéma de la méme coupe de BO figurant les
différentes couches du BO. GL : couche glomérulaire ; EPL : couche plexiforme externe ; MCL : couche des
cellules mitrales ; IPL : couche plexiforme interne ; GCL : couche des cellules granulaires ; CMRgo : partie
bulbaire du courant de migration rostrale. C) Représentation schématique du réseau neuronal dans le BO. Les
OSN projettent leurs axones dans la GL, ou ils forment des synapses avec les cellules mitrales du BO, dans un
volume de neuropil dénommé glomérule. Trois types de neurones entourent les glomérules dans la GL : les PG
(cellules périglomérulaires), les ETC (cellules a panache externes, non montrées) et les SAC (cellules a axone
court). Les cellules mitrales (MC) et les cellules a panache (TC/ Tufted cells) forment des synapses au sein des
glomérules, mais les corps cellulaires des MC sont situés dans la MCL, alors que ceux des TC sont situés dans
I’EPL. Les dendrites secondaires des M/TC s’étendent dans I’EPL, ou elles forment des synapses dendro-
dendritiques avec les cellules granulaires (GC). L’IPL contient principalement les axones des M/TC et les
dendrites des GC, qui s’étendent de la GCL a ’EPL. La GCL, trés dense, contient principalement les corps
cellulaires des GC. B) (Figure modifiée de la planche VI du livre « Odorat et godt » édité par R. Salesse et R.
Gervais aux éditions Quae, 2012). C) figure modifiée de (Nagayama et al., 2014).
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3.1.2. Efférences et neurotransmission dans le BO

Les axones glutamatergiques des M/TC forment des fascicules et constituent le Tractus
Olfactif Latéral (ou lateral olfactory tract, LOT), la seule voie de sortie « bottom-up » du BO vers le
cortex olfactif. Les multiples collatérales de ces axones projettent de facon diffuse vers de nombreuses
aires du cortex olfactif (figure 1.4), incluant le noyau olfactif antérieur (AON), le TO, le cortex
piriforme (PC), le cortex entorhinal latéral, le noyau cortical antérieur de I’amygdale, le cortex
périamygdalien et la tenia tecta. Ces projections respectent une topographie particuliére
(Shipley&Ennis 1996), exception faite de I’AON antérieur, ou les projections des cellules M/T
conservent une grossiere organisation, les cellules M/T médiales et latérales du BO projetant
respectivement sur la partie médiale et latérale de I’AON antérieur (Brunjes et al., 2005).
Postérieurement a I’ AON, les projections des MC et des TC sur le cortex olfactif different (Nagayama
et al., 2010; lgarashi et al., 2012): En plus de I’AON antérieur, les TC projettent sur la partie
postéroventrale de I’ AON, sur la partie ventrorostrale du PC antérieur et la partie apicale du tubercule
olfactif (TO), tandis que les MC projettent leurs axones de facon dispersée vers toutes les régions du
cortex olfactif. Ceci permet de supposer que différents aspects des informations olfactives traitées par
les M/TC sont différemment traitées au sein du cortex olfactif, par des régions distinctes (Imai,
2014b). Chacune de ces sous-régions corticales projettent sur le systéme limbique et le néocortex :
I’AON au PC ipsilatéral et contralatéral, le TO au noyau dorsomédian du thalamus ; le PC, la structure
qui recoit le plus grand nombre d’entrées bulbaires, se projette dans le noyau dorsomédian du
thalamus et a aussi des connexions directes avec une partie du cortex orbitofrontal (Isaacson, 2010) et
du cortex insulaire, qui, de fagon intéressante, recoit également les informations gustatives en
provenance du thalamus. Le cortex entorhinal se projette principalement dans 1’hippocampe. Enfin
noyau cortical antérieur se distribue dans le cortex insulaire mais aussi dans I’ensemble de 1’amygdale
dont les noyaux se projettent dans toutes les régions du cerveau. Une des spécificités des cellules
nerveuses du BO est I’absence de projection directe sur le thalamus, les M/TC projetant directement
leurs axones vers le cortex. De fait, une structure comme I’amygdale, qui est impliquée dans les
émotions, recoit directement et massivement des afférences du BO, ce qui pourrait expliquer la
puissance et la longévité de la mémoire olfactive (Chapuis et al., 2009). Il est & noter que toutes ces

régions envoient des projections centrifuges en retour sur le BO, excepté le TO.
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Figure 1.4 Les principales voies neuronales ascendantes du systéme olfactif des mammiféres. Les voies
sensorielles du systéme olfactif principal sont illustrées chez la souris et chez I’Homme. Les molécules odorantes
pénétrant dans les cavités nasales aprées un flairage sont adsorbées grace aux OBP au niveau de la MO. Elles sont
détectées par les OSN qui envoient leurs afférences vers les glomérules correspondants au niveau du BO. A la
sortie des glomérules, les projections des M/TC sont distribuées de facon diffuse via le LOT vers un ensemble de
structures secondaires formant le cortex olfactif et qui incluent le noyau olfactif antérieur (AON), le cortex
piriforme (PC), le tubercule olfactif (Tu), le cortex entorhinal latéral (EC), le noyau cortical antérieur de
I’amygdale (Am), le cortex périamygdalien et la tenia tecta. Ensuite, I’information olfactive est transmise a des
structures tertiaires, le cortex orbitofrontal (OFC), le cortex insulaire et I’hypothalamus recevant la majeure
partie des projections du PC. Figure issue de (Mainland et al., 2014). Il est a noter ici que le BO est une entrée
sensorielle directe et puissante sur le systéme limbique.

En plus des neurotransmetteurs principaux du BO que sont le glutamate et le GABA, de
nombreux récepteurs a différents neurotransmetteurs et modulateurs y sont synthétisés localement
pour des interactions entre cellules du BO ou entre cellules du BO et les projections centrifuges
qu’elles regoivent, notamment du PC. Brievement, la dopamine est un neuromodulateur local comme
dans la rétine. Elle est synthétisée et libérée au niveau glomérulaire par les PG qui peuvent co-
exprimer le GABA (Maher et al., 2011). Des récepteurs dopaminergiques D2 et GABA-B sont
présents au niveau des terminaisons présynaptiques des OSN. Ils ont un effet inhibiteur sur les

terminaisons axonales (Hsia et al., 1999). Le BO recoit également des projections d’un autre
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modulateur cathécholaminergique, la noradrénaline dont projections issues du locus coeruleus
(McLean et al., 1989; Shipley et al., 1985; Sullivan et al., 2000). Ces projections sont trés étudiées
dans le cadre de la mémoire olfactive précoce des ratons nouveaux-nés (Raineki et al., 2010). De plus,
des projections cholinergiques sont localisées au niveau de toutes les couches du BO (Gomez et al.,
2005) et sont présentes de maniére dense dans la couche glomérulaire. Cette neurotransmission
cholinergique serait impliquée dans la discrimination des odeurs (Chaudhury et al., 2009). Enfin, des
projections sérotoninergiques partent du noyau du raphé et atteignent le BO, particulierement la
couche glomérulaire (Mclean and Shipley, 1987), et pourraient étre impliquées dans la représentation

spatiale des odeurs (Petzold et al., 2009) et le filtrage des informations qui en découlent.

Les différentes couches bulbaires présentent également des récepteurs a 1’ensemble des
molécules de signalisation du métabolisme qu’elles soient de nature orexigenes et anorexigénes. Je
détaillerai leur role et leur nature dans le deuxiéme chapitre et leurs interactions avec le systéeme

olfactif dans le troisiéme chapitre.

3.1.3. Neurogenese

Les interneurones du BO sont renouvelés de fagon constante, méme chez un organisme adulte,
mais de fagon plus prononcée chez le rongeur que chez I’Homme (Curtis et al., 2007). La neurogenése
est un long processus qui comporte plusieurs étapes depuis la zone sous-ventriculaire (ou
subventriculaire) des ventricules latéraux (SVZ) jusqu’au BO : la prolifération, la migration, la
différenciation et 1’intégration de nouveaux neurones. Le BO est la zone du cerveau adulte ou se
déroule le renouvellement le plus important en quantité des nouveaux neurones. Dans le gyrus denté
de I’hippocampe ce renouvellement important pour des mécanismes mnésiques est moindre. La voie
d’entrée des neurones néoformés dans le BO correspond a la zone sous-épendymaire en position

centrale de I’architecture bulbaire, une zone terminant la partie rostrale des ventricules latéraux.

Les neuroblastes issus de la SVZ migrent jusqu’au BO le long d’un chemin bien stéréotypé
appelé le flux rostral migratoire (Rostral Migratory Stream) pendant 5-6 jours, pour se différencier en
interneurones GC et PG au bout de 21 jours avec leur insertion fonctionnelle dans les circuits bulbaires
(Winner et al., 2002). Il semble que les PG ne représentent qu’une petite proportion parmi les cellules
renouvelées au sein du BO et que la neurogenese impacte principalement le renouvellement des
cellules granulaires (Imayoshi et al., 2008; Whitman and Greer, 2009). Une fois au cceur du BO, les
neurones nouvellement générés entament une migration radiale leur permettant d’atteindre les couches

GCL et GL du BO. Chez la souris, on estime a environ 30 000 le nombre quotidien de nouveaux
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neurones qui atteignent le BO. L’expérience olfactive des sujets a un large impact sur le taux de survie
des nouveaux neurones (Kikuta et al., 2015) et une déprivation sensorielle induit une baisse de
neurogenese, qui ne résulte pas d’un défaut des progéniteurs a se différencier en neuroblastes, mais
témoigne d’une diminution du taux de survie des nouveaux neurones. A I’inverse, les chances de
survie des neurones néoformés augmentent lorsque les animaux sont exposés a un environnement
enrichi en odeurs ou lorsqu’ils sont entrainés a discriminer des odeurs (Mouret et al., 2008). Cette
survie semblerait tout autant dépendre des entrées sensorielles que des afférences centrifuges,

notamment noradrénergiques, dont font I’objet ces nouveaux neurones (Veyrac et al., 2009).

Mais a quelles fonctions sont destinées les nouveaux neurones qui affluent constamment dans
le BO? L’apport permanent de neurones nouvellement générés suppose le remplacement des
interneurones matures en vue de préserver 1’organisation synaptique du bulbe. Or, les interneurones
granulaires jouent un rdle critique dans les processus d’inhibition latérale et la synchronisation des
cellules mitrales dans le BO. Au niveau des interneurones GABAergiques nouvellement formés, une
equipe a observé que des synapses glutamatergiques induisaient une plasticité qui disparait pendant la
maturation et qui n’existe pas chez les interneurones adultes (Nissant et al., 2009). L’incorporation
permanente des interneurones nouvellement générés s’accorde avec 1’idée d’un renforcement des
mécanismes inhibiteurs qui conduisent a un meilleur contraste des signaux olfactifs, facilitant en
conséquence la perception et I’apprentissage de ces dernieres (Breton-Provencher et al., 2009; Moreno
et al., 2009).

D’autres travaux se sont également intéressés a la contribution de la neurogenése bulbaire
adulte dans certains processus éthologiques. La production cellulaire accrue qui intervient au cours de
la période périnatale chez les rongeurs suggére une contribution fonctionnelle des nouveaux neurones
dans la mise en place des conduites maternelles et de la reconnaissance des jeunes ((Shingo et al.,
2003; Mak and Weiss, 2010). Enfin, une étude trés intéressante a montré qu’il existait une plus grande
élimination des cellules granulaires en maturation dans le BO pendant la phase postprandiale
notamment pendant le sommeil suivant la consommation alimentaire chez la souris. Cette
augmentation était également augmentée par une déprivation sensorielle de ’odorat (Yokoyama et al.,
2011), un mécanisme qui pourrait étre dépendant des retours centrifuges ainsi de I’effet d’hormones
circulantes (Komano-Inoue et al., 2014). Je reprendrai ces données dans la discussion par rapport a nos
observations des modifications de la neurogenése chez les souris obéses ob/ob que je décris dans la

partie 3 consacrée aux résultats.
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3.2. Fonctions du BO : un carrefour olfactif et métabolique

3.2.1. Codage spatiotemporel des odeurs dans le BO

3.2.1.1 Représentation spatiale des odeurs

L’organisation structurelle des afférences dans un glomérule fournit une base fonctionnelle
pour I’encodage chimiotopique selon un patron particulier et identifiable de glomérules olfactifs en
miroir des OSN : tous les OSN exprimant un RO donné projettent leurs axones sur un total de quatre
glomérules olfactifs (deux par hémibulbe), lesquels regoivent eux-mémes les projections d’une seule
famille d’OSN (Mombaerts, 2004). En outre, les marquages génétiques ont permis de mettre en
évidence d’autres propriétés structurelles du codage olfactif : la symétrie de la projection bilatérale,
qui implique que 1’encodage et la représentation d’une odeur ne différe pas ou peu d’un hémibulbe a
lautre, la symétrie a Dintérieur d’un hémibulbe dans 1’axe latéral-médian et une détection

combinatoire des molécules odorantes (Mombaerts, 1999; Mombaerts, 2004).

Cependant, méme si I’apport des techniques de biologie cellulaire et moléculaire a la
connaissance des mécanismes qui sous-tendent 1’olfaction est incontestable, il n’en demeure pas moins
limité. L’avénement de nouvelles imageries a haute résolution spatiotemporelle (notamment en
imagerie optique) a permis d’étudier en détails ces mécanismes au niveau du BO. Ces résultats que
j’expose dans les paragraphes suivant en abordant chaque technique et les résultats significatifs qu’elle

a pu apporter a donné naissance a la vision d’une fonction des cartes spatiales.

Dans ce paragraphe, je m’efforcerai de décrire les différentes techniques d’imagerie relatives a
I’étude du traitement et du codage spatial des molécules odorantes (revue dans Pain, L’Heureux, &
Gurden, 2011) et les résultats les plus importants qui ont pu en étre déduits sur le fonctionnement du
BO. Je décrirai le cheminement et les contraintes qui m’ont conduit a utiliser le MEMRI dans un
paragraphe dédié. Pour plus de clarté, le tableau I.1. indique les différentes techniques utilisées
couramment pour 1’étude du BO, avec pour référence une revue et une publication de notre équipe
(exceptée pour la publication en IRM fonctionnelle de Claire Martin et collaborateurs effectuée a
Lyon).
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TECHNIQUE Résolution Résolution Région cible du | Stimulus/Animal | Activité Références

spatiale (um) temporelle BO spontanée principales

2-Deoxy- 5 Plusieurs minutes ~ Entier (un Un seul non Johnson and
[C]Glucose animal, une Leon, 2003
odeur) Martin et al.,
2012
BOLD-fMRI 100 ~1ls Entier (une Quelques-uns non Yang et al., 1998
unique Martin et al.,
acquisition) 2007
10S1/VSDI / 20 100 ms Dorsal Plusieurs non Wachowiak and
Imagerie calcique Shipley, 2006
Pain et al., 2011
Manganese 100 Plusieurs minutes  Entier (une Un seul oui Pautler and
Enhanced-MRI unique Koretski, 2002
acquisition) Gobbo et al.,
2012
Imagerie par 100 <ls Entier (Des Quelques-uns oui Osmanski et al.,
Ultrasons acquisitions 2014
multiples)

Tableau 1.1. Résolution spatiotemporelles et propriétés des techniques d’imagerie utilisées pour la
cartographie de la distribution de I’activité spatiale dans le BO in vivo. BOLD-fMRI : Blood Oxygen Level
Dependent functional MRI. 10SI: intrinsic optical signal imaging. VSDI : voltage sensitive dye imaging.

Ces dispositifs expérimentaux d’imagerie, qui différent dans la source biophysique du signal
qu’ils exploitent, ont confirmé la fiabilité de I’hypothése d’une représentation spatiale des odeurs dans
le BO. Ces études ont décrit des cartes d’activation spatiales aux propriétés bien définies

reproductibles d’un animal a 1’autre méme avec 1’utilisation de différentes techniques.

3.2.1.2 Premieres cartographies du BO par utilisation des propriétés métaboliques et vasculaires

Ces techniques fonctionnelles se basent sur le fait que les régions les plus activées font appel a
plus de substrat énergétique que les autres régions. Le substrat énergétique essentiel du cerveau est le
glucose. Gréce aux voies métaboliques que sont la glycolyse et le cycle de Krebs, le rendement de
chaque molécule de glucose est optimal et est converti en ATP qui est la molécule énergétique des
cellules. Cette production est effectuée en aérobie (présence d’oxygene) dans les mitochondries. Un
changement important du débit sanguin dans les capillaires et des artérioles des réseaux activés est
également observé. Glucose, oxygene et débit sanguin sont des signaux exploités pour identifier les

régions activées dans le cerveau et fournir une cartographie de 1’activation neuro-gliale.

Lors d’une stimulation olfactive, les OSN sur lesquels se sont liés des odorants produisent des PA qui
se propagent dans leurs axones. Ceci induit la libération de glutamate dans les fentes synaptiques des

glomérules ou ils projettent. 1l en découle une activation des M/TC ainsi que des JC, dont les
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astrocytes qui jouent un réle majeur dans le métabolisme énergétique cérébral (pour revue Barres,
2008). Cette activité glomérulaire nécessite une forte consommation d’ATP et d’oxygéne (Lecoq et
al., 2009). Le codage spatial dans le BO peut donc étre étudié grace a des techniques d’imagerie qui
détectent ces signaux. Le BO présente deux avantages majeurs pour la détection de ces signaux
d’imagerie : i) la couche glomérulaire, ou a lieu la premiere et plus importante étape du codage spatial,
est superficielle (couche dorsale débute en dessous de I’ONL de 100 & 150 pm sous la surface du BO)
et facilement accessible par imagerie, notamment optique ii) Cette couche est la plus vascularisée et la

plus gourmande en énergie iii) la densité de synapses dans cette couche est élevée.

Imagerie au 2-Deoxy-[14C]Glucose

Le glucose est phosphorylé par 1’hexokinase et la production de glucose-6-phosphate. La
technique de cartographie par assimilation de glucose radiomarqué utilise cette étape de la réaction
pour quantifier I’incorporation de glucose par les différentes régions du cerveau. Afin de quantifier le
glucose incorporé, cette technique nécessite 1’utilisation de glucose radio-marqué 14C-2-
DéoxyGlucose (2DG) (Sokoloff et al., 1977). Cette forme de glucose reste emprisonnée dans le
cytoplasme apres phosphorylation par I’hexokinase. Il est alors possible de quantifier par
autoradiographie la quantité de 2DG incorporé qui est plus importante dans les zones activées par
rapport aux zones non activées. Elle a été utilisée pour le BO chez le rat, par Sharp et al. (1975) puis
par Stewart et al. (1979), trés rapidement aprés son développement et a permis la premiére mise en
évidence du codage spatial des odeurs dans cette structure. Cependant, cette méthode a des limitations
importantes car elle nécessite le sacrifice de 1’animal pour réaliser 1’autoradiographie : seule une
image pour une seule stimulation est donc disponible par animal. Le site web du laboratoire de
Michael Leon, http://gara.bio.uci.edu/, the glomerular activity response archive, contient une vue
exhaustive des odeurs cartographiées par 2DG et propose une partition du BO en modules qui sont
activés par des fonctions chimiques précises portées par les molécules odorantes (Johnson et al.,
2002).

Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle (IRMf)

Cette technique est basée sur la détection du signal BOLD (pour Blood Oxygenation Level-
Dependant). Elle met a profit les propriétés paramagnétiques de la déoxyhémoglobine qui génére une
modification du champ magnétique local. L’activité neuronale nécessite un apport d’oxygene et se
traduit par un changement de 1’oxygénation du sang suivi du volume et du débit sanguins. En réaction

a cette consommation locale, I’oxygéne apporté par le sang aux zones activées dépasse largement les
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besoins des cellules et inverse ainsi le rapport déoxy/oxy hémoglobine dans les capillaires et les
veinules. Le contraste BOLD (T2*) suit ces modifications avec un signal qui est souvent biphasique
(négatif puis positif) dans les régions activées, ce qui permet leur visualisation (Heeger and Ress,
2002).

Cette technique est utilisée, depuis la fin des années 90, pour étudier le codage spatial des odeurs dans
le BO du petit animal (Xu et al., 2000; Yang et al., 1998). Elle permet la cartographie de plusieurs
odeurs et, contrairement aux techniques optiques que nous détaillerons plus loin, d’imager la totalité
du BO avec une augmentation du signal BOLD de ’ordre de 20%. L’inconvénient majeur de cette
technique est qu’il est difficile d’avoir une bonne résolution spatiale et temporelle en méme temps
(Kida et al., 2002): pour atteindre la résolution glomérulaire les stimulations olfactives appliquées sont
trés fortes et tres longues. Une amélioration de la technique d’acquisition a permis d’effectuer des
présentations plus courtes et de détecter I’activation de glomérules ventraux (Martin et al., 2007).
Reste que 'IRMf-BOLD est basée sur des indicateurs indirects de ’activité neuronale et que les
mécanismes cellulaires responsables de son enclenchement sont encore tres mal connus (Heeger &
Ress, 2002) et sujet a débat: par exemple 1’équipe de N. Logothetis a Tuebingen, qui combine
stimulation électrique et enregistrement de signal BOLD chez le singe, privilégie une hypothése locale
sans lien fort avec une activité efférente de la structure visualisée (Logothetis et al., 2001) mais
I’équipe de K. Deisseroth a Stanford, qui utilise chez la souris un couplage entre technique
optogeénétique et BOLD, et pense que les PA efférents peuvent genérer également le signal BOLD
(Lee et al., 2010).

Imagerie Optique du Signal Intrinséque (10SI)

Cette technique utilise en partie une source de contraste liée aux changements d’oxygénation
et du volume sanguins mais aussi aux changements des propriétés diffusives des tissus suite a
I’activation. L’IOSI est basée sur les changements de réflectance des tissus activés par rapport a leur
état de repos. Cette technique a été développée dans les cortex visuel du chat et somatosensoriel du rat
(Grinvald et al., 1986; Spors et al., 2002) et appliquée une dizaine d’années plus tard a I’étude du
codage spatial des odeurs dans le BO (Rubin and Katz, 1999).

Elle présente 1’avantage par rapport au 2DG et au BOLD de pouvoir étudier la carte spatiale
pour plusieurs odeurs a plusieurs concentrations chez le méme animal avec une résolution spatiale et
temporelle plus importante (<100 um et <500 ms). L’instrumentation et la méthodologie de cette
technique sont relativement simples. Elles sont décrites en détails dans la partie ‘“Matériel et méthodes’

(partie 2). La carte d’activation est obtenue par comparaison de la réflectance enregistrée pendant la
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période de stimulation et celle enregistrée pendant une période de ligne de base, calculée juste avant la
stimulation. La soustraction du nombre de photons réfléchis et détectés par la caméra entre les deux
périodes permet d’observer une baisse de la réflectance pendant la stimulation due a 1I’augmentation de
I’absorption des photons dans les zones activées. Apres calcul, ces zones apparaissent plus sombres

que les autres régions sur la carte spatiale.

Les cartes d’activation visualisées par IOSI correspondent bien a des glomérules actives.
Comme visualisées sur des coupes anatomiques, ces glomérules sont de taille variable de 50 a 150 um
(Meister & Bonhoeffer., 2001 ; Lin et al., 2006). Les cartes sont symétriques dans les deux
hémispheres du BO et relativement reproductibles (Belluscio & Katz, 2001; Meister & Bonhoeffer,
2001; Soucy et al., 2009). La résolution spatiale de cette technique permet 1’étude fine des cartes
d’activation spatiale (de 1’ordre du glomérule) en fonction de la quantité (concentrations) et de la
qualité (groupements chimiques fonctionnels) des molécules odorantes (Uchida et al., 2000). Des
marquages de la cytochrome oxydase chez le rat ont montré que les zones activées correspondaient a

des glomérules (Meister and Bonhoeffer, 2001).

Cependant, I’origine biophysique de ce signal reste débattue. A 630nm, les changements des
propriétés de diffusion du tissu nerveux peuvent étre dus a la fois aux changements de 1’oxygénation
de I’hémoglobine et de volume sanguin mais aussi a la biréfringence axonale ou au gonflement
cellulaire dii a I’activité (Meister et Bonhoeffer., 2001). Malgré cela, des études pharmacologiques ont
permis de comprendre les bases cellulaires du signal intrinseque. Le blocage de la transmission
GABAergique, dopaminergique, glutamatergique, et de la recapture du glutamate ont révélés que
seule la libération présynaptique de glutamate et sa recapture par les astrocytes sont des voies
indispensables pour 1’obtention du signal intrinséque (Gurden et al., 2006). Ces résultats montrent que
les signaux endogenes détectés par 1’imagerie optique intrinséque sont synaptiques et ne dépendent
pas de I’activité des PA post-synaptiques (Thomsen et al., 2004). Une étude trés récente de 1’équipe
d’Alan Carleton, montre que ce signal enregistré dans le BO serait dépendant de ’activité des OSN

afférents, confirmant une origine présynaptique de ce signal optigue (Vincis et al., 2015).

Résultats obtenus sur le codage spatial par les méthodes utilisant des signaux endogenes
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Dés les premiéres études de la représentation spatiale des odeurs dans le BO par imagerie 2DG
(Stewart et al., 1979), la théorie selon laquelle chaque odeur a sa propre représentation spatiale a été
confirmée. Il existe en fait une certaine chimiotopie dans le BO, c’est a dire une répartition spatiale
des réponses dans les glomérules du BO en fonction des groupements chimiques des molécules
odorantes. A titre d’exemple, les groupements carboxyliques COOH ou aldéhyde CHO activent la
partie antéro-mediane alors que les groupements OH activent le coté latéral sur des cartes de la partie
dorsale du BO visualisées en imagerie optique (Uchida et al., 2000). La ségrégation spatiale de
I’activation des glomérules a été confirmée peu de temps aprés sur I’ensemble du BO par imagerie
2DG (Johnson et al., 2002). Cependant ces deux études montrent également que cette chimiotopie
n’est pas stricte. Si la définition de zones larges contenant un grand ensemble de glomérules semble
juste, a une échelle plus restreinte, la chimiotopie n’est plus respectée car deux glomérules adjacents
peuvent répondre a des molécules odorantes totalement différentes dans leur structure chimique
(Soucy et al., 2009). Le degré de précision de la chimiotopie et son implication dans la représentation

spatiale et la discrimination olfactive restent encore a étre déterminées.

Des molécules proches dans leurs structures chimiques et leur longueur de chaines carbonées
activent des cartes relativement similaires (Rubin and Katz, 1999; Uchida et al., 2000), cartes dans
lesquelles, conformément aux données obtenues sur les OSN, la représentation combinatoire au niveau
des glomérules existe: par exemple la carte spatiale spécifique de ’odeur de sauce de soja partage des
glomérules avec celle de I'odeur de vinaigre. Certaines odeurs ont méme des cartes spatiales quasi
similaires comme 1’odeur d’amande grillée avec celle du beurre de cacahucte (Lin et al., 2006). Des
cartes trés proches dans leur composition mais toutefois distinctes sont également obtenues en réponse
a des énantiomeéres (Stewart et al., 1979). Les énantioméres induisent des cartes d’activation bulbaires
trés proches mais légerement différentes. Des études trés intéressantes sur les énantiomeres ont été
publiées par (Linster et al., 2001; Linster et al., 2002) en imagerie 2DG et I0SI par Rubin et Katz
(2001). Du point de vue comportemental, les odeurs structurellement proches et qui évoquent des
cartes qui se recouvrent sont difficiles a discriminer comparées a des molécules structurellement
¢éloignées. Toutefois, méme dans le cas d’une paire d’énantioméres que les rats ne distinguent pas du
tout spontanément limonene (Linster et al., 2002), I’apprentissage (qui sollicite 1’ensemble des
mécanismes de représentation spatiotemporelle des odeurs et une forte activité centrifuge) aboutit a

une discrimination efficace de ces odeurs.

En plus, d’étre dépendantes des structures chimiques des molécules, la formation des cartes est
aussi dépendante des concentrations de 1’odorant). Ainsi, pour la méme molécule, les cartes
d’activation obtenues sont plus étendues si les concentrations sont augmentées (Rubin et Katz, 1999 ;
Meister et Bonhoeffer., 2001 ; Grossman et al., 2008). L’augmentation de la durée de stimulation

augmente le signal des glomérules faiblement activés et permet [’activation de glomérules
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supplémentaires (Bozza et al., 2004). Les variations de flux d’air dans la cavité nasale impactent
également la sensibilité glomérulaire et la représentation spatiale des odeurs en fonction des propriétés
chimiques de chaque odorant (Oka et al., 2009).
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Figure 1.5 Cartes d’activation spatiale du BO visualisées avec différentes techniques se basant sur des
signaux endogenes liés au métabolisme énergétique. A) Cartes d’activation obtenues par imagerie 2DG en
réponse a trois molécules portant des fonctions acides. Vue anatomofonctionnelle d’un hémibulbe (coupes
coronales). B) Cartes d’activation (coupes coronales) obtenues par IRMf chez deux animaux différents (#3 et #4)
en réponse a une exposition a I’isoamyl acetate 1% (pression vapeur) durant 4.8 minutes. Notons la
reproductibilité des cartes chez les deux animaux. C) Cartes d’activation induites par diverses odeurs naturelles
(les images représentant la moyenne de toutes les réponses obtenues au cours de la présentation de I’odeur,
obtenues par 10SI (vue dorsale). D) Cartes olfactives en réponse a une odeur de benzaldehyde a 10% chez la
souris anesthésiée en haut et chez la méme souris éveillée en bas. Notez 1’augmentation importante du nombre
de glomérules a 1’état éveillé. E) Cartes d’activation en réponse a une concentration croissante d’isoamylacétate.
Notez I’augmentation du nombre de glomérules qui accompagne 1’augmentation de concentration. A. Figure
modifiée de Johnson et Leon., 2007. B. modifiée de Yang et al., 1998 C et D. Modifiée de (Vincis et al., 2012).
E. Rubin et Katz, 1999.

3.2.1.3 Cartographie par utilisation de traceurs exogénes

Manganese-Enhanced MRI

L’IRM est une technique non invasive qui utilise dans la majorité des enregistrements des
protocoles qui détectent le signal des protons des molécules d’eau, composant principal des tissus.
Cette approche permet de mettre en évidence la densité des protons et de différencier les états de I’eau
au sein des structures biologiques. Selon les séquences d’imagerie utilisées, on acceéde ainsi a des
informations anatomiques ou anatomo-fonctionnelles (renseignant a la fois sur la morphologie, 1’état

physiologique ou physiopathologique des tissus).
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Le manganese (Mn2+), est un ion paramagnétique, essentiel et vital pour de nombreux
processus cellulaires détaillés dans la revue suivante (Santamaria, 2008). Dans le cadre de cette thése,
je me limiterai toutefois & décrire son utilisation dans le cadre de I’imagerie médicale, en tant qu’agent
de contraste pour 'IRM. Le Mn2+ est considéré comme un agent de contraste « positif »: en
diminuant le temps de relaxation longitudinal des protons de 1’eau dans les tissus ou il est présent, il
permet d’en augmenter le signal sur les images pondérées T1 (Lauterbur et al., 1978). C’est un
analogue du calcium, qui se substitue a ce dernier dans différentes structures biologiques, notamment
les neurones, et permet de mettre en évidence chez les rongeurs et les singes in vivo, avec des
séquences d’imagerie adaptées, les interconnections anatomiques et la morphologie de différentes
structures cérébrales, de surveiller des zones d’activité neuronales et mesurer 1’efficacité du transport
axonal (Inoue et al., 2011). Ses propriétés conferent au Mn2+ une neurotoxicité, et il est connu que
chez I’Homme une exposition chronique au Mn2+ peut provoquer un syndrome neurologique
irréversible semblable & la maladie de Parkinson, aussi appelé « manganisme » (Cersosimo & Koller
2006; Santamaria 2008), tandis qu’une exposition aigue (comme lors d’une injection systémique
d’agent de contraste) peut provoquer défaillances cardiaques et hépatiques. Chez les animaux de
laboratoire, en particulier les rats et les souris, les quantités optimales permettant d’obtenir un bon
contraste tout en limitant les effets secondaires nocifs ont été définies (Silva et al., 2004; Eschenko et
al., 2010b), tandis que I’optimisation de la quantité et de la maniére de délivrer le Mn2+ sont I’objet de
recherches constantes (Bock et al., 2008; Eschenko et al., 2010a; Sepulveda et al., 2012; Griinecker et
al., 2013) . Dans cette étude, nous avons injecté a nos animaux une solution de 20ul (10pL par narine)
de chlorure de manganése (MnClI2) de 10 mM dans une solution isotonique au pH physiologique. La
voie d’injection intranasale et la concentration faible que nous avons choisie permettent d”atténuer les

effets toxiques aiglis du Mn2+.

L’utilisation conjointe de I’IRM et de I’injection du Mn2+ pour mesurer une augmentation de
I’influx calcique en réponse a une activité neuronale a été mise au point a la fin des années 90, par
Alan Koretsky et son équipe (Lin and Koretsky, 1997). Une fois le manganése injecté dans une région
specifique du cerveau, il a la propriété de se déplacer par les voies neuronales appropriées dans la
direction antérograde (Pautler et al., 1998a). En se substituant au calcium, il entre principalement dans
les cellules excitables par des canaux calciques (de type L, mais aussi par les récepteurs NMDA) et les
échangeurs Na+/Ca2+. Il est ensuite séquestré dans le réticulum endoplasmique et cumulé pour le
transport, qui s’effectue a 1’aide des microtubules, jusqu’aux synapses ou il est libéré et recapturé par

les neurones postsynaptiques (Pautler et al., 2003).

Le MEMRI est apparu comme une alternative intéressante au BOLD chez le rongeur puisque
son utilisation ne dépend pas des propriétés hémodynamiques des tissus mais de la densité locale de

cellules neuronales, de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique ainsi que de I’activité
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neuronale (Pautler, 2004; Koretsky, 2012; Silva, 2012). Un autre avantage expérimental du MEMRI
est le temps d’absorption du Mn2+ , qui permet aux animaux de rester éveillés et libres de leurs
mouvement pendant une stimulation, et de réaliser rétrospectivement sous anesthésie 1’acquisition des
images de 1’activité neuronale, sans que 1’anesthésié n’impacte I’activité cérébrale (Lin and Koretsky,
1997). Le MEMRI a permis la cartographie de 1’activité neuronale évoquée en réponse au son (Yu et
al., 2005, 2007), de I’adaptation a la lumiére dans les neurones de la rétine (Berkowitz et al., 2006) ou
encore les mesures de I’activité neuronale du BO en réponse a une odeur. C’est une technique
particuliérement adaptée pour 1’étude des différentes modalités sensorielles dans des conditions peu
stressantes et proches de la perception naturelle, I’animal étant libre de ses mouvements et dans son
échantillonnage des odeurs. Je décrirai par la suite la maniére dont le MEMRI a été utilisé pour étudier
le systeme olfactif, en insistant particulierement sur les études portant sur 1’étude fonctionnelle de

différentes structures du systeme olfactif en réponse a une stimulation.

Aprés qu’il a été montré qu’on pouvait utiliser le MEMRI (Pautler et al., 1998b) pour
visualiser des connections neuronales in vivo dans le systeme olfactif et visuel, (Cross et al., 2004) ont
utilisé le MEMRI in vivo chez le rat pour caractériser les connexions olfactives fonctionnelles et ont
montré une accumulation de Mn2+ dans le tractus olfactif, le TO et I’amygdale. Cette technique a
également été utilisée pour montrer I’effet de 1’age, de 1ésions ou de maladies sur le cortex olfactif
primaire (Cross et al., 2006, 2008). L’équipe d’Alan Koretsky a également réussi a utiliser le MEMRI
pour détecter des glomérules individuels, mais seulement en enregistrement anatomique sans
stimulation olfactive (Chuang et al., 2010b). D’autres études ont permis de cartographier les réponses
cérébrales & une odeur : en stimulant des souris avec des odeurs (odeur d’urine de male et amyl
acétate), le MEMRI permettait d’observer des cartes d’activation spatiale précises au niveau du BO et
de I’AOB (Pautler and Koretsky, 2002). Aprés injection systémique et ouverture partielle et réversible
de la barriere hémato encéphalique, (Fletcher et al., 2009) ont montré une activation de I’amygdale et
de I’hypothalamus plus forte lorsqu’un animal est stimulé par une odeur de prédateur que par d’autres
odeurs, corroborant les résultats obtenus avec c-fos (Dielenberg and McGregor, 2001), malgré un
protocole nécessitant une chirurgie lourde, et potentiellement délétere pour les fonctions cérébrales
(Aoki et al., 2004). De fagon moins traumatique, il est possible de réaliser une injection intranasale de
Mn2+. Dans ces conditions, Chuang et al. (2009) et Pautler et Koretsky (2002) ont montré des
accumulations différentes de Mn2+ dans la couche glomérulaire pour différentes stimulations
olfactives mono-moléculaires. Au-dela du BO et de I’AOB, Lehallier et al. (2012) ont utilisé deux
odeurs naturelles différentes (féces de renard et céréales chocolatées) pour stimuler des rats et observer
I’activation différentielle de structures corticales olfactives profondes. Soulignons également que
méme dans les études dont il n’est pas directement 1’objet, le systéme olfactif constitue, de par sa

facilité d’acces, un structure idéale pour étudier le transport axonal de Mn2+, qui est souvent ralenti ou
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déficient dans le cadre de troubles neurodégénératifs, notamment dans les modéles animaux de
taupathies ou de la maladie d’Alzheimer (Smith et al., 2007; Majid et al., 2014). Par ailleurs, cette
technique a été utilisée pour suivre la dynamique d’événements excitotoxiques au sein du BO apres

I’injection de quinolinate, un agoniste des récepteurs NMDA (Gobbo et al., 2012).

Le tableau 1.2. résume les parametres des enregistrements MEMRI effectués dans le systeme olfactif.
Il aborde les articles principaux de la littérature pour donner une vue globale des approches qui ont été

adoptées jusqu’a présent.
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Tableau 1.2. Parametres des principaux enregistrements MEMRI dans le systéme olfactif. Abréviations :
BO : Bulbe olfactif ; OE : Epithélium Olfactif ; AOB : Bulbe olfactif accessoire ; LOT : Tractus olfactif latéral ;
Tu: Tubercule olfactif; PC: Cortex Piriforme, Am: amygdale ; AON : noyau olfactif antérieur; Hpc:
Hippocampe ; Cant: Comissure antérieure ; Nacc : noyau accumbens; CO : Cortex Olfactif; CE : Cortex
entorhinal ;FOV : Field of view (champ de vue) ; TE : Temps d’écho ; TR : Temps de résonnance.

Comme indiqué précédemment, un des défauts majeur du MEMRI est 1’accumulation
intracellulaire de Mn2+ qui de fait empéche d’utiliser un animal comme son propre témoin au cours

d’une seule expérience MEMRI et nécessite de constituer séparément des groupes d’animaux stimulés
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et témoins. De fait, il est nécessaire de disposer d’un nombre d’animaux suffisamment important, pour
développer une analyse d’image statistique prenant en compte uniquement 1’intensité et la répartition
spatiale du Mn2+, tout en atténuant I’influence de la variabilité interindividuelle (incluant la
morphologie unique de chaque individu, mais aussi le placement différentiel de chagque animal dans le
systéme d’acquisition) et la variation de parametres externes a la concentration du Mn2+ (Cross et al.,
2004). Avant cette publication, beaucoup d’études utilisant le MEMRI limitaient leurs méthodes
d’analyse a I’observation individuelle d’animaux ou & [’utilisation de régions d’intérét (ROI)
conventionnelles. Comme j’ai pu le constater personnellement au cours de mes premieres analyses, le
placement d’une ROI manuelle est sujet a un biais dépendant de 1’expérimentateur et il facile, en
choisissant arbitrairement un seuil de détection, de ne pas détecter des variations de Mn2+ subtiles
mais significatives. La méthode d’analyse développée doit donc étre idéalement indépendante de

I’utilisateur et permettre de comparer des images sans régions d’intérét prédéfinies.

Chez I’Homme, des techniques combinant normalisation stéréotaxique et anatomique et
analyses statistiques, regroupees sous la dénomination SPM (pour Statistical Parametric Mapping) ont
été développées et appliquées depuis deux décennies dans le cadre d’études cliniques utilisant le PET
(Friston et al., 1989; Minoshima et al., 1994) ou I’'IRM (Friston et al., 1995). A ma connaissance,
(Leergaard et al., 2003) ont publié la premiére étude combinant normalisation anatomique en trois
dimensions et MEMRI chez le petit animal et ont mis en évidence de fagon efficace la connectivité
entre différentes régions du cortex somatosensoriel chez le rat. Toutefois, ce n’est qu’en 2004 que
(Cross et al., 2004) ont associé normalisation en trois dimensions et analyse statistique pour étudier la
connectivité entre différentes structures du systeme olfactif. Plus récemment, ces techniques ont été
utilisées principalement en association avec une IRM classique pour mettre en évidence des
changements anatomiques chez des modeles animaux présentant des troubles neurologiques (autisme,
maladie de Huntington, maladie d’Alzheimer)(Lau et al., 2008; Sawiak et al., 2009, 2013, 2014;
Ellegood et al., 2013). Ces approches ne combinent encore que trés rarement MEMRI, SPM et étude
fonctionnelle de cortex sensoriels. (Yu et al., 2008) ont publié¢ une méthode de SPM basée sur
I’acquisition MEMRI chez la souris pour étudier des patterns d’activité en réponse a des stimuli
auditifs et produisant des cartes statistiques tridimensionnelles représentative de [I’activité
fonctionnelle du cortex auditif et ont montré que le volume de ces cartes augmentait
proportionnellement a ’intensité du stimulus auditif. Une solution pour automatiser les étapes de
normalisation spatiale et améliorer le choix des régions de référence pour obtenir une normalisation
d’intensité plus efficace des images acquises au cours du MEMRI ont été proposées (Lehallier et al.,
2011) et utilisées dans le cadre d’une étude chez le rat comparant marquage c-fos et MEMRI dans
I’ensemble des structures olfactives centrales suite a la présentation d’odeurs biologiquement

significatives (Lehallier et al., 2012).
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Je présenterai en détails la technique d’analyse SPM que nous avons adaptée a nos signaux de

MEMRI dans la partie 2, ‘méthodes expérimentales’.

3.2.1.4 Techniques optiques

En dépit de la bonne résolution spatiale de 1’IOSI, sa résolution temporelle reste largement
insuffisante pour étudier la dynamique du codage spatial des odeurs. En effet, des études
comportementales suggérent que dans le cadre d’une tiche de Go/NoGo, les odeurs sont discriminées
dans un délai de 200 a 300 ms selon la complexité des odeurs utilisées (Abraham et al., 2004; Uchida
& Mainen, 2003). La réponse des glomérules a 1’odeur doit donc s’effectuer dans un laps de temps trés
court, autour de 100ms. Le couplage neuro-énergétique sur lequel se base les méthodes décrites
précédemment est plus lent que I’activité synaptique qui 1’induit. La nécessité de suivre en temps réel
la mise en place de la carte spatiale dans le BO a mené a I’utilisation de techniques qui permettent
d’avoir une résolution spatiale équivalente a 1’IOSI mais avec une meilleure résolution temporelle.
Pour I’étude des cartes spatiales dans le BO, des marqueurs fluorophores exogenes de ’activité
neuronale ont donc été utilisés afin de suivre la mise en place des cartes d’activation au cours du temps

chez le rongeur anesthésié mais aussi chez 1’animal vigile restreint de ses mouvements.

Cartographie par utilisation de sondes sensibles au voltage (VSDI)

Cette technique est basée sur l’incorporation par les membranes cellulaires de sondes
fluorescentes voltage-dépendantes. Ces sondes sont sensibles aux variations du voltage membranaire
et présentent une augmentation de fluorescence de maniere linéaire avec les changements de voltage
de la membrane. La fluorescence augmente en quelques millisecondes, ce qui est inférieur au temps
nécessaire a 1’élaboration d’un PA. Ceci donne une excellente résolution temporelle rendant compte de

’activité neuronale locale en temps réel (Pain et al., 2011).

Cette technique a été longtemps écartée car elle présentait de nombreux inconvénients, le plus
important étant le faible rapport signal/bruit. Ce défaut était di aux nombreuses liaisons non
spécifiques des molécules chimiques développées, et a I’absorption par I’hémoglobine des photons de
fluorescence émis. L’avénement de nouvelles sondes fluorescentes avec des longueurs d’ondes
d’excitation en dehors du pic d’absorption de I’hémoglobine a constitué¢ une grande avancée dans le
domaine. Des sondes plus spécifiques améliorent le contraste signal sur bruit, ce qui évite de

moyenner des nombreuses acquisitions avec des temps d’exposition relativement longs et
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potentiellement toxiques pour le tissu. Le développement de caméras de plus en plus performantes a
rendu cette technique trés appropriée pour suivre le décours temporel de I’activation des cartes
spatiales. Les cartes spatiales obtenues en VSDI sont comparables avec 1’IOSI mais |’activation y est

visualisée sept fois plus rapidement (Spors and Grinvald, 2002).

Cartographie par utilisation de sondes calciques exogénes

L’activité synaptique est fortement liée aux flux calciques. Ces ions ont donc été utilisés pour
suivre I’activité cérébrale, grace a des sondes calciques fluorescentes couplées a I’imagerie optique.
Les traceurs calciques utilisés sont incorporés par les cellules et stockés dans le cytoplasme. Les

marqueurs calciques peuvent étre exogénes, ou endogénes chez des souris transgéniques.

Des marqueurs exogénes présynaptiques (calcium green oregon) ont été développés et utilisés
chez la souris (Wachowiak & Cohen, 2001). La sonde est instillée dans la narine avec un
perméabilisant de membranes (0,1% Triton x 100), pénétre dans les OSN puis est transportée de
maniére antérograde vers les terminaisons axonales glomérulaires. Cette technique permet de
cartographier I’activation du BO par imagerie des OSN activés par I’odorant. Bien que les seuils
d’activation soient les mémes pour les techniques d’IOSI et d’imagerie calcique, il faut 1,5s pour
atteindre la 2 du maximum d’activation pour les signaux I0SI, la ou 100-250 ms sont suffisantes pour
I’imagerie calcique (Wachowiak & Cohen, 2003). La haute résolution temporelle de cette technique a
permis d’étudier le décours temporel des représentations spatiales des odeurs chez des animaux
anesthésiés et vigiles (Verhagen et al., 2007; Wachowiak & Cohen, 2003) (figure 1.7). Ceci a permis
de déterminer des corrélations entre 1’activité de flairage et le décours temporel de I’activation spatiale
dans le BO avec la détection de zones activées qui sont plus focales que celles détectées en 10SI (85
vs 122 um de diamétre). Cette technique présente cependant quelques inconvénients. En effet, 4 jours
sont nécessaires entre I’instillation de la sonde dans les narines et I’imagerie. Ce temps est di au

transport des sondes vers les extrémités axonales (Fried et al., 2002; Wachowiak & Cohen, 2003).

Les odeurs peuvent emprunter la voie orthonasale pour accéder directement a la cavité nasale,
mais aussi la voie rétronasale, lorsqu’elles sont dans la voie buccale. L’imagerie calcique a été utilisée
pour déterminer la maniére dont la voie d’entrée des odeurs modifiait la représentation
spatiotemporelle d’une méme odeur au sein du BO chez le rat (Gautam and Verhagen, 2012). La haute
résolution temporelle de cette technique a permis d’étudier les terminaisons présynaptiques
glomérulaires et leur dynamique temporelle. Si I’activité spatiale et la dynamique temporelle des
cartes olfactives engendrées par une odeur demeure similaire quelle que soit la voie d’entrée, la voie

rétronasale induit une amplitude de réponse plus faible qui est dépendante de la volatilité de 1’odeur et
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une dynamique temporelle des cartes spatiales Iégerement ralentie. Cependant I’enregistrement
rétronasal des cartes est moins variable que lors d’une présentation orthonasale, en fonction de la
polarit¢ de I’odeur présentée. Cette etude a également été effectuée en utilisant un marqueur

fluorescent génétique (voir plus loin dans ce chapitre).

3.2.1.5 Cartographie par utilisation de souches d’animaux transgéniques

Une alternative intéressante a l’injection de sondes fluorescente exogene dans le BO a été
d’utiliser des souris transgéniques avec des marqueurs d’activité calcique fluorescents produits de
facon endogéne par les souris. Deux souches d’animaux transgéniques permettant la visualisation de
I’activité neuronale ont été développées. Une premiere souche (SpH) permet de voir I’activité de
libération de neurotransmetteurs au niveau présynaptique alors qu’une autre (GCaMP2) permet
d’observer I’activité post-synaptique. Le rapport signal sur bruit du a ces deux marqueurs est

comparable a celui de I’imagerie calcique exogéne (Bozza et al., 2004).

Cartographie de la libération des vésicules présynaptiques des OSN par utilisation de SpH

En 2004, Bozza et al. ont propos¢ 1’'usage de la SpH (Synapto-pHluorine) pour marquer les
OSN. Cette protéine contient un fluorophore sensible au pH et la protéine associée aux vesicules
synaptiques VAMP-2. Le domaine fluorescent est situé du cote de la vésicule ou le pH est acide ou la
fluorescence est faible. Lors de 1’activation, les vésicules synaptiques s’associent a la membrane
plasmique de la cellule et la protéine se retrouve dans la fente synaptique extracellulaire a pH plus

¢élevé, ce qui induit I’augmentation de la fluorescence.

Cette protéine a été utilisée comme marqueur d’activité des OSN en couplant son expression a
celle d’une protéine présente uniquement dans ces neurones : I’OMP (pour Olfactory Marker Protein).
Chez ces souris, une fluorescence basale due a la présence de SpH dans les membranes plasmiques des
terminaisons axonales des OSN est observée dans les glomérules : cette fluorescence a été décrite
comme étant variable entre les glomérules de par la variabilité de I’expression des OMP dans les OSN.
Cette technique permet d’avoir une meilleure amplitude de signal et une meilleure résolution spatiale
que celle obtenue par I0SI : les cartes obtenues chez les souris SpH montrent des changements relatifs
des signaux d’environ 4% (Soucy et al., 2009) de 10 a 20 fois supérieurs a I’amplitude observée en
IOSI (Wachowiak et al., 2005). Les cartes établies sont spécifiqgues de chaque odeur mais

contrairement aux autres techniques d’imagerie optique, la saturation du signal est plus difficile a
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atteindre (Bozza et al., 2004). Des différences de résultats sont observées avec les marqueurs
présynaptiques de colorants calciques, différences dues probablement au type de marqueur, exogene
versus endogene génétiquement modifié. Enfin, en plus du photoblanchiment, une partie de ce signal
est absorbée par 1’activité hémodynamique. Les temps de récupération lents ne permettent pas I’étude

fine de la dynamique temporelle des cartes d’activation (Bozza et al., 2004).

Cette technique a aussi été utilisée dans le cadre de 1’étude de I’activation différentielle du BO
par les voies rétronasales et orthonasales (Furudono et al., 2013). Si elle ne permet pas d’étudier la
dynamique temporelle de ’activation glomérulaire, elle permet toutefois d’étudier précisément I’effet
de différents parametres du stimulus olfactif (concentration, pression de 1’air, variation de la structure
chimique) sur la dynamique d’activation spatiale. Si cette étude confirme certain des résultats obtenu
en imagerie calcique que j’ai décrit dans le paragraphe précédent (Gautam et Verhagen, 2012), elle
montre que le seuil de détection requis pour induire une carte d’activation spatiale dans le BO est plus
important lorsque les odeurs sont présentées par la voie rétronasale. Ceci implique que si les cartes
spatiales sont bien similaires au-dessus du seuil de détection pour les deux voies, elles difféerent
lorsque les odeurs délivrées sont proche du seuil de détection. Les réponses orthonasales semblent plus
sensibles aux variations chimiques de la structure de I’odeur délivrée, et induisent moins d’activité lors

de la présentation de molécules hydrophobes par exemple.

Récemment, (Kass et al., 2013) ont utilisé cette technique SpH pour comparer la plasticité des
cartes d’activité présynaptique dans le glomérule avant et apres 1’apprentissage d’une tiche de peur
conditionnée (ou fear conditionning). Au cours de cette tache, les animaux apprennent qu’un stimulus
sensoriel neutre (ici une odeur CS +) prédit I’occurrence d’un stimulus aversif (ici un choc électrique),
lequel peut en retour altérer le traitement du stimulus neutre. Une autre odeur (CS -) est présentée sans
autre stimulus associé. Aprés conditionnement, les signaux SpH induit par les odeurs CS+ associées au
choc augmentent fortement en intensité et en magnitude, ce qui n’est pas le cas pour les autres odeurs.
Par ailleurs, seuls les glomérules spéecifiquement activés par CS+ montrent une activation accrue. De
maniere intéressante, les odeurs CS+ et CS- sont toutes deux des esters, et induisaient ’activation
commune de certains glomérules. L utilisation de SpH a permis de montrer qu’apres apprentissage de
la tache, I’activation de ces glomérules communs était augmentée spécifiquement au niveau des
projections des OSN stimulés par CS+. Lors d’une stimulation par CS-, il n’y avait pas plus
d’activation dans ces glomérules qu’avant I’apprentissage. Les auteurs ont montré que la tache de peur
conditionnée modifiait également le seuil d’activation de ces glomérules, et que pour obtenir une
activité similaire a celle observée aprés conditionnement, la concentration d’odorant CS+ devait étre
quadruplée chez un animal non conditionné. Cette étude montre qu’une information émotionnelle

concernant un stimulus olfactif peut étre encodée trés précocement, au niveau des OSN et dés I’entrée
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dans le BO. Cette étude rejoint également ma conclusion sur la plasticité trés intéressante de la MO

qui est I’objet d’étude intense actuellement.

Cartographie par imagerie de activation postsynaptique par utilisation de GCaMP2

Ce type d’imagerie est rendu possible grace a I’utilisation d’une souche de souris exprimant la
GCaMP2, indicateur fluorescent de calcium, dans le compartiment postsynaptique. L’expression du
geéne est sous le contréle du promoteur d’un canal potassique postsynaptique (KV3.1). Cette technique
permet de voir des cartes d’activations avec des variations de signal allant de 4-6 % (Fletcher et al.,
2009). L’expression de la GCaMP2 a été caractérisée dans les cellules postsynaptiques : les M/TC et
JC. Elle permet de voir un signal diffus sur lequel se superposent des spots trés focaux (67 pum de
diamétre en moyenne). La résolution spatiale des points focaux est correcte mais la résolution
temporelle est inférieure a celles du signal VSD postsynaptique, ou calcique présynaptique, ce qui ne
donne pas acces a la dynamique temporelle de la mise en place des cartes spatiales. Le blocage de la
signalisation glutamatergique supprime le signal induit par stimulation électriques de I’ONL,
confirmant 1’origine post synaptique du signal (Fletcher et al., 2009). Cependant 1’imagerie par
GCaMP2 est limitée aux trois premiers mois de la vie de la souris puisque 1’expression s’affaiblit et le
rapport signal/bruit diminue. L’arrivée sur le marché de nouveaux indicateurs de fort rapport
signal/bruit comme GCaMP5 (Wachowiak et al., 2013) et GCaMP6 permettra de nouvelles études de
la cartographie postsynaptique de I’activité glomérulaire dans le BO. Dans une tdche de peur
conditionnée similaire a celle utilisée par Kass et al. (2013) qui utilisait la fluorescence SpH, Fletcher
a montré en utilisant la GCaMP2 marquant les M/TC que les cartes spatiales ne variaient pas en
nombre de glomérules mais en intensité, avec les glomérules faiblement activés avant association

odeur-choc qui sont beaucoup plus activés apres.

Précédemment, nous avions précisé que les odeurs naturelles n’étaient pas des odorants purs
mais des mélanges de molécules diverses avec différents groupements chimiques et a des
concentrations différentes. L’étude des cartes d’activations pour une odeur pure ne suffit donc pas a
rendre compte du codage spatial des odeurs naturelles. Une combinaison dans un mélange d’odorants
purs a d’abord été étudiée par Belluscio et Katz (2001) : ils sont arrivés a la conclusion que la
résultante spatiale d’une combinaison d’odorants était 1’addition des deux cartes spatiales des odorants
purs isolés (Belluscio & Katz, 2001). Cette étude a utilisé des odorants proches : avec la méme
fonction aldéhyde et avec une différence d’un seul carbone (propanal et butanal 1% de pression de
vapeur). Dans la nature, les concentrations de ces molécules ne sont pas équivalentes. Si les
concentrations des odorants constituant un melange sont différentes, la carte spatiale est une addition

des glomérules activés par les odorants isolés, avec une prédominance de la carte spatiale du
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composant le plus concentré dans le mélange (Grossman et al., 2008). Ce mélange reste également
loin des odeurs naturelles : les odorants utilisés ont également les mémes fonctions chimiques et sont

peu nombreux (seulement 2) comparé aux odeurs naturelles.

L’étude des cartes spatiales induites par des odeurs naturelles a fait I’objet d’une étude trés
intéressante qui a établi une cartographie d’odeurs naturelles au niveau dorsal du BO. Dans cette étude
menée en 2006, Lin et collaborateurs ont obtenu des cartes d’activation pour des épices, des amandes
grillées, du beurre de cacahuéte ainsi que du café et d’autres odeurs naturelles. Ils ont montré que ces
odeurs naturelles avaient, de méme que les odeurs pures, des cartographies spécifiques et
reproductibles globalement d’un animal a I’autre. Grace a une chromatographie en phase gazeuse, ils
ont pu séparer les molécules odorantes des odeurs naturelles et établir que la carte spatiale des odeurs

naturelles était I’addition des cartes spatiales des différentes molécules qui la composent (figure 1.6.E).

Enfin, il est & noter que toutes les modifications des cartes spatiales que nous avons décrites
dans cette section pourraient impliquer une forte composante d’interactions entre glomérules. Il
pourrait exister un mécanisme d’inhibition centre-pourtour ou le glomérule le plus activé (par les OSN
les plus affins pour la molécule odorante présentée) inhibe les autres glomérules. Aprés une
controverse forte entre Vucinic et al. (2006) et Pirez et Wachowiak (2008) qui ont visualisé
I’activation des terminaisons axonales des OSN par imagerie calcique, il semble qu’au niveau
glomérulaire ces interactions ne soient pas fortement présentes et que la carte spatiale visualisée
corresponde bien au panel des OSN activés. Seules des modulations intraglomérulaires puissantes par
les multiples interactions OSN-JC-M/TC seraient impliquées pour fixer finalement I’intensité de

I’activation.

3.2.1.6 Dynamique temporelle des cartes spatiales

Les techniques d’imagerie optique a haute résolution temporelle ont permis d’observer une
dynamique temporelle dans I’établissement des cartes d’activation spatiales. En imagerie VSD, une
oscillation a 2Hz correspondant au rythme respiratoire a été observée, suggérant une modulation des
cartes d’activation par celle-Ci : pendant les 40 premiéres millisecondes, les cartes d’activation pour
une méme odeur a différentes concentrations sont les mémes. Ceci indique que le pattern précoce de la
représentation spatiale ne change pas et que les glomérules additionnels pour les plus fortes
concentrations s’activent tardivement (Spors and Grinvald, 2002). L’imagerie calcique exogéne a
montré qu’il y avait un décours temporel de I’activation a I’échelle d’un seul glomérule (Spors et al. ,

2006 ; Wachowiak et al., 2005). Ces observations de la dynamique temporelle du codage spatial a
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induit une étude des effets du flairage sur les cartes d’activation spatiales (Spors et al., 2006 ;

Verhagen et al., 2007).

Une étude du groupe de Matt Wachowiak a permis de visualiser pour la premiére fois avec
précision le devenir des cartes spatiales chez des rattes restreintes de leur mouvement et engagées dans
une tache de lick-no lick (Verhagen et al., 2007 ; Carey et al., 2009) (figure 1.6.A). Les cartes sont
globalement les mémes dans leur nature : il n’y a pas disparition ou apparition de glomérules avec
I’apprentissage mais les dynamiques temporelles de leur apparition sont fortement régulées par le
flairage : le passage d’une basse fréquence a une haute fréquence d’inspiration réduit fortement le
signal en réponse a une odeur donnée. Si une odeur nouvelle est présentée durant le méme cycle
respiratoire de flairage, la carte résultante est une différence des glomérules activés entre les deux
odeurs, et non pas une addition passive comme auraient pu le laisser penser les études effectuées chez
I’animal anesthésié (figure 1.6). Le flairage constitue donc un filtre adaptatif qui permet de rendre plus
saillant une nouvelle odeur par rapport aux odeurs présentes dans 1’environnement de I’animal. Les
animaux peuvent adapter a la fois la fréquence et le flux d’air inspiré, et une étude a montré que
I’activit¢ du BO visualise en imagerie VSDI (activité postsynaptique) pouvait étre modulée

différemment par chacun de ces paramétres (Esclassan et al., 2012).
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Figure 1.6 Dynamique temporelle des cartes d’activation visualisée par imagerie calcique des OSN. A. En
haut : carte d’activation en réponse a 1’eugénol (6 glomérules détectés) chez 1’animal éveillé restreint de ses
mouvements. En bas : décours temporel de I’activation des différents glomérules : chaque glomérule a son temps
de latence et ’intensité de son activation varie pendant la durée de la stimulation odorante. Notez les différences
d’activation du glomérule au sein de chaque cycle respiratoire. B. A gauche : cartes d’activations induites par
I’ethyl butyrate a 0,2 et 0,6 % chez la souris anesthésiée et trachéotomisée. A droite : les décours temporels
d’activation des quatre glomérules. Notons les différences d’intensité d’activation présentée par un méme
glomérule (1 ou 2) notamment pendant la forte stimulation. A. Figure adaptée de Verhagen et al., 2007. B.
Adaptée de Spors et al., 2006.
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Il existe une dynamique temporelle intra et inter glomérulaire, une dynamique générale de la
carte spatiale en fonction de la fréquence respiratoire mais aussi en fonction de I’état d’éveil et de
I’apprentissage. Cependant, ces études par imagerie sur une dimension temporelle de la représentation
des odeurs n’en sont qu’a leur début et restent nettement moins étudiées que la représentation
temporelle des odeurs par les techniques électrophysiologiques, utilisées depuis les années 1940 dans
le domaine de I’olfaction. Cependant, elles montrent clairement le continuum de 1’activité répartie
dans D’espace glomérulaire suivant des dimensions spatiales et temporelles et les dynamiques

temporelles dans les couches profondes du BO.

L’échantillonnage de 1’information se fait a I’aide de systémes sensorimoteurs dédiés. En ce
qui concerne l’olfaction, le flairage (ou « sniffing ») permet un échantillonnage rythmique de
I’environnement et le contrle de l’intensité et de la temporalité des afférences sensorielles des
structures olfactives. La nature dynamique du flairage, sa fréquence et son flux impliquent qu’il joue
un réle important sur la fagon dont est traitée 1I’information olfactive. L’épithélium olfactif est en effet
activé a la fois par des rythmes de flairages innés et imposés (Scott, 2006). De fait, la modification
des paramétres du flairage modifient 1’adsorption de molécules par I’épithélium olfactif et son activité.
Ainsi, pendant la discrimination d’une odeur, un animal pourrait adapter son flairage pour optimiser la
quantité de molécules odorantes détectées par les zones adaptées de 1’épithélium olfactif (Schoenfeld
and Cleland, 2005), et donc tenir compte des propriétés physico chimiques des molécules odorantes
rencontrées (notamment leur solubilité et leur volatilité) (Rojas-Libano and Kay, 2012). Toutefois, une
étude récente a montré que durant une tache de discrimination alternative a deux choix, des molécules
aux propriétés d’adsorption similaires n’étaient pas systématiquement flairées de la méme fagon, et
qu’une méme odeur pouvait étre flairée différemment en fonction de la paire d’odeur dans laquelle

elle était présentée (Courtiol et al., 2014).

3.3. Le codage temporel dans le BO

Les oscillations du LFP (Local Field Potential, ou potentiel de champ local) dans le systéme
olfactif ont été décrites par Edgar Douglas Adrian, qui a observé pour la premiére fois ce type
d’activité dans le systéme olfactif du hérisson, en 1942 (Adrian, 1942). Alors, dans I’incapacité de
mesurer directement le signal électrique des OSN, trop court et peu intense pour la résolution des
enregistrements de 1’époque, le chercheur enregistra 1’activité des couches profondes du BO.
L’anesthésie profonde sous pentobarbital supprima les décharges spontanées, et il put enregistrer des
oscillations dont la fréquence variait lorsque des odeurs étaient présentées a I’animal. Ces expériences

constituent le fondement de la compréhension de la représentation temporelle des odeurs dans le BO,
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et ont par la suite conduit la communauté scientifique a étudier les fonctions et les mécanismes a
I’origine des oscillations du LFP. Je décrirai d’abord les mécanismes cellulaires a 1’origine de ces
oscillations, dans un cadre global, la maniere dont elles pourraient fagonner la synchronisation
neuronale et le codage temporel, et décrirai ensuite plus précisément les différents rythmes puis les

profils oscillatoires que 1’on peut enregistrer chez 1’animal éveillé et anesthésié au sein du BO.

3.3.1. Bases biophysiques générales des LFP

En placant une électrode a proximité du milieu extracellulaire cérébral, on peut mesurer la
différence de potentiel électrique (AVe) en microvolt par rapport a une référence. C’est ce potentiel
électrique que ’on mesure avec les techniques électrophysiologiques extracellulaires, et qui permet
d’interpréter de nombreuses facettes de la communication neuronale. Historiquement, le Ve est
désigné électroencéphalogramme (EEG) lorsqu’il est enregistré a partir du cuir chevelu,
électrocorticogramme (ECoG) quand il est enregistré a partir d’électrodes sous-durales a la surface
corticales, et LFP (également appelé micro EGG) quand il est enregistré a 1’aide d’électrodes
intracérébrales. 1l s’agit donc d’un abus de langage de désigner systématiquement le potentiel
électrique Ve sous le terme de LFP (Buzsaki et al., 2012), mais par convention, je le nommerai moi-

méme ainsi dans la suite du manuscrit.

L’origine des aspects extracellulaires de I’activité cérébrale a fait 1’objet d’excellentes revues
(Logothetis, 2003; Buzsaki et al., 2012). Au cours des paragraphes suivants, j’exposerai de maniére

synthétique les origines du potentiel électrique mesuré dans le milieu extracellulaire.

La valeur du potentiel électrique mesuré dépend de la contribution des différentes charges
présentes dans I’environnement d’une électrode. Au sein du tissu cérébral, le fonctionnement des
neurones entraine des modifications de conductances provoguant des mouvements ioniques sortants
ou entrants dans le neurone. L’ensemble des mouvements ioniques transmembranaires dans un volume
de tissu cérébral donné génére donc un potentiel électrique extracellulaire Ve par rapport a un
potentiel de référence (Bishop & O’Leary, 1942). L’ensemble de ces courants transmembranaires
fagconnent de maniére plus ou moins importantes la forme et les caractéristiques du LFP (telles que son
amplitude et sa fréquence) et je décrirai ici une partie de leurs origines.

L’activité synaptique est souvent considérée comme la principale source de courant
transmembranaire. L’activation des récepteurs ionotropiques AMPA ou NMDA entraine une
augmentation de la conductance du Na+ ou du Ca2+, se traduisant par un courant entrant. Ce courant

donne naissance a des potentiels post-synaptiques excitateurs (Excitatory Post-Synaptic Potential,
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EPSP), qui en s’additionnant peuvent amener le potentiel de membrane de la cellule au seuil de
déclenchement d’un PA. Afin de maintenir 1’électro-neutralité, un courant passif sortant s’oppose au
courant entrant, formant ainsi une boucle électrique. La participation des différents courants
synaptiques au potentiel électrique extracellulaire dépend de la nature du composé ionique engagé. Par
exemple, les courants inhibiteurs initiés par I’activation des récepteurs GABA contribuent peu au
potentiel électrique extracellulaire, étant donné que 1’ion Cl- a un potentiel proche du potentiel de
repos et le courant chlore est donc faible (Bartos et al., 2007). Néanmoins lorsque la cellule est trés
dépolarisée, suite par exemple a I’émission d’un train prolongé de PA, le potentiel de membrane
s’¢éloigne du potentiel du chlore, le courant devient alors plus important tout comme sa contribution au

Ve (Trevelyan, 2009).

Les courants synaptiques ne sont pas les seuls acteurs du potentiel extracellulaire. Les PA
calciques, supportés par les courants calciques, durent plus longtemps et ont une amplitude élevée
(jusqu’a 50 mV). Ils pourraient donc participer de maniére substantielle au potentiel extracellulaire
(Schiller et al., 1997).

3.3.2. Relations générales entre LFP, potentiel d’action et courants synaptiques

Ce rapide apercu regroupe les différents événements cellulaires contribuant au potentiel
extracellulaire. Le signal LFP étant populationnel, des caractéristiques particuliéres doivent étre prises
en compte dans son évaluation en supplément des différentes sources des courants transmembranaires.
Il serait trop long de tout relever ici, mais dans sa revue, (Buzsaki et al., 2012) mentionne les différents
types d’enregistrement utilisés, la forme des cellules, qui peuvent générer de forts dipdles (comme
dans le cas des cellules pyramidales), mais aussi la synchronicité temporelle des événements dipolaires
générés ou encore 1’alignement spatial des neurones. En fonction de la cytoarchitecture et du type
d’enregistrement, le signal LFP proviendra en majorité du compartiment pré- (Logothetis, 2003) mais
également postsynaptique (Buzsaki et al., 2012). En effet, les PA (post-synaptiques) sont des
événements trés rapides, contrairement par exemple aux EPSP qui durent plusieurs millisecondes
(Logothetis, 2002). Toutefois, une forte synchronisation rythmique des PA a des fréquences plus
basses se traduirait sous forme d’oscillations dans le LFP (Logothetis, 2002). Celui-ci refléterait donc
I’activité postsynaptique de la structure d’intérét. Ces caractéristiques pourraient déterminer 1’origine
des fréquences du signal oscillatoire qui est un point important dans I’interprétation des oscillations.
Par exemple, une augmentation de puissance dans une gamme de fréquence oscillatoire donnée peut

étre interprétée comme I’augmentation de I’entrée synaptique de la structure, ou bien comme une plus
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haute fréquence et/ou synchronie des PA le long des projections centripétes (la « sortie ») de cette

méme structure. Dans la partie suivante je décrirai le lien entre ces activités et les oscillations du LFP.

La réalisation d’enregistrements EEG pour observer les rythmes cérébraux chez I’Homme a
permis a Hans Berger d’identifier des oscillations de basses et hautes fréquences réparties en
différentes bandes distinguables par leur association avec un état comportemental particulier, ce qui a
¢été confirmé depuis par un grand nombre d’études (Uhlhaas and Singer, 2010). Les ondes de basse
fréguence, les ondes théta (4-7 Hz) sont par exemple classiquement associées a la navigation spatiale
en lien avec I’hippocampe, tandis que les ondes alpha (8-12 Hz), les premiéres a avoir été découverte
par Hans Berger, sont spécifiques de 1’état de repos éveillé, yeux fermés. Les ondes de plus hautes
fréquences béta (12-30 Hz) et gamma (supérieures a 30 Hz) sont retrouvées lors des phases d’éveil et
sont liés a des processus cognitifs complexes, par exemple attentionnels ou mnésiques (Uhlhaas and
Singer, 2010).

3.3.3. Fonction générale des oscillations

Le fait que I’on puisse enregistrer des oscillations a partir d’un signal populationnel indique
qu’une part significative des activités sous-jacentes au voisinage de I’¢électrode est synchronisée. Une
oscillation de fréquence et de puissance données émerge lorsque des événements cellulaires
apparaissent de maniére réguliére et rythmique. Méme si la fréquence précise des oscillations
associées a 1’état comportemental dépend de l’organisme et des conditions expérimentales, les
activités oscillatoires sont le reflet des interactions excitatrices et inhibitrices prenant place au sein des
réseaux neuronaux (Singer, 1993). Par exemple, le fait que ’amplitude des activités oscillatoires
diminue avec la fréquence indique qu’un nombre plus faible de neurones participe a I’assemblée
neuronale, signant un traitement plus local de I’information (Kopell et al., 2000). L’amplitude et la
fréquence du signal LFP dépendent ainsi du niveau de contribution de 1’ensemble des sources que j’ai
évoquées dans les paragraphes précédents. Une oscillation ample représente ainsi une assemblée
cellulaire mieux coordonnée au voisinage de I’¢lectrode, tandis qu’une diminution de 1’amplitude
serait liée a une diminution du nombre des cellules dans I’assemblée, ou a une plus faible

synchronisation.

La synchronisation des activités de décharge des neurones d’un méme ensemble réclame la
présence d’une référence, d’une base de temps commune (Laurent, 1997). Cette base de temps
pourrait étre supportée par les activités oscillatoires au sein de I’assemblée. La synchronisation
cellulaire émerge le plus souvent des interactions excitatrices et inhibitrices au sein du réseau (Singer,

1993b). L’enregistrement simultané de ’activité multiunitaire et du potentiel de champ local montre
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que les neurones déchargent le plus souvent avec un rythme oscillatoire en phase avec les oscillations
du potentiel de champ (Singer, 2009). La relation entre ’activité unitaire et le rythme oscillatoire
gamma a été étudiée sur tranches de BO de rats par le groupe de Pierre-Marie Lledo. Les auteurs
montrent, en couplant des enregistrements intracellulaires, de 1’activité multiunitaire et du LFP, que
les oscillations du potentiel de membrane et 1I’émission des PA étaient en phase avec les oscillations du
LFP (Lagier et al., 2004). De nombreuses études dans de multiples structures cérébrales ont mis en
évidence une corrélation entre cette relation des PA aux oscillations du LFP, et le comportement de
I’animal, que ce soit dans le cortex pariétal (Pesaran et al., 2002)et le cortex auditif du macaque

(Brosch et al., 2002), ou le I’hippocampe du rat (Csicsvari et al., 2003).

3.3.4. Définition des oscillations du LFP dans le BO

J’ai longuement décrit la représentation chimiotopique dans le BO, avec un ou plusieurs
glomérules activés selon la molécule odorante pergue, et dont la localisation dépend des différents
parametres percus. Toutefois, la représentation des odeurs est également soumise a une puissante

dynamique temporelle.

Plus que tout autre systéme sensoriel, le systéme olfactif a trés tot été caractérisé par sa forte
activité oscillatoire (Freeman and Schneider, 1982). Cette spécificité est probablement due a deux
parameétres, la nature du stimulus et I’organisation des aires olfactives. En premier lieu, les molécules
odorantes atteignent leur détecteurs bien plus lentement que ne le font le son ou la lumiére. La vitesse
de détection dépend du flux d’air qui traverse la cavité nasale, et les odeurs n’atteignent pas
simultanément les différentes parties de cette derniére. Puisque le stimulus olfactif n’atteint pas tous
les récepteurs simultanément, il échoue souvent a déclencher un potentiel évoqué. Ensuite, comme je
I’ai décrit précédemment dans le chapitre, les différents relais olfactifs centraux (BO et PC) sont
étroitement interconnectés et possédent certaines caractéristiques spécifiques : les synapses
dendrodentritiques des MC et GC dans le BO, et un réseau dense de fibres associatives dans le PC. Les
synapses réciproques entre CG et MT jouent un rdle central dans la large activité oscillatoire existante

dans le systéme olfactif.

Les activités oscillatoires dans le systéme olfactif couvrent une large bande de fréquence
comprise entre 1 et 150 Hz. Dans le BO et le PC, il existe principalement trois rythmes différents
(Martin et Ravel, 2014). Le plus large et le plus évident est lié a la respiration et survient dans une
gamme de fréquence se superposant a celle du rythme theta hippocampique (environ 1-10 Hz) (Kay et

al., 2009). Chez des animaux éveillés et motives, des bouffées régulieres d’oscillations rapides, le
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rythme gamma (60-90 Hz), apparaissent a la transition entre inspiration et expiration (Buonviso et al.,
2006; Manabe and Mori, 2013). La présentation d’une odeur déclenche le plus souvent des oscillations
béta (15-40 Hz) d’amplitude variable, mais est aussi associée dans certains cas a une augmentation du
gamma dans le BO (Beshel et al., 2007). Enfin, dans le BO, des bouffées sporadiques de gamma de
basse fréquence (35-65 Hz) peuvent apparaitre pendant 1’exploration (Kay, 2003).

Les activités oscillatoires du BO sont « calées » sur la respiration qui comprend deux phases.
La premiére phase, ascendante, correspond a I’inspiration, alors que la descente correspond a la phase
d’expiration (Buonviso et al., 2003; Kay and Stopfer, 2006; Roux et al., 2006; Cenier et al., 2008,
2009; Rojas-Libano and Kay, 2008a; Kay et al., 2009). Le rythme gamma observé en activité
spontanée chez les animaux éveillés se superpose a la modulation respiratoire, il arrive a la transition
inspiration/expiration, au pic de ’oscillation, et se poursuit quelques fois pendant une partie de
I’expiration. Chez I’animal anesthésié, la stimulation olfactive entraine une alternance des bouffées
béta et gamma, le béta s’intercalant préférenticllement entre les bouffées de gamma, en fin
d’expiration et donc au creux de I’oscillations théta (Buonviso et al., 2003; Rojas-Libano and Kay,
2008b; Kay et al., 2009).

3.3.4.1 Oscillations Théta

Le traitement olfactif est directement conditionné par la fréquence respiratoire, qui chez les
rongeurs varie de 1 a environ 12 Hz, selon 1’état attentionnel de 1’animal et la tiche comportementale
dans laquelle il est engagé. L’animal est capable de réguler sa fréquence respiratoire : celle-ci est basse
a I’état passif, mais elle augmente lors du flairage, qui est un mécanisme comportemental permettant
d’échantillonner les odeurs connues de I’environnement et de rendre plus saillantes celles qui ne le
sont pas (Verhagen et al., 2007) . Les oscillations théta sont aussi appelées oscillations respiratoires,
dans la mesure ou elles sont déclenchées par un stimulus sensorimoteur et se synchronisent avec le
cycle respiratoire (Buonviso et al., 2003; Cenier et al., 2008, 2009; Kay & Stopfer, 2006), grace a la
méchano-sensibilité de certaines cellules vis-a-vis des flux d’air de la cavité nasale (Grosmaitre et al.,
2007; Courtiol et al., 2011). Le cortex piriforme, structure sur laquelle projette les neurones de sortie
du BO, exprime également des oscillations théta, qui peuvent étre fortement couplées a celles du BO
lorsque I’animal est a 1’état de repos ou lorsqu’il explore une odeur (Kay, 2005). La plupart des
données recueillies sur les oscillations théta 1’ont été a partir d’animaux anesthésiés ou au repos, quand
le cycle respiratoire de 1’animal est constant et de faible fréquence. Quand 1’animal explore

I’environnement de fagon active en reniflant rapidement, les oscillations du LFP semblent malgré tout
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suivre le cycle respiratoire, mais le motif de décharge des cellules mitrales se découple du cycle

respiratoire et devient plus ou moins tonique (Kay, 2005).

On ne connait que partiellement les mécanismes a ’origine de ces oscillations. Comme
indiqué précédemment, I’activité rythmique pourrait étre générée par la synchronisation des afférences
provenant des OSN, qui sont mécanosensibles et donc activés par le flux d’air (Grosmaitre et al,
2007). Au sein du BO, les cellules a panache de la couche glomérulaire déchargent a une fréquence
correspondant a celle des oscillations théta (Hayar et al., 2004). Des expériences ont également
démontré qu’il existait une modulation centrale et périphérique du rythme respiratoire, puisque les
M/TC d’animaux anesthésiés sous uréthane et soumis a une intubation trachéale conservaient tout de
méme un motif partiel de décharge selon un motif respiratoire (Ravel and Pager, 1990) . On dispose de
peu d’information sur les circuits centrifuges modulant les oscillations théta du BO. La cohérence de
phase qui existe a certains moments entre signaux théta hippocampiques et théta du BO semble
indiquer que I’hippocampe est impliqué dans cette modulation centrale lorsque 1’animal renifle de
facon rapide (Macrides et al., 1982). Les oscillations théta du BO permettent une représentation
interne des actes sensorimoteurs de flairage et de respiration, mais leur r6le fonctionnel dans des

taches cognitives demeure difficile a élucider (Kay, 2005).

3.3.4.2 Les oscillations gamma

Le rythme classiquement étudié dans le systeme olfactif a été le rythme gamma (Rojas-Libano
and Kay, 2008a; Kay et al., 2009; Martin and Ravel, 2014). En I’absence de stimulations odorantes
imposées, en particulier lorsque les animaux explorent librement leur environnement, la présence de
bouffées de gamma, pendant la transition inspiration/expiration du cycle respiratoire, caractérise le
LFP dans le BO et au moins dans le PC antérieur. En plus de la nature ubiquitaire de ces bouffées de
gamma dans le systéme olfactif, le fait que la fréquence du gamma soit reconnue comme la référence
pour le codage du codage sensoriel suite aux travaux de Wolf Singer dans le systéeme visuel (Singer,
1993b) a probablement amené la communauté scientifique a s’intéresser a cette gamme de fréquence

particuliere.

Ces oscillations sont rapides (~40-100Hz) et arrivent en bouffées pendant la transition
inspiration/expiration du cycle respiratoire (Buonviso et al., 2003; Rojas-Libano and Kay, 2008a;
Cenier et al., 2009; Kay et al., 2009; Courtiol et al., 2011). Elles ont lieu de maniere spontanée chez
les animaux éveillés (Martin et al., 2004a, 2006) ou anesthésiés avec un mélange kétamine/xylazine
(Chery et al., 2014) alors qu’elles ne se manifestent qu’en réponse a 1’odeur chez les animaux

anesthésiés a 1’'uréthane (Neville and Haberly, 2003; Cenier et al., 2008; Courtiol et al., 2011) (figure
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1.7), sauf dans I’étude de Aylwin et collaborateurs (2009) qui obtiennent un profil d’animal éveillé
avec une induction a la kétamine et un maintien de 1’anesthésie a I’uréthane. L’amplitude des bouffées
gamma diminue en fonction de la profondeur de I’anesthésie chez les animaux sous kétamine/xylazine
(Fontanini and Bower, 2005). Leur fréquence peut également varier selon les espéces, 1’état de
vigilance et 1’anesthésique utilisé. Ainsi, les fréquences décrites dans la littérature vont de 40-90 Hz
(Rojas-Libano and Kay, 2008b; Kay et al., 2009) a 50-100 Hz voire 130 Hz sous kétamine, (Neville
and Haberly, 2003)).

L’origine de ces oscillations est mieux connue que pour le théta ou le béta. Elles sont liées aux
interactions excitato-inhibitrices de la boucle M/TC/GC et sont décrites dans un grand nombre
d’études. L’activité gamma étant abolie suite a 1’obstruction des narines (Gray and Skinner, 1988a),
elle serait déclenchée par I’activation mécanique des OSN (Grosmaitre et al., 2007), puis des M/TC
lors de D’inspiration. Les bouffées gamma seraient ainsi générées par une activation faible mais
synchrone des M/TC a chaque nouveau cycle respiratoire, déclenchant un retour inhibiteur des GC. Un
article important publié par (Lepousez and Lledo, 2013) a permis de décrire les éléments du circuit
bulbaire responsables de la génération du rythme gamma : c’est le couplage au niveau des synapses
réciproques entre les cellules MC et GC, et particuliérement I’inhibition dendrodentritique recue par
les MC, qui génére et module la fréguence du gamma. Ces bouffées de gamma sont ensuite transmises
au PC (Mori et al., 2013). Une inhibition des afférences centrifuges descendantes (par refroidissement
ou avec un anesthésique local) induit une augmentation et non pas une réduction de 1’amplitude des
bouffées de gamma (Gray and Skinner, 1988b; Martin et al., 2006). Par ailleurs, la section du LOT,
qui interrompt les connexions entre BO et PC, abolit les bouffées gamma sélectivement dans le BO
(Neville and Haberly, 2003). Les fibres centrifuges ne semblent pas fortement impliquées dans les

oscillations gamma qui sont plut6t une propriété émergente des circuits bulbaires.

3.3.4.3. Les oscillations béta

Neville et Haberly (2003) proposent deux théories, non exclusives, quant a 1’origine de
I’activité oscillatoire béta. Elle serait due a (i) une boucle comprenant 3 acteurs interconnectés M/TC
et GC du BO et spécifiquement des fibres centrifuges des cellules pyramidales du cortex piriforme (ii)
aux volées de PA provenant des différentes aires corticales qui exercent un retour centrifuge vers le
BO. Sur tranche de BO de rat, les oscillations sous liminaires du potentiel de membrane des M/TC ont
une fréquence comprise entre 10 et 40 Hz (Chen & Shepherd, 1997; Desmaisons et al., 1999). Chez
I’animal anesthésié, des décharges de PA a des fréquences proches et synchronisées avec le béta sont
décrites dans la couche des M/TC (Cenier et al., 2009) et celle des GC (Buonviso et al., 2003), ce qui



Partie 1, Introduction

renforce la probabilité d’une implication de la boucle M/TC/GC. Toutefois, @ ma connaissance, aucun

lien de causalité n’a été établi entre les oscillations béta et la décharge de ces cellules.

L’échantillonnage d’une odeur s’accompagne de 1’émergence d’une activité dans la bande de
fréquence béta (15-40 Hz, centré autour des 25Hz) qui n’est jamais observée en 1’absence d’odeur, et
qui concorde souvent avec une diminution de I’activité gamma. Cette transition dans la dynamique
oscillatoire entre fréquence gamma et béta est caractéristique de 1’échantillonnage d’une odeur chez
des animaux éveillés et a été relevée dans de nombreuses études portant sur le BO (Gray and Skinner,
1988a; Martin et al., 2004a; Lowry and Kay, 2007; Lepousez and Lledo, 2013; Chery et al., 2014) et le
PC (Martin et al., 2006).

L’¢équipe de C. Vanderwolf (Vanderwolf et al., 2002) a montré que des rats éveillés soumis a
une présentation passive d’odeurs supposées pertinentes ou aversives de fagon innée (urine, féces,
toluéne, odeurs de prédateurs...) présentaient une activité de basse fréquence (environ 20HZz),
déclenchée par ces odeurs, dans de nombreuses structures olfactives, incluant le BO, le PC, et des
structures limbiques (cortex enthorinal, gyrus dentelé). lls ont également observé que des présentations
répétées de ces odeurs (10-15 essais) induisaient une augmentation progressive de I’amplitude des
ondes béta qui persistait pendant plusieurs jours. Il est a noter que I’inhibition pharmacologique des
afférences centrifuges vers le BO abolit les oscillations béta a la fois dans le BO et le PC,
contrairement a ce qui est observé pour les oscillations gamma (Martin et al., 2006). Les résultats de
Vanderwolf ont été confirmés par (Lowry and Kay, 2007) chez le rat éveillé, qui ont également décrit
une forte activité béta suite a la présentation passive de certaines odeurs dans une gamme définie de
pression de vapeur saturante. Des observations similaires ont été rapportées chez des rats anesthésiés a
I’uréthane (fig 1.7), chez lesquels les caractéristiques moléculaires des odeurs influencaient la
probabilité de I’apparition d’oscillations béta (Cenier et al., 2008). Ces études semblent indiquer que la
puissance des ondes béta pourrait dépendre de la volatilité¢ des odeurs plutdét que de leur valeur
intrinséque. Toutefois, ces résultats pourraient étre dus au mode de présentation de 1’odeur (un coton-
tige), qui ne permet pas de contrdler précisément la concentration et la durée pendant laquelle 1’odeur
est délivrée, et pourrait induire une composante aversive aux odeurs présentées (Martin and Ravel,
2014).

3.3.5 Modulation de I’activité oscillatoire dans le BO par la nature et la concentration de
I’odeur chez le rongeur anesthésié

Lorsque les animaux regoivent une stimulation odorante, plusieurs profils oscillatoires peuvent

apparaitre (figure 1.8)(pour revue détaillée (Martin and Ravel, 2014)). Chez les animaux anesthésiés a
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I'uréthane, des oscillations béta et gamma peuvent étre évoquées pendant une méme stimulation
odorante (Neville & Haberly, 2003 ; Buonviso et al., 2003 ; Cenier et al., 2008 ; Cenier et al., 2009 ;
Courtiol et al., 2011). Trois profils de réponse sont décrits (Cenier et al., 2008) : (i) un premier profil
dit classique se caractérise par une augmentation de la puissance des oscillations des deux bandes béta
et gamma, la bande gamma ayant lieu a la transition inspiration/expiration et la bande béta ayant lieu a
la fin de I’expiration (figure 1.10.C), (ii) un profil dit « bétaless », qui se caractérise par une
augmentation de la puissance des oscillations de la bande gamma, sans réponse dans la bande béta et
enfin (iii) un profil dit « gammaless », qui se caractérise par une augmentation de la puissance des

oscillations béta uniguement, avec une oscillation béta décalée dans le temps (figure 1.7.D).

Il semble que la nature de I’odeur n’affecte pas les propriétés intrinséque des oscillations dans
les deux bandes, mais détermine I’induction de I’un de ces trois profils en fonction de la longueur de la
chaine carbonée, des groupements chimiques de la molécule et de la concentration des odorants.
Neville et Haberly (2003) decrivaient aussi trois profils Iégérement différents des précédents et, fait
intéressant, qui varient de la méme fagon selon la concentration de 1’odeur. Ainsi, I’acetate d’isoamyl
induit un profil classique pour une concentration « moyenne », une réponse du type gammaless a plus
faible concentration et une réponse de type bétaless pour une forte concentration (figure 1.7.B).
L’intensité de la stimulation peut aussi varier avec les flux d’air, ce qui a une influence sur le profil
des activités oscillatoires. Dans une expérience sur des rats trachéotomises, Courtiol et al. (2011) ont
fait varier I’intensité des flux d’air entrant dans la cavité nasale. Lorsque le flux d’air mime une
condition naturelle, ils observent un profil de réponse classique a I’isoamyl acetate. L’augmentation du
flux d’air induit I’augmentation de la puissance du gamma alors que la diminution du flux induit
I’augmentation de la puissance du béta au détriment du gamma. Dans ce cas, ’alternance béta/gamma
est supprimée, et 1’oscillation béta se poursuit au-dela de sa phase normale et est simultané avec le

gamma, plus faible.
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Figure 1.7 Réponses oscillatoires pour différents odorants chez le rat anesthésié. En haut : A) Spectre des
puissances pour différents types de stimulations: air pur ou concentration faible, intermédiaire et forte d’Acetate
d’Tsoamyl (Neville and Haberly, 2003). B) cartes temps/fréquence en réponse a 1’acetate d’isoamyl avec un flux
d’air variable : basal, faible et fort. A et B : dans les deux cas, les fréquences béta sont favorisées par les faibles
stimulations et les fréquences gamma par les fortes stimulations. C) et D) En haut, cartes temps/fréquence
représentant la puissance de 1’oscillation (en code couleur) en fonction de la fréquence (en ordonnées) du temps
(en abscisses) avant et aprés 1’odeur (t=0) chez des animaux anesthésiés a I’uréthane. Bas : Sighaux bruts et
modulation respiratoire correspondants au cartes temps/fréquence. C. Réponse a I’odeur d’éthyl pentanoate
impliquant deux types d’oscillations : gamma en fin d’inspiration (losanges gris) avec un pic de puissance autour
de 60 Hz, et béta (hachuré) avec un pic de puissance autour de 15 Hz. D) Réponse a I’odeur d’hexanal induisant
uniquement un pattern de réponse dans la bande béta autour de 15 Hz. A noter : le béta est légérement décalé par
rapport au cycle respiratoire comparé au profil mixte (Cenier et al., 2008).
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Les différences de profils en fonction de I’intensité de la stimulation olfactive pourraient
s’expliquer par un modéle proposé par Neville et Haberly (2003). Il nous parait intéressant de
présenter brievement ce modéle et de le discuter de maniére trés sommaire car il témoigne des
difficultés rencontrées dans I’explication des réponses oscillatoires aux odeurs. Selon ce modgéle, les
fortes stimulations activeraient fortement les M/TC qui enverraient les PA le long de leur axone mais
aussi de leurs dendrites secondaires. Ces dendrites sont le siége de courants de type transitoire appelés
courants IA. Ils sont dus a des canaux ioniques potassiques voltage-dépendants, qui en hyperpolarisant
les dendrites secondaires atténuent 1’amplitude des PA au fur et a mesure qu’ils s’éloignent du soma
des M/TC. Selon ce modele, de fortes stimulations engendrent des dépolarisations toniques plus
importantes qui inactivent les canaux potassiques responsables des courants IA (qui nécessitent une
hyperpolarisation pour se réactiver apres inactivation). Ceci entrainerait une propagation plus lointaine
et plus durable des PAs qui activeraient davantage de synapses M/TC/GC. Les GC sont également
dotées de canaux de ce type qui sont inactivés par une forte dépolarisation et répondraient plus
rapidement aux M/TC. La combinaison de ces deux mécanismes augmenterait 1’efficacité de la boucle
M/TC/GC, ce qui renforcerait I’oscillation gamma. Plus intéressant encore, selon ce modele la
fréquence béta qui est observée lors de stimulations faibles s’explique par le fait que la stimulation
n’induit pas de volées de PA suffisante pour inactiver les IA : les PA ne peuvent pas se propager
suffisamment loin dans les dendrites secondaires pour induire les oscillations gamma mais arrivent via

les axones aux structures corticales, qui sont impliquées dans la génération des oscillations béta.

Ce modeéle tres séduisant explique les réponses dans les bandes de fréquence gamma et béta
observée par les études que nous avons citées (Neville & Haberly, 2003 ; Cenier et al., 2008), mais ne
peut expliquer la réponse précoce observée par Courtiol et al. (2011) dans la bande béta autour de la
transition inspiration/expiration. Ceci suggere donc une activation de la boucle M/TC/GC a une basse
fréquence et pourrait expliquer 1’apparition de la réponse en béta dans une phase aussi précoce. Cela
dit, cette derniére explication reste complétement hypothétique et aucune preuve n’a été fournie quant
a la présence de ces fréquences de décharges préférentiellement lors de faibles stimulations. Comme
nous I’évoquions plus haut, ce modéle témoigne de la complexité de I’explication de ces réponses
oscillatoire et de la longueur du chemin qui reste a parcourir pour expliquer le r6le fonctionnel des

oscillations dans le codage temporel des odeurs.

Fait important a noter pour comprendre la complexité et la difficult¢ de 1’étude de la
représentation temporelle des odeurs dans le BO, la reproductibilité des profils oscillatoires n’est pas
stricte d’un animal a I’autre, comme nous 1’avons vu pour les différents profils (Cenier et al. 2008) ou
dans le fait que tous les animaux ne répondent pas forcément a toutes les stimulations (Neville &
Haberly, 2003).
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La stimulation odorante induit aussi des changements du profil oscillatoire chez les animaux
éveillés. Les premiéres études se sont intéressées exclusivement aux oscillations gamma (Freeman and
Schneider, 1982; Di Prisco and Freeman, 1985) mais la plupart du temps celles-ci diminuent pendant
I’échantillonnage d’une odeur. Les oscillations béta ont été enregistrées pour la premiére fois dans le
BO suite a la présentation d’odeurs dotées d’une signification particuliére pour les animaux, comme
des odeurs de prédateurs, ou des odeurs aversives de xyléne ou de toluene (Heale et al., 1994;
Zibrowski & Vanderwolf, 1997). Toutefois, cet effet pourrait étre di a la volatilité des odeurs. En
effet, le béta évoqué par des stimulations passives présente une puissance variable en fonction de la
pression de vapeur saturante des odeurs (Lowry & Kay, 2007) ce qui va dans le sens des résultats
trouvés chez les rats anesthésiés (Cenier et al, 2008). Les oscillations béta sont fortement amplifiées
suite a des apprentissages (Ravel et al., 2003, Martin et al., 2004 ; Martin et al., 2006)(figure 1.8). Ce
type de plasticité des réponses oscillatoires du LFP suite & un apprentissage est I’objet du paragraphe

suivant.
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Figure 1.8 La stimulation olfactive modifie les oscillations béta (15-35Hz) et gamma (60-90Hz) dans le BO.
Exemples de signaux LFP enregistrés dans le BO de souris éveillées et libre de leurs mouvements. A. Le signal
LFP brut (0.1-300Hz) est représenté sur la ligne supérieure. Sur la ligne centrale, ce méme signal est filtré entre
1 et 10 Hz et représente la bande de fréquence théta, et sur la ligne inférieure, le signal est filtré entre 60 et 90
Hz, et représente la bande de fréquence gamma. Ces deux bandes indiquent la relation étroite entre bouffées
gamma et modulation respiratoire. B. Signal LFP brut (0.1-300Hz) et la représentation de sa puissance en
fonction du temps et de sa fréquence acquis chez une souris conditionnée au cours d’une tache de Go/No-Go. Le
graphique temps-fréquence a été obtenue d’aprés I’analyse des ondelettes de Morlet. Il représente la puissance
du signal (comme indiqué sur 1’échelle de couleur) en fonction du temps (axe des abscisses) pour chaque
fréquence (axe des ordonnées). Le début de la stimulation olfactive est indiqué par la fleche rouge. Chez un
animal conditionné, I’odeur induit une diminution générale de la puissance de la bande gamma et une
augmentation de la puissance de la bande béta. (figure de Martin et Ravel, 2014)
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3.3.6 Oscillations du BO et apprentissage

Chez I’animal éveillé, les oscillations béta dans le BO sont impliquées dans des taches
cognitive et d’apprentissage (Gervais et al., 2007; Martin et al., 2004; Martin et al., 2006) et sont sous
la dépendance des structures corticales centrales (Neville and Haberly, 2003; Martin et al., 2006).

Comme décrit précédemment, les oscillations béta sont observées chez I’animal naif
uniquement lorsque les odeurs présentées sont toxiques ou aversives (Vanderwolf et al., 2002), et des
odeurs neutres non familieres déclenchent uniquement des oscillations béta de faible amplitude.
Toutefois, dés le moment ou ces odeurs acquiérent une signification comportementale pour 1’animal
au cours d’une tiche d’apprentissage, I’amplitude des oscillations béta augmente progressivement
(Ravel et al., 2003; Martin et al., 2004). Cette augmentation de la puissance des oscillations béta a été
observée dans plusieurs structures impliquées dans le traitement des odeurs, notamment dans le cadre
d’une tiche comportementale de Go/No-Go : dans le BO et le PC (Ravel et al., 2003; Martin et al.,
2004), mais aussi dans le cortex enthorinal et I’hippocampe, de fagon syncronisée avec le BO suite a
une stimulation odorante (Martin et al., 2007; Gourévitch et al., 2010). D’autres études utilisant des
paradigmes comportementaux différents ont également montré cette hausse des oscillations béta, a la
fois dans une tache de choix alternatifs (Fuentes et al., 2008), et dans le cadre d’une aversion olfactive
conditionnée pour un réseau trés large de structures incorporant non seulement les structures olfactives
mais aussi le cortex orbitofrontal (Chapuis et al., 2009). Les caractéristiques olfactives des oscillations
béta ne sont pas homogéne dans le BO, contrairement au bouffées gamma, et leur amplitude varie avec
I’odeur présentée, indépendamment de la récompense associée a celle-ci (Martin et al., 2004b, 2007).
Les données obtenues au cours de ces études suggerent qu’apres un apprentissage, la spécificité des
oscillations béta évoquée par une odeur véhiculerait certaines caractéristiques de cette derniére, en

plus de refléter la signification que ’odeur a acquise pour I’animal (Martin and Ravel, 2014).

Dans le cadre d’une tache de Go/No-Go, et de fagon concomitante avec la hausse des
oscillations béta, on observe le plus souvent une forte diminution des oscillations gamma lors de
I’échantillonnage des odeurs. Cette diminution de puissance a été observée a la fois chez des animaux
naifs, et de fagon plus prononcée chez des animaux experts, mais elle est transitoire et revient a ses
niveaux de base en se synchronisant avec 1’activité respiratoire de 1’animal (Ravel et al., 2003; Martin
et al., 2004a, 2006; Gourévitch et al., 2010; Lepousez and Lledo, 2013). Toutefois, certaines études
ont montré une hausse des oscillations gamma en lieu et place de celle des oscillations béta (Beshel et
al., 2007; Rosero and Aylwin, 2011).

Les oscillations gamma ont été particulierement étudiées dans plusieurs régions du systéeme

olfactif par Walter Freeman (Freeman, 1960; Freeman and Schneider, 1982), qui a concentré ses
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analyses sur une gamme de fréguence assez large (20-90 Hz). Comme il a été décrit dans de
nombreuses études, ’amplitude des bouffées de gamma s’accroit proportionnellement a 1’état
attentionnel de 1’animal (Bressler, 1984; Eeckman and Freeman, 1990). Cette relation a ’attention et
la motivation est facilement observable au cours de la phase initiale de n’importe quel entrainement.
Freeman et ses collaborateurs ont analysé la distribution spatiale de ces bouffées de gamma lors de la
présentation d’une odeur (Freeman and Schneider, 1982; Di Prisco and Freeman, 1985), pendant des
taches de conditionnement aversifs ou appétitif. Ils en ont déduit que les motifs spatiotemporels
identifiés au cours de I’analyse des bouffées de gamma dépendaient plus de la signification de I’odeur
pour I’animal plut6t que de sa nature chimique. 1ls ont alors proposé que les oscillations gamma soient

principalement modulées par le contexte dans lequel se trouve 1’animal.

L’ensemble de ces travaux ont permis a la communauté scientifique de replacer le BO au cceur
du systéme olfactif en tant qu’élément central du réseau sous-tendant les représentations olfactives,
alors qu’il était plutot considéré comme un relai passif. Par ailleurs, ils ont également prouvé que le
contexte et I’expérience de I’animal étaient traités des les premiers relais du traitement de

I’information olfactive.

3. Sortie de ’information du BO vers le PC

Avant de conclure sur la représentation spatiotemporelle des odeurs dans le BO, je voudrais
brievement fournir une description anatomo-fonctionnelle du PC, la structure qui recoit la majorité des
efférences du BO. C’est un cortex anatomiquement et fonctionnellement divisé en deux régions : une
région rostrale, le PC antérieur, principalement connectée aux autres aires olfactives et une région
caudale, PC postérieur, ayant de denses projections antérogrades vers de nombreuses régions
corticales et sous corticales, incluant des aires associatives. Le PC postérieur ne présente en revanche
pas de connexions fonctionnelles avec le PC antérieur. Par ailleurs, les projections du PC postérieur
vers le BO sont assez éparses. Il est a noter que d’un point de vue anatomo-fonctionnel, le PC
présente des connexions associatives moins abondantes dans sa partie antérieure que dans sa partie
postérieure (Hagiwara et al., 2012). Cette connectivité anatomo-fonctionnelle du PC suggere le rdle
essentiel de cette structure dans 1’élaboration de mécanismes complexes liant perception olfactive et
mémoire (Gottfried, 2010; Wilson and Sullivan, 2011). Les différences entre PC antérieur et postérieur
soutiendraient I’existence de mécanismes de mémoires complémentaires : comme suggéré dans la
littérature, le PC antérieur serait responsable de I’association des odeurs comme la généralisation, la

discrimination ou la complétion de certains schémas olfactifs (Wilson and Stevenson, 2003; Chapuis
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and Wilson, 2011) alors que le PC postérieur rattacherait plutdt les odeurs a des informations non-

olfactives préalablement apprises (Haberly, 2001).

Conclusion du chapitre |

Jai exposé dans ce premier chapitre les bases anatomo-fonctionnelles des structures d’entrée du
systeme olfactif, MO et surtout BO. Les données d’imagerie et d’électrophysiologie exposées au cours
de ce chapitre indiquent que I’information olfactive est représentée a différents niveaux du réseau
bulbaire. L’expression d’un seul RO par OSN et le codage combinatoire des odeurs engendrent une
représentation spatiale spécifique au niveau glomérulaire. Ces représentations spatiales présentent une
plasticité en fonction de la nature de ’odeur et de sa concentration, et ne sont pas figées dans le
temps : I’activation des zones glomérulaires évolue dans le temps en fonction des rythmes respiratoires
et du rythme d’échantillonnage des odeurs. Au niveau des couches plus profondes, la représentation
temporelle des stimulations odorantes est basée sur la synchronisation de sous populations de neurones
par rapport aux différents rythmes oscillatoires. De fait, le codage de ’odeur dans le BO est un
processus trés dynamique, mais également trés plastique : la représentation spatiotemporelle des
odeurs est fortement influencée par des paramétres respiratoires, par les propriétés intrinséques des
odeurs, mais également par la valeur et la signification associée a chaque odeur aprés un
apprentissage. Une partie de cette plasticité se met en place de facon trés précoce, dés 1’entrée du
systeme olfactif, mais est également intrabulbaire, avec un réle important des retours centrifuges

émanant de structures corticales supérieurs, notamment du PC.

La suite de I’introduction sera consacrée a la description des différents mécanismes controlant la
prise alimentaire, la régulation de la balance énergétique et ’obésité, et la maniére dont ces derniers

interagissent avec le systéme olfactifs et impactent la représentation spatiotemporelle des odeurs.
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Chapitre II : Métabolisme énergétique, prise
alimentaire et obésité
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Choisir si nous voulons manger ou non, a quel moment, et décider de la teneur et de la
quantité de ce que nous allons ingérer : ce sont des décisions familiéres pour la plupart d’entre nous et
gue nous prenons sans effort apparent. Ces décisions sont influencées chez les mammiféres par de
nombreux parameétres internes au corps (I’état nutritionnel, motivationnel...) et externes, de
I’environnement (la disponibilité en aliments mais aussi les références familiales chez ’Homme...), ce
qui explique des fortes variations intra- et inter-individuelles en apports énergétiques quotidiens.
Malgré ces fortes variations, 1’homéostasie énergétique permet d’équilibrer dépense et apport
énergétique pour stabiliser la masse corporelle sur de longues périodes de temps (Morton et al., 2014).
Cette homéostasie est fortement dépendante d’un dialogue régulé entre le cerveau et le tractus digestif
(mais aussi le pancréas, le tissu adipeux, la tyroide...) qui tourne sur la base de boucles de rétroactions
qui controlent la prise alimentaire. De nombreuses structures du systeme nerveux central possedent
des récepteurs aux hormones de signalisation du métabolisme énergétique synthétisées en périphérie et
integrent les informations nutritionnelles qualitatives et quantitatives de la nourriture ainsi que le statut
des réserves et les besoins énergétiques de I’organisme. Ces hormones induisent 1’activation de
signalisation orexigéne ou anorexigéne (Morton et al., 2006) et participent a la régulation de la balance
énergétique : il est donc nécessaire pour le cerveau de connaitre précisément le contenu du tractus
digestif en périphérie et 1’état d’utilisation des substrats énergétiques circulants et stockés (réserves a
court terme de glycogéne hépatique, réserves a long terme de triglycérides dans le tissu adipeux). La
relation a I’aliment consommé s’accompagne d’une forte activité sensorielle, limbique,
motivationnelle et cognitive et sa complexité s’établit avec le temps, pendant le développement.
Notamment, les systemes sensoriels semblent avoir un réle important dans la prise alimentaire, ne
serait-ce que par leur implication dans la valeur qualitative des aliments, leur godt, leur odeur mais

aussi la valeur hédonique qu’ils peuvent avoir et qu’on peut définir par le terme de palatabilité.

L’efficacité de ce systéme de régulation de la balance énergétique corporelle est pourtant mise
a mal dans nos sociétés, comme I’attestent réguliérement les rapports de I’Organisation Mondiale de la
Santé qui met en évidence une progression inexorable de la pandémie mondiale d’obésité, qui devient,
avec les maladies et les complications qu’elle induit, un des problémes de santé publique majeur du
XXleme siecle. Selon les derniéres estimations disponibles, 1,9 milliard d’adultes sont en surpoids et
600 millions d’entre eux sont obéses dans le monde. Prés de 2,6 millions de personnes décédent des
conséquences d’un surpoids chaque année dans le monde (statistiques du site web de ’OMS de janvier
2015). De plus, 80% des personnes ayant développé une obésité sont atteint de maladies relatives a
cette obésité comme le diabéte, [’hyperlipidémie, I’hypertension ou les problémes cardiovasculaires
(Simpson et al., 2009). De fagon dramatique, 1’obésité touche également les trés jeunes enfants : 42

millions d’enfants de moins de 5 ans étaient concernés par des problémes de surpoids ou d’obésité en
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2013. Les origines de ces troubles sont nombreuses et impliquent entre autres, la sédentarité, la

prédisposition génétique et au premier plan le déréglement des comportements alimentaires.

L’approvisionnement de 1’organisme en énergie est discontinu dans le temps et assuré par des
prises ponctuelles qui, selon les especes et 1’état interne de ’individu, varient dans la quantité de
nourriture ingérée et dans les moments de la journée ou elles ont lieu (Macht, 1999; Le Magnen,
2001) : par exemple, chez certaines espéces qui hibernent comme la marmotte, le comportement
alimentaire change en fonction de la saison, en terme de quantité, de qualité et de gestion des stocks
(Florant et al., 2010). La balance énergétique est ainsi en grande partie régulée par un ensemble de
cycles circadiens que je ne développerai pas dans ce chapitre : le cycle temporel séparant les repas,
mais aussi les cycles de sommeil et d’éveil, afin d’assurer une coordination faim/vigilance pendant la
journée et une coordination sommeil/satiété a la tombée de la nuit (du moins pour les espéces
diurnes)(Vanltallie, 2006). Chez la souris, une induction chronique de décalage horaire est suffisante
pour induire une résistance a la leptine (Kettner et al., 2015) qui est détectée chez les personnes obéses
(Flier, 2004). L’obésité peut étre induite chez des souris par un décalage horaire du cycle jour nuit
deux fois par semaine, les souris qui étaient nourries a heure fixe ne développant pas de probléme

malgré un apport calorique identique a celle des souris 1’ayant développé (Oike et al., 2015).

Je présenterai dans ce chapitre les mécanismes physiologiques périphériques et centraux
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et je ferai un point sur les dysfonctionnements de
ces mécanismes qui ont été décrits dans la situation pathologique qu’est 1’obésité, en clinique et chez
les modeles de rongeurs. Je n’aborderai pas ici le role dans la prise alimentaire des grands systémes
neuromodulateurs monoaminergiques (serotonine, dopamine et noradrénaline) qui font 1’objet d’une
littérature riche mais qui ne sont pas, du moins pour le moment, parmi les candidats qui pourraient lier

olfaction, prise alimentaire et obésité.

1. Régulation centrale de la prise alimentaire

La synchronisation entre les différents organes qui interviennent dans la régulation de la prise
alimentaire nécessite une batterie de senseurs et une communication adéquate afin d’adapter en
permanence leur action en fonction de 1’état nutritionnel de I’organisme et ses besoins énergétiques.
Les systemes sympathiques et parasympathiques du systéme nerveux autonome sont un lien important
entre le cerveau et les autres organes en périphérie impliqués dans la prise alimentaire. Leur activité

est fortement modulée au niveau central par I’hypothalamus et le noyau du tractus solitaire (NTS). On
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a longtemps cru que I’hypothalamus était I’unique structure centrale régulée par la prise alimentaire
mais aussi impliquée dans la régulation de la prise alimentaire .parce que posseédant les récepteurs aux
molécules de signalisation du métabolisme énergétique, mais I’expression de ces récepteurs étant
maintenant observés dans un nombre important de structures cérébrales. il se dessine un réseau
complexe et large qui intervient de concert avec 1’hypothalamus pour réguler la prise alimentaire et
qui est sensible a la signalisation des molécules impliquées dans la balance énergétique. Il convient
dans ce contexte de définir I’action globale des peptides et hormones du métabolisme énergétique mais

aussi leur role specifique au sein de ce réseau.

Le cerveau joue un réle tres important dans la gestion des réserves énergétiques et la
régulation de la balance énergétique corporelle. Il est également capable d’intégrer des informations
sur I’environnement interne et externe de 1’organisme, pour, au final, moduler le comportement
alimentaire. Ceci nécessite que les structures responsables de la détection du statut nutritionnel soient
en relation avec les structures de prise de décision et les structures motrices qui permettent de mettre
en ceuvre la consommation d’aliments (pour revue (Fehm et al., 2006; Suzuki et al., 2010). Comme
ces liens sont encore trés mal connus, nous nous concentrerons ici sur le résumé des grandes lignes des
connaissances a propos des structures principales intervenant dans la prise alimentaire, comme
I’hypothalamus et le reste du systéme limbique ainsi que le tronc cérébral avec le NTS. Mon but est de
présenter brievement les différentes molécules de signalisation en me basant sur les articles et revues
majeurs de la littérature, pour indiquer en détails dans le chapitre Ill, leur réle dans les interactions
olfacto-alimentaires. Je propose un schéma récapitulatif de cette description dans le figure 1.10 de la

page 76.

1.1. L’hypothalamus

L’hypothalamus, situé¢ juste en dessous du thalamus, est entre autres le centre régulateur de
I’appétit et de ’homéostasie énergétique, comme 1’ont montré les travaux de Hetherington et Ranson
des 1942, complétés par ceux d’Anand et Brobeck en 1951. Provoquant des 1ésions de I’hypothalamus
ventromédian, ces auteurs ont constaté que ces dernieres induisaient une hyperphagie et une obésité. A
contrario, des lésions de I’hypothalamus latéral se caractérisaient par une anorexie et une perte de
poids. Cette représentation dichotomique a évolué, et différents noyaux aux roles spécifiques ont été
identifiés au sein de ’hypothalamus : le noyau arqué (ARC), le noyau paraventriculaire (PVN), 1’aire
hypothalamique latérale (LHA), le noyau ventromédial (VMN), et le noyau dorsomédial (DMN).

L’ARC est adjacent a I’éminence médiane dont la barriére hémato-encéphalique est incompleéte, et
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permet aux hormones et aux nutriments d’atteindre la structure facilement. Par ailleurs, I’ARC entoure
le 3°™ ventricule cérébral, et les hormones et nutriments présents dans le liquide céphalo-rachidien
diffusent a travers 1’épendyme du ventricule vers les compartiments extracellulaires de I’ARC

(Peruzzo et al., 2000).

A cause de ces spécificités anatomiques, ’ARC est considéré comme une sentinelle
métaboligue, étant la premiére zone hypothalamique et cérébrale a détecter des sighaux périphériques.
Ce noyau contient deux populations neuronales distinctes, aux effets antagonistes : des neurones
exprimant des neuropeptides orexigeénes, parmi lesquels le neuropeptide Y (NPY) ou encore ’agouti-
related peptide (AgRP), co-exprimés dans ces neurones avec le GABA, et fortement inhibés par la
leptine ou I’insuline (Chee and Colmers, 2008) ; et des neurones exprimant des neuropeptides
anorexigenes, dont la propiomélanocortine (POMC) et le Cocaine-and-Amphetamine-Regulated-
Transcript (CART)(Yu and Kim, 2012). Ces deux populations de neurones sont de premier ordre et
réagissent directement aux signaux périphériques du métabolisme énergétique, signaux que je
détaillerai plus loin. POMC est également le précurseur de I’a-melanocyte-stimulating hormone (a-
MSH), un neuropeptide anorexigéne puissant appartenant a la famille des mélanocortines agissant sur
les récepteurs des mélanocortines 3 et 4 (MC3R et MC4R) présents sur des neurones de second ordre
du PVN, du VMN et de la LHA. Ce faisant, I’a-MSH réduit la prise alimentaire et augmente la
dépense énergétique. Chez la souris, la délétion de MC4R induit une hyperphagie, une dépense
énergétique réduite et un phénotype obése (Huszar et al., 1997). 1l est a noter que chez I’'Homme, les
mutations de MC4R sont impliquées dans 6% des cas d’obésité précoce sévére, ce qui représente la
forme d’obésité monogénique la plus commune et confirme le réle important du systeéme de la
mélanocortine centrale dans 1’homéostasie énergétique (Tao, 2005). L’ AgRP est un antagoniste de 1’
a-MSH et se fixe sur les récepteurs MC3R et MC4R (Ollmann et al., 1998). De plus, les neurones
NPY/AGRP inhibent les neurones POMC/CART en libérant du NPY et du GABA au niveau de leurs
corps cellulaires (Cowley et al., 2001), et I’inactivation des neurones NPY/AgRP chez des jeunes
souris induit une baisse significative de la masse corporelle ainsi que de la prise alimentaire (Bewick
et al., 2005), suggérant que ces neurones ont une action antagoniste a celle des neurones
POMC/CART et ont une influence cruciale sur la stimulation de la prise alimentaire et la prévention
de la perte de poids.

Enfin, I’ARC, grace a un transfert d’information vers le noyau paraventriculaire, joue un réle

de premiére importance dans le passage de la détection a la réponse motrice de la prise alimentaire.

Les neurones du PVN sécrétent des neuropeptides a 1’action catabolique, ce qui inclut la
Corticotrophin releasing hormone (CRH), la thyrotropin-releasing hormone (TRH), la somatostatine,

la vasopressine et 1’oxytocine. Le PVN agit ainsi sur le foie et les tissus adipeux en augmentant
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I’oxydation des acides gras et la lipolyse (Foster et al., 2010) et participe au controle de la balance
énergétique et a la thermogenése, notamment par le contréle de la fonction thyroidienne qui module a
la fois la dépense énergétique et la prise alimentaire (Simpson et al., 2009). C’est une voie de sortie de
I’hypothalamus. Il constitue un centre d’interaction avec le tronc cérébral et le systeme nerveux
autonome, plus particulierement le NTS. Il possede également des liaisons intra-hypothalamiques car
il communique étroitement avec I’ ARC (Zac-Varghese et al., 2010). La destruction ou encore I’haplo-
insuffisance de Sim1 (un facteur de transcription critique pour le développement du PVN) causent une
hyperphagie et un phénotype obése, impliquant qu’il joue €galement un réle dans 1’inhibition de la

prise alimentaire et le gain de poids.

Le VMN est un noyau exprimant notamment le Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF),
un neuropeptide anorexigene, et recoit des projections POMC et NPY/AgRP de I’ARC, et projette sur
I’ARC, le DMN et la LHA, ainsi que sur des régions du tronc cérébral. Il contient des neurones
senseurs du glucose et de la leptine, et est considéré comme un centre effecteur de la satiété et du
maintien de I’homéostasie du glucose (Gonzalez et al., 2009). Sa destruction induit hyperphagie,

hyperglycémie et obésité.

Le role du DMN est assez peu documenté (Yu & Kim 2012; Simpson et al., 2009), 1l recoit de
trés nombreuses projections POMC et NPY de I’ARC et sa destruction induit une hyperphagie et

I’obésité.

La LHA a un réle opposé a celui du PVN, VMN et DMN : sa destruction induit une
hypophagie et une perte de poids, et il est de ce fait considéré comme un centre inducteur de I’appétit.
Cette structure est composée de neurones exprimant deux neuropeptides orexigénes, la MCH (Melanin
Concentrating Hormone) et les orexines. La LHA recoit les projections NPY/AgRP et a-MSH de
I’ARC (Simpson et al., 2009). Les neurones de la LHA produisant des orexines et du MCH sont
sensibles au glucose : la libération des orexines est inhibée par le glucose (Burdakov et al., 2006) qui
inhibe I’activité des cellules de I’hypothalamus latéral produisant ainsi une diminution de la prise
alimentaire (Fehm et al., 2006).

L’injection centrale de MCH (Chung et al., 2011; Kishi & Elmquist, 2005; Simpson et al.,
2009) et d’orexine (Date et al., 1999; Kishi and EImquist, 2005; Simpson et al., 2009) augmentent la
prise alimentaire. La MCH possede des récepteurs MCHRL et 2, seulement le premier est exprimé
chez le rat (Simpson et al., 2009). Les récepteurs MCHR1 sont exprimés dans le cortex, ’amygdale,
I’hippocampe et le noyau accumbens (Chung et al., 2011). L’administration d’antagonistes des
MCHR1 chez la souris diminuent fortement la prise alimentaire (Chung et al., 2011) et les taux de

MCH augmente notamment avec la baisse des taux circulants de leptine.
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Il existe deux types d’orexine, A et B (appelées également hypocrétines) qui activent leur
récepteur OX1R et OX2R distribués largement dans le systeme nerveux central notamment dans le
cortex et I’amygdale (Kishi & Elmquist, 2005) mais également dans le BO (Hardy et al., 2005 ;
Prud’Homme et al., 2009).

A B
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Figure 1.9 Interactions entre les noyaux et les systémes neuropeptidergiques dans I’hypothalamus. A.
coupe histologique de I’hypothalamus. PVN : noyau paraventriculaire, VMH : hypothalamus ventromédian,
ARC : noyau arqué, ME : éminence médiane, 3V : 3éme ventricule. B. Représentation schématique des noyaux
hypothalamiques exprimant des récepteurs aux signaux périphériques (leptine, insuline, ghréline) et des
neuropeptides qu’ils expriment. L’ARC est constitué de deux populations de neurones (NPY/AgRP et
POMC/CART). Il projette sur le PVN dont les neurones synthétisent la TRH et la CRH, sur le LHA dont les
neurones synthétisent de la MCH et des orexines et sur le VMN dont les neurones synthétisent du BDNF. C.
Schéma d’action de la leptine sur les différentes populations neuronales hypothalamiques de premier ordre (NPY
vs POMC) du noyau arqué et les conséquences sur les neurones de deuxieme ordre dans le PVN et le LHA A.
Figure adaptée de (Majdi¢, 2009). B. Adaptée de (Suzuki et al., 2010). C. Adaptée de Schwartz et al., 2000.
Toutes les abréviations des neuropeptides sont explicitées dans le texte précédant cette figure.

1.2. Le tronc cérébral

Le NTS est un noyau du tronc cérébral particulierement impliqué dans la régulation de la prise
alimentaire et de la balance énergétique. Le NTS recoit de nombreux signaux de satiété du tractus
gastrointestinal a travers les afférences du nerf vague (nerf cranien X), qui est un lien nerveux majeur
entre les intestins et le systeme nerveux central. Il est une cible privilégiée des fibres en provenance de
I’hypothalamus, notamment le PVN, et il envoie en retour d’importantes projections au niveau des
noyaux hypothalamiques comme I’ARC (Ricardo and Tongju Koh, 1978). A [l’instar de
I’hypothalamus, une sous-population de neurones du NTS exprime POMC et NPY (Cowley et al.,
2001). De plus, les récepteurs MC4R sont également exprimés dans le NTS ainsi que dans le noyau
moteur dorsal du nerf vague, situé plus ventralement et a ’origine des efférences vagales en direction
du tractus gastro-intestinal (Liu et al., 2003). Ainsi, les injections d’agonistes et d’antagonistes de
MC4R dans le quatrieme ventricule diminuent et augmentent respectivement la prise alimentaire et la

masse corporelle. Les neurones du noyau du tractus solitaire expriment également les récepteurs
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CCKA et CCKB de la CCK et I’administration de la cholécystokinine (CCK) directement dans le NTS
ou dans le quatriéme ventricule induit une diminution de la prise alimentaire (Mercer and Beart, 2004)
; et I’effet satiétogene de la CCK est inhibé en présence d’un inhibiteur de MC4R (Fan et al., 2004). Il
est important de rappeler ici que le NTS recoit aussi les afférences gustatives provenant de la langue
donc de l’activation des récepteurs gustatifs localisés dans les bourgeons du gotit. Ensemble, les
informations sur les changements de la quantité d’énergie disponible portés par le nerf vague, les
nutriments, les hormones du tractus gastro-intestinal, les signaux d’adiposité et le gott sont donc
intégrés dans le tronc cérébral et I’hypothalamus, avant d’étre envoyés vers le thalamus et le cortex

insulaire, pour controler la prise alimentaire et la masse corporelle de fagon autonome et inconsciente.

1.3. Autres structures du systeme limbique

Les structures centrales reliées aux systemes sensoriels participent également a la régulation
de la prise alimentaire : le thalamus (pour toutes les modalités sensorielles exceptées 1’olfaction), le
BO, les cortex sensoriels et leurs liaisons avec les structures limbiques sont encore en cours d’étude
(Rolls et al., 2005). Le systeme limbique en tant que tel, par sa fonction dans la mémoire, les
émotions, mais aussi en étroite interactions avec le systeme de récompense (reward system) liée a la
nourriture, module la prise alimentaire, notamment en agissant sur la motivation (Rasmussen &
Huskinson, 2008; Solinas & Goldberg, 2005; pour revue Bermudez-Silva et al., 2010). Le systéme
dopaminergique lié aux notions de plaisir participe au jugement de la palatabilité des aliments et au
contr6le de la prise alimentaire (Barbano et al., 2009). En sus de leur expression dans les régions
hypothalamiques qui régulent la balance énergétique, les récepteurs a I’insuline et a la leptine sont
¢galement exprimés au sein du systéme limbique, I’hippocampe et I’amygdale notamment, mais
surtout vers le systeme de récompense, constitué notamment de I’aire tegmentale ventrale (VTA) et du
noyau accumbens (NACC). Les mécanismes de ‘wanting’ et de ‘liking’ pour la nourriture mais aussi
pour toute autre réecompense, ont pour substrat neurobiologiques différentes parties du NACC et
impliquent également la dopamine. La signalisation au sein de ce systéme étant impliquée dans la
sensation de récompense lors de la prise abusive de drogues ou de nourriture, la leptine et I’insuline
pourraient également réguler ces comportements, ce qui ouvre de nouvelles perspectives (Davis et al.,
2010).

Enfin, une étude réaffirme I’importance du réseau sensoriel dans la régulation de la prise
alimentaire, en montrant notamment chez la souris que la détection sensorielle de nourriture est
suffisante pour inverser I’activité des neurones POMC et AgRP du noyau arqué impliqués dans la
prise alimentaire, et court-circuite en quelque sorte I’action de signaux orexigénes comme la ghréline.

Cette modulation est dépendante du type de neurone, de la palatabilité de la nourriture, de 1’état
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nutritionnel de I’animal, et anticipe la prise alimentaire. Par ailleurs, I’amplitude et la robustesse des
réponses induites par la modulation sensorielle impliquent qu’il s’agit d’un mécanisme de premiére
importance in vivo. La description précise de I’implication du systéme olfactif en tant que structure

régulant la prise alimentaire fera 1’objet du chapitre I11.
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Figure 1.10 Représentation schématique des composants et des flux d’informations majeurs des systémes
centraux et périphériques impliqués dans la régulation de la balance énergétique et de la prise
alimentaire. SNC : Systéme nerveux central.

2. Signaux periphériques de régulation de la prise alimentaire

2.1. Les nutriments

Les aliments que nous consommons sont composés de matiéres organiques animales ou
végetales contenant des macromolécules énergétiques (glucides, lipides et protéines) qui sont
dégradées par des enzymes au cours de la digestion : ces lyses successives libérent des nutriments
(petites molécules comme le glucose ou les acides aminés) qui sont seuls capables de traverser la

membrane des cellules dans I’intestin. Les aliments contiennent également a plus faibles doses des
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vitamines et des oligoéléments minéraux nécessaires au fonctionnement cellulaire, aux équilibres
électrochimiques des différents milieux (cellulaire, interstitiel et extracellulaire) et a la signalisation
cellulaire. Conjointement a 1’évaluation de la qualité sensorielle, le systéme gustatif semble jouer un
role dans I’évaluation de la composition énergétique de la nourriture ingérée. En effet, en plus d’une
sensibilité classiquement décrite aux saveurs ameres, sucrées, salées, acides et umami (DeSimone and
Lyall, 2006) ; il existe des familles de récepteurs gustatifs spécifiques capables de reconnaitre les
acides aminés, les acides gras et les glucides complexes (Matsumura et al., 2009)(Wellendorph et al.,
2009). De tels récepteurs sont localisés au niveau des bourgeons du godt a la surface de la langue,
mais également tout le long du tractus gastro-intestinal, ainsi qu’au niveau de divers organes comme le
foie, le pancréas, le muscle et le tissu adipeux.

La décomposition des aliments commence dés les premiéres étapes de la prise alimentaire
avec la mastication : le broyage mécanique a ’aide des dents permet de déchiqueter les aliments en
petites fractions pour permettre un meilleur accés des enzymes digestifs. Une fois dans le tube digestif
(estomac/intestin gréle), les sucres sont digérés et décomposés en glucides simples, les protéines en
peptides puis acides aminés (AA) et les graisses en acides gras (AG). Les AA et glucides passent la
muqueuse duodénale pour arriver dans la circulation. Les AG subissent une solubilisation micellaire
par les acides biliaires qui en font des émulsions pouvant passer dans la circulation. Une fois dans la
circulation, la source principale d’énergie pour le cerveau est représentée par les glucides : c’est
principalement le glucose qui est une source d’énergie immédiate et qui sert également de molécule de
signalisation sur 1’état de la balance énergétique. Les AG sont les molécules les plus riches en énergie
qui servent également de signal de I’état de la balance énergétique mais ne constituent pas la
principale source énergétique du cerveau. Ils sont transportés sous forme de lipoprotéines, souvent
stockés dans le tissu adipeux, et constituent la majeure partie de I’adipocyte. En cas d’excés de
glucides, la totalité des sucres n’est pas utilisée, le stockage est favorisé grace a 1’action de I’insuline
notamment dans le muscle et le foie (sous forme de glycogéne, un polymeére de glucose) par la
glycogénogenése et le tissu adipeux (sous forme de lipides) par la lipogenése. Ainsi, aux différentes
étapes de la digestion et de I’absorption, des chémorécepteurs sensibles aux nutriments informent le
systéme nerveux central de la présence de nutriments dans le canal alimentaire en activant notamment
le nerf vague qui innerve largement la sphére intestinale et qui permet 1’intégration de ces signaux au
niveau du tronc cérébral (Berthoud and Neuhuber, 2000). Par ailleurs, les nutriments présents dans la
circulation sanguine peuvent eux-mémes informer le systéme nerveux central de 1’état alimentaire de
I’organisme, par exemple au niveau de ’hypothalamus, en traversant la barriere hématoencéphalique

pour pouvoir directement modifier le comportement alimentaire (Berthoud and Morrison, 2008).
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2.2. Signalisation par le glucose et les acides gras

Le glucose est le substrat énergétique neuronal principal chez les mammiféres. Ses taux
circulants sont un fort indicateur du statut nutritionnel. Dés les années 1960, un effet du glucose sur les
neurones hypothalamiques qui régulent la prise alimentaire ont été décrits (Anand et al., 1964;
Oomura et al., 1969) basé sur les idées originelles de Mayer (1953) et sa théorie « glucostatique »
(Mayer, 1996) de la régulation de la prise alimentaire. Cette théorie se définit autour d’une
signalisation complexe, notamment avec une régulation des courants potassiques que le glucose induit
au niveau hypothalamique (Cf revue de Levin 2001). Les AG, issus de I’alimentation ou de la
dégradation des réserves lipidiques, traversent la barriere hémoencéphalique et constituent un signal
du statut nutritionnel puisqu’ils sont capables de modifier les taux de décharges des potentiels d’action
des neurones hypothalamiques (Wang et al., 2006). L’infusion intracérébroventriculaire d’AG (Obici
et al., 2002) ou le blocage de leur oxydation (Obici et al., 2003) au niveau de I’hypothalamus réduit la
prise alimentaire : ceci laisse penser que ce sont les métabolites des AG qui affectent la prise
alimentaire probablement par I’intermédiaire de 1’acétylCoA (Migrenne et al., 2007). De maniere tres
intéressante, les neurones sensibles au glucose ne le sont pas pour les AG et inversement, ce qui
laisserait supposer qu’une partic des neurones hypothalamiques serait dédiée spécifiquement a la

détection des AG et d’autres a celle du glucose (Migrenne et al., 2007).

Les peptides du tube digestifs, et leurs actions sur la prise alimentaire sont décrits de fagon
exhaustives dans plusieurs revues publiées par (Woods and D’Alessio, 2008; Suzuki et al., 2010; Yu
and Kim, 2012). Pour ma part, je ne décrirai que les molécules impliquées dans des interactions entre
homéostasie énergétique et systeme olfactif (interactions qui seront spécifiquement détaillées dans le
chapitre IIT) et qui ont fait 1’objet d’une excellente revue (Palouzier-paulignan et al., 2012). Dans la

paragraphe suivant, je décrirai ’impact de ces molécules sur le métabolisme énergétique.

2.3. Signalisation par les molécules orexigenes

L’induction de la prise alimentaire peut étre effectuée directement que par une seule hormone,
la ghréline. Elle est exécutée au niveau cérébral par plusieurs systémes dont le systéme des
endocannabinoides qui est ubiquitaire. A noter ici que la baisse des sighaux anoréxigénes gue nous
verrons dans la partie 1.3.3. est aussi un moyen de lever I’inhibition sur la prise alimentaire qui est

concomitant a I’action de la ghréline.
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2.3.1. Ghréline

La ghréline a d’abord été catégorisée comme le ligand endogéne du récepteur de I’hormone de
croissance secretagogue (Kojima et al., 1999). On a longtemps considéré par la suite qu’elle agissait
principalement en tant qu’« hormone de la faim » sur le systéme nerveux central pour réguler la prise
alimentaire, le poids, ’adiposité et le métabolisme du glucose, et dont le principal facteur de
régulation était la prise alimentaire. Récemment, il s’est avéré que cette vision était réductrice, I’action
de la ghréline étant plus complexe et impactant de nombreux systémes périphériques et centraux,
incluant par exemple I’apprentissage et la mémoire, la mobilité intestinale ou encore certaines
sensations gustatives. L ensemble de ses actions sont détaillées de fagon exhaustive par de nombreux
auteurs qui sont cités dans la revue de Muller et al. (2015). Je me cantonnerai a la description de son
action sur le métabolisme énergétique, mais il faut garder a I’esprit la complexité et le large spectre
d’action de cette hormone. Si les mécanismes moléculaires exacts responsables de la biosynthese de la
ghréline demeurent peu connus, les mécanismes systémiques responsables de la régulation des taux de
ghréline circulante sont en revanche bien documentés. Seule hormone orexigéne connue, elle est
secrétée principalement par 1’estomac, 1’intestin gréle et le colon (Pour revue Suzuki et al., 2010 ; Zac-
Varghese, 2011). Ses récepteurs GHS-R sont exprimés notamment dans I’ARC de I’hypothalamus :
I’administration de ghréline augmente 1’activité c-fos dans les neurones NPY/AgRP du noyau arqué
(Wang et al., 2002) et la destruction de ces neurones supprime 1’effet orexigene de la ghréline (Chen et
al., 2004), indiquant que la voie de signalisation NPY/AgRP est la plus importante pour I’action
centrale cette hormone. Le principal facteur de régulation de la ghréline est la prise alimentaire : sa
concentration plasmatique augmente pendant les longues périodes de jeun, diminue aprés un repas et
augmente au fur et & mesure qu’on s’en €loigne, avec un pic dans la période précédant les repas. Il
existe également une régulation centrale de la ghréline : une partie non négligeable de 1’élévation de
ghréline circulante dans la période préprandiale serait due a I’anticipation du repas par I’animal (Blum
et al., 2009; Verhagen et al., 2011). De plus, lorsque la ghreéline est injectée dans le systeme nerveux
central, elle a une action sur le nerf vague, le NTS et les autres noyaux hypothalamiques (pour revue
Suzuki et al., 2010).

2.3.2. Endocannabinoides

Les effets de molécules extraites du Cannabis stavia sont connus depuis longtemps et 1’usage,
la Iégalisation voire les bienfaits de cette plante suscitent débats et désaccords dans la société civile.

Des théses entiéres sont écrites sur le A9-tetrahydrocannabinol (THC), le principe actif majeur de la
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plante, et ses effets dus a I’interaction avec leurs récepteurs centraux appelés récepteurs cannabinoides
ou CB (Bermudez-Silva et al., 2010). J’ai volontairement rangé les ECB dans les molécules a action
satiétogene mais cet effet dépend de la dose de THC consommeée : a faible dose, il entraine une
diminution de I’hyperphagie induite par la mise a jeun mais a forte dose, il entraine une augmentation

de ’hyperphagie due a la mise a jeun (Bellocchio et al., 2010).

Les CB connus sont au nombre de trois : CB1, CB2, et GPR55 découvert récemment (pour
revue Li et al., 2011). Ces récepteurs ont, outre le ligand exogéne qui est le THC, des ligands naturels
appelés ECB qui sont actuellement au nombre de deux: [I’anandamide (AEA) et
I’arachidonoylglycerol (2-AG) (Bermudez-Silva et al., 2010 ; Li et al., 2011). Des études récentes ont
montré qu’ils pouvaient étre produits par les hépatocytes, le muscle stri¢, le tractus intestinal et le
pancréas et les neurones (Di Marzo, 2009). Les CB présentent une conservation entre les espéces mais
sont assez hétérogénes entre eux. lls sont exprimés de fagon trés large dans 1’organisme, la forme la
plus abondante étant les CB1 dans le cerveau, nous allons nous concentrer particulierement sur ce type
de CB et sur son implication dans le controle de la prise alimentaire. Les CB1 sont exprimés dans le
cervelet, le cortex et I’hippocampe (De Jesus et al., 2006) mais aussi, et de facon trés intéressante,
dans le cortex piriforme, ’amygdale, les noyaux thalamiques et hypothalamiques (Li et al., 2011) ainsi
que la MO et le BO. Leur voie de signalisation classiquement décrite comprend un couplage avec une
proteine G; et leur activation entraine 1’inhibition de 1’Adenylate Cyclase (AC) et une réduction des
courants calcigues entrant par des canaux calciques voltage-dépendants (pour revue Bermudez-Silva et
al.,2010 ; Li et al., 2011) résultant en une diminution de la quantité de neurotransmetteurs libérée par
effet autocrine présynaptique. Il semble que les ECB puissent étre les effecteurs de molécules de
signalisation de la balance énergétique puisque sans les ECB, la leptine (Pagotto et al., 2006) ou la

ghréline (Kola et al., 2008) ne peuvent par exemple pas agir sur leurs cibles hypothalamiques.

2.4. Signalisation par les molécules anorexigéenes

Les systémes de ‘coupe-faim’ cérébraux sont nombreux, redondants et puissants comme s’il existait

un danger réel a surconsommer de la nourriture et que le SNC était pourvu de plusieurs signaux ‘stop’.

2.4.1. La leptine

Le souris ob/ob ont été découvertes en 1949 dans une colonie d’animaux consanguins dans le
laboratoire Roscoe B. Jackson Memorial, et a été transféré a la souche de souris C57BL6. Les souris
Ob/ob, que je décrirai plus en détail dans la deuxiéme grande partie de ce chapitre, sont obéses,

hyperphagiques, et, avec le temps, deviennent hyperinsulinémiques et hyperglycémiques. Des
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expériences de parabioses des années 1970, qui consiste a greffer 2 organismes 1’un sur I’autre et a
étudier I’influence réciproque de cette greffe, ont montré en utilisant des combinaisons de souris
normales et ob/ob que ces dernieres étaient incapables de produire un facteur circulant responsable de
la satiété, mais qu’elles étaient trés sensibles a ce méme facteur produit par des souris normales. Il
aura fallu attendre deux décennies supplémentaires pour qu’une étude de clonage révéle que le géne
ob encode une hormone, la leptine, exprimée et sécrétée par le tissu adipeux (Zhang et al., 1994).
L’année suivante, les injections de leptine recombinante ont démontré que le produit du géne ob
permettait de réduire efficacement la masse corporelle. Simultanément, le produit du gene db, codant
pour le récepteur de la leptine a été caractérisé et localisé au niveau cérébral. La découverte de la
leptine a ainsi ouvert la voie a tout un champ d’étude sur la prise alimentaire, sur la régulation du

métabolisme énergétique, et sur I’obésité (Lindstrém, 2007).

La leptine est une protéine de 16 kDa codée par le gene ob (Zhang et al., 1994) et synthétisée
principalement par I’adipocyte. La quantité de tissu adipeux présent dans un organisme est un
déterminant essentiel de la quantité de leptine produite (Ahima & Osei, 2004 ; Banks, 2004). D’autres
lieux de synthése existent dans I’organisme, 1’épithélium gastrique et intestinal, le muscle squelettique
strié et le placenta (Ahima & Osei., 2004) mais aussi, et de facon trés intéressante, la MO (Baly et al.,
2007). Ce peptide anorexigene peut franchir la barriere hémoencéphalique et agir sur les structures
centrales (Ahima & Osei, 2004; Banks, 2004; Schwartz et al., 2000) qui expriment deux isoformes
majeures du récepteur a la leptine : i) la forme courte ObRa est dépourvue d’une partie de la région
intracytoplasmique et induit 1’activation partielle des voies de signalisation. Elle semble également
impliguée dans le transport de la leptine a travers la barriére hémoencéphalique. ii) la forme longue et
active, notée ObRb. La liaison ObRb-leptine active principalement la voie des JAK/STAT. D’autres
voies peuvent étre aussi activées ou régulées par la leptine, par exemple la voie de signalisation de
I’insuline IRS-1 (Insuline Receptor substrate 1), la voie des MAP kinases, AMP-kinase et IP3-kinase
(Ahima and Osei, 2004). Ces voies menent a des modifications de transcription génique, responsables
notamment de la baisse de ’expression du NPY dans I’hypothalamus (Zac-Varghese, 2011).
Différentes études montrent que certaines actions de la leptine, comme la modulation de 1’excitabilité
des neurones, sont trop rapides pour étre attribuées a des activations de génes (Ahima and Osei, 2004).
Dans I’hypothalamus, la leptine hyperpolarise les neurones de ’aire hypothalamique latérale (Shiraishi
et al., 1999) en activant des canaux potassiques KATP ATP-dépendants (Spanswick et al., 1997).
Cette activation des canaux KATP a été révélée aussi dans d’autres types cellulaires en culture,
comme la lignée de cellules CRI-G1 sécrétrices d’insuline (Harvey et al., 2000; Harvey et al., 1997).
La leptine est aussi capable de dépolariser les neurones du noyau hypothalamique ventromédian
(Shiraishi et al., 1999) ainsi que les cellules du noyau paraventriculaire (Powis et al., 1998) et induire

ainsi une action anorexigéne puissante. Elle est également impliquée dans des fonctions somatotropes
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en lien avec I’axe hypophysaire et participe ainsi a la mise en place de divers tissus (hématopoiése,
angiogeneése...) pendant le développement (revue de (Harrold, 2004)). En particulier, la leptine est liée
aux mécanismes de la puberté. Cette hormone exerce de plus une action neurotrope incluant la
modulation du guidage axonal ou de la plasticité synaptique. Je reviendrai sur les modéles d’obésité
dépendant de la leptine et sur la régulation leptinergique des fonctions olfactives dans la 2éme partie

de ce chapitre.

2.4.2 L’insuline

C’est un peptide dont I’implication dans la prise alimentaire est connue depuis les années 1950
(Le Magnen, 1956, 1999a, 1999b, 2001; Le Magnen & Julien, 1999a, 1999b). Depuis, un nombre
impressionnant de résultats, d’implications dans différents systémes centraux et périphériques ont été
publiés (pour revue Gerozissis, 2008). L’insuline est secrétée par les cellules béta des Tlots de
Langerhans pancréatiques et est impliquée notamment dans la régulation métabolique périphérique et
la régulation de la prise alimentaire ; de maniere trés intéressante, elle est également exprimée au
niveau de la MO (Lacroix et al., 2008). Elle est en premier lieu synthétisée sous une forme immature,
en tant que prépro-insuline, puis transformée en pro—insuline suite a la formation de ponts disulfures
pour finalement circuler sous sa forme finale apres un clivage par protéases. Bien que le glucose soit le
principal facteur responsable de la sécrétion d’insuline (Le Magnen & Julien, 1999a; Suzuki et al.,
2010), les acides gras, les corps cétoniques et les acides aminés peuvent également stimuler sa
sécrétion de fagon directe ou indirecte, en modifiant les quantités circulantes d’hormones, de peptides
régulateurs ou encore de neurotransmetteurs (Gerozissis, 2008). Des réactions complexes mais
fonctionnelles dés les premiers instants de la vie permettent de dépolariser les cellules béta en
présence d’un fort taux d’ATP lié a un fort taux de glucose via des canaux potassiques sensibles a
I’ATP : cette dépolarisation cause la libération de I’insuline dans le sang (Szollosi et al., 2007 pour
revue Drews et al., 2010). Elle traverse la barriere hématoencéphalique de maniere saturable (Suzuki
et al.,, 2010) suggérant qu’elle le fait par la voie de transporteurs. Ce peptide a deux types de
récepteurs aux affinités différentes, IR.A dans le systétme nerveux et IR.B dans les organes
périphériques (Whittaker et al., 2002), ces 2 formes étant étonnamment exprimées dans le systéme
olfactif (Lacroix et al., 2008). L’insuline ainsi libérée agit, en périphérie, principalement sur le foie et
les muscles et favorise le stockage du glucose sous forme de glycogéne dans le muscle, le foie et le
tissu adipeux en stimulant la lipogenése. Ses taux varient principalement en fonction des repas, ce qui
lui conférerait a la fois une action oréxigene puis anorexigene : elle est libérée de fagon faible mais
continue dans I’organisme avec un pic préprandial d’une dizaine de minutes juste avant les repas

(Powley & Berthoud, 1985 ; Le Magnen, 2001) qui servirait de signal orexigéne. ainsi I’administration
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d’insuline chez des rats a jeun augmente leur sensation de faim et leur consommation alimentaire (Le
Magnen & Julien,1999a ; Powley & Berthoud, 1985). Aprés les repas, on observe la présence d’un pic
plus long (environ une heure) qui correspond a un effet anorexigéne de 1’insuline semblable a I’action
de la leptine (Woods and D’Alessio, 2008). Il a été montré que I’insuline abaisse la réponse des
neurones olfactifs a un signal odorant (Lacroix et al., 2008 ; Savigner et al., 2009) mais je reviendrai

sur ces effets plus longuement dans le chapitre 111 de cette introduction.

2.4.3. La cholécystokinine

La CCK est I’exemple prototypique des hormones de satiété sécrétées par le tractus gastro-
intestinal. Elle est sécrétée lorsque de la nourriture riche en lipides et en protéines atteint le duodénum
et le jejunum (Lin and Chey, 2003). Elle est alors libérée dans le sang et influence la motilité du
tractus gastro- intestinal, la sécrétion d’enzymes de digestion et la sécrétion d’acide gastrique. La CCK
diffuse localement pour stimuler les récepteurs CCKA et CCKB situés sur les terminaisons vagales qui
innervent le tronc cérébral. Elle peut également traverser la barriere hématoencéphalique pour agir au
niveau de récepteurs centraux localisés dans le tronc cérébral et I’hypothalamus et induire une
diminution de la prise alimentaire (Woods and D’Alessio, 2008). Le taux de cholecystokinine
augmente a la fin des repas et reste élevé pendant plusieurs heures. L’administration d’un antagoniste
des récepteurs CCKA conduit a une durée d’ingestion plus longue et une prise de calories plus
importante. La CCK est donc un facteur de satiété : son administration exogéne contribue a diminuer

la taille d’un repas une fois qu’il a été initié (Gutzwiller et al., 2004).

3. L’obésité

L’obésité touche toutes les classes sociales et tous les pays du monde méme si les prévalences
sont supérieures chez les plus pauvres. Les régimes alimentaires changent en méme temps que les
revenus dans les pays en voie de développement, et il existe une transition de la consommation de
céréales et de tubercules vers la viande, la graisse, les sucres, mais aussi les fruits et les Iégumes.
Contrairement aux idées recues, le mode de consommation occidental, et les excés dont il est
coutumier n’impacte pas seulement les classes sociales défavorisées, mais bel et bien les classes
moyennes et les milieux riches. Par exemple, en Chine, depuis 1’apparition de la nourriture
occidentale, I’obésité a explosé dans les milieux les plus aisés. Cette surconsommation va également
de pair avec un mode de vie de plus en plus sédentaire. Dans les pays en voie de développement, la

proportion de personnes obéses ou en surpoids a triplé de 1980 a 2008, et a quasiment doublé dans les
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pays & hauts revenus (Stevens et al., 2012). Malheurcusement, il est aujourd’hui impossible d’ignorer
que 1’obésité, avec une consommation excessive de sels, de gras et sucres est liée a [’augmentation de
I’incidence de maladies dévastatrices comme cancer, diabéte, maladies cardiovasculaires et accidents
vasculaires cérébraux (AVC). Par ailleurs, 1’obésité se caractérise par un exceés de consommation de
nourriture de qualité déséquilibrée : les obéses souffrent de dénutrition avec une chute des sels
minéraux et des vitamines ingérées, ce qui fragilise tout I’organisme.

Chez des personnes qui ont un rapport a la nourriture totalement désorganisé, 1’éducation
alimentaire est primordiale et le lien a I’aliment doit étre expliqué, en particulier aux enfants, pour
qu’ils améliorent leurs régimes alimentaires et augmentent leur activité physique a titre préventif. Il est
toutefois difficile d’appliquer des recommandations globales puisque les régimes alimentaires varient
selon la disponibilité des revenus, des préférences culturelles, des denrées... Un dossier trés complet
sur les habitudes alimentaires de différentes populations, leur impact sur la santé, la fagcon dont elles
pourraient étre influencées par des données économiques, et la maniére dont I’agriculture et les
politiques de santé publiques pourraient &tre amenées a s’y adapter et évoluer, est disponible sur

internet (http://www.odi.org/future-diets).

L’épidémie d’obésité ne peut pas simplement étre expliquée par la transformation des modes
de vie et de la modification de données économiques, pas plus qu’elle ne peut étre endiguée
simplement par un mode de vie sain, davantage de sport et des politiques sociales adaptées, surtout
quand la personne est déja obése. De multiples facteurs, incluant de facon non exhaustive des facteurs
génétiques, psychosociaux, environnementaux ou encore pharmacologiques contribuent de fagon
significative a 1’obésité et font I’objet d’études trés détaillées (McAllister et al., 2009). Dans ce
contexte, il est nécessaire de disposer de trés nombreux modéles d’animaux obéses pour apporter des
preuves expérimentales spécifiques avec I’étude des causes hypothétiques de I’obésité, qu’elles soient
métaboliques et/ou cérébrales, et de leur traitement, et pouvoir éventuellement les transposer a
I’Homme. Pour ma part, je ne décrirai ici que quelques-uns de ces modeles, les plus utilisés et les plus
proches de la thématique de recherche de cette these, mais une liste compléte de ces modéles est
dressée par plusieurs revues (Kanasaki and Koya, 2011; Lutz and Woods, 2012; Nilsson et al., 2012).
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3.1 Les modeles de I’obésité chez les rongeurs

3.1.1 Les modeles monogéniques

Je décrirai principalement les modéles monogéniques de rongeurs majoritairement dépendant
de la leptine (a I’exception des MCR4-KO que je décris en fin de chapitre), d’une part puisque ce sont
les mieux décrits dans la littérature, et d’autre part puisque j’ai moi-méme utilisé de facon extensive le
modele ob/ob. Ce sont des modéles dans lesquels un seul géne est absent ou déficient puisque les
animaux avec un défaut de la signalisation leptinergique dans I’hypothalamus développent rapidement

un phénotype obése morbide.

Souris ob/ob

Comme indiqué plus t6t dans le chapitre, une mutation spontanée est a I’origine du phénotype
obese marqué des souris ob/ob, identifié par Coleman (1978). Ce n’est que lorsque le produit du géne
muté, la leptine, a été identifié par Zhang et al. (1994) que les travaux sur les origines génétiques de
’obésité ont débuté. Phénotypiquement, I’absence de leptine conduit a une obésité marquée et précoce
caractérisée par une hyperphagie, une dépense énergétique réduite et une hypothermie, ainsi que
d’autres effets secondaires incluant 1’hypercorticosteronémie, une résistance a 1’insuline associée a de
I’hyperglycémie et de I’hyperinsulinémie, un hypothyroidisme et un déficit d’hormone de croissance.
Ces souris sont également stériles. L’obésité des souris ob/ob est une des rares formes d’obésité a
pouvoir étre traitée par une administration exogéne de leptine, qui, par injection répétée, rétablit tous
les défauts phénotypiques constatés. La déficience en leptine a été observée dans de rares cas d’obésité
humaine (O’Rabhilly, 2009)

Souris db/db

Les souris db/db ont un phénotype similaire aux ob/ob : elles sont hyperphagiques, ont une
dépense énergétique réduite conduisant a une obésité marquée et précoce, sont hypothermiques et ont
également une déficience en hormone de croissance. Cependant, certaines d’entre elles présentent une
hyperglycémie encore plus marquées que les ob/ob, et bien qu’elles soient capables de sécréter de la
leptine, elles ne possédent toutefois pas de récepteur Ob-R fonctionnel. Ces souris sont insulino-
résistantes et développent un phénotype partiel de diabéte de type II, ce qui leur a valu d’étre
fréquemment utilisées pour 1’étude des syndromes similaires a cette maladie. Comme pour les ob/ob,
cette mutation du récepteur a la leptine peut étre trouvée chez I’Homme, mais elle est extrémement

rare.
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Rats Zucker, ZDF et Koletsky.

De fagon analogue aux souris db/db, plusieurs modeles de rats leptino-résistants ont une

mutation sur le géne du récepteur Ob-R. Les rats obéses Zucker (fa/fa ou « fatty ») et les rats Koletsky
portent des formes mutées du domaine extra-cellulaire du récepteur a la leptine. lls développent un
phénotype similaire d’hyperphagie et de dépense énergétique réduite, conduisant a une obésité
morbide. Ces rats ont une tolérance réduite au glucose, un déficit de croissance potentiellement lié a
I’activité de 1’axe gonadotrope (GH/IGF-1), un hypothyroidisme ainsi qu’une fertilité réduite.
Les rats Koletsky ont une mutation qui abolit I’expression de ’ARNm du récepteur a la leptine
(Friedman, 1998). A I’opposé, la mutation fa/fa des rats Zucker est associée a un défaut de transport
du récepteur & la leptine : ’hormone est bien produite mais est retenue dans le compartiment
intracellulaire. Les cellules des rats Zucker expriment bien le récepteur a leur surface mais leur
nombre est tres réduit et diminue de fait la détection de leptine et la transduction du signal. Par rapport
au rats Zucker, les rats Koletsky présentent une hypertension artérielle et un phénotype plus sévere
d’insulino-résistance.

Les rats ZDF (Zucker Diabetic Fatty) sont dérivés d’une souche de rats Zucker présentant une
dérégulation précoce du métabolisme du glucose. Les rats ZDF développent rapidement des diabétes
lorsqu’ils regoivent un régime gras (High-fat Diet, HFD), et une partie de leur propension a
développer des diabétes précoces serait liée a une expression altérée du transporteur de glucose dans le

muscle squelettique (Zierath et al., 1998).

Souris MC4R-KO

La voie dépendante de la leptine, n’est pas directement impactée dans ce modéle, mais il reste
malgré tout trés utilisé dans différentes études. L’a-MSH et I’AgRP influencent I’homéostasie
énergétique a travers leur action sur les récepteurs MC. En particulier, le sous-type MC4 est impliqué
dans le contrdle de la prise alimentaire. Une inactivation spécifique de MC4 par une souris
transgénique déficiente en MC4R induit une hyperphagie et une obésité morbide (Huszar et al., 1997).
Les souris MC4R-KO sont également hyperinsulinémiques, hyperglycémiques et hyperleptinémiques.
Par contraste avec d’autres modeles d’obésité, ces souris n’ont pas de taux de corticosterone circulants
tres élevés. Les souris MC4R-KO sont insensibles & la leptine, & I’a-MSH et a I’AgRP. Des mutations
similaires des récepteurs MC4 chez I’Homme sont souvent citées comme étant la cause d’obésité
d’origine génétique la plus fréquente.

Un modele de rat MC4R-KO a également été décrit par Mul et al. (2012) : méme s’il posséde
beaucoup de caractéristiques en commun avec son homologue murin, il existe des différences,
notamment dans I’hypothalamus, ou chez la souris MC4R-KO, il existe une expression augmentée de
NPY mais pas de POMC, alors qu’a I’inverse, le rat MC4R-KO exprime plus de POMC, alors que le

niveau d’expression du NPY reste inchangé.
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3.1.2 Les modeéles DIO (Diet-Induced Obesity)

Les modéles DIO reflétent bien la majorité des cas d’obésité observés chez I’Homme (c'est-a-
dire d’origine non génétique, mais induite par I’alimentation) par rapport aux modéles génétiqguement
modifiés et constituent de fait une cible privilégiée pour différents essais thérapeutiques. Ils
constituent également des modéles d’obésité qui ne sont pas purement dépendant du systéme
leptinergique mais d’origine plurifactorielle. Différentes souches de souris répondent differemment
aux régimes gras HFD proposés. Les souris C57BL6/J, que j’ai utilisées pendant ma thése, sont tres
prisées pour les études DIO puisqu’elles développent un phénotype similaire au syndrome
métabolique humain lorsqu’elles sont nourries avec un régime HFD (obésité, hyperinsulinémie,
insuline-résistance) (Collins et al., 2004). De facon intéressante, au sein de la famille C57, certaines
souches peuvent se montrer trés résistantes au HFD et ne développer que peu ou pas de phénotype
malade, comme la souche C57BL/Ksj. Chez le rat, les souches Sprague Dawley ou Long Evans sont
fréquemment utilisées pour ce type d’études. La manipulation des différents éléments constitutifs du
régime peut restaurer en partie un phénotype obése chez ces modéles, méme en cas de poursuite du

régime HFD.

3.2 L’impact de I’obésité sur I’homéostasie énergétique

Les hormones et les différents peptides impliqués dans la régulation de I’homéostasie
énergétique et la prise alimentaire sont impactés par I’obésité. Je décrirai ici les symptomes et
perturbations majeurs décrits dans la revue de Crespo et al. (2014), en me concentrant de nouveau sur
les molécules impliquées dans des interactions entre homéostasie énergétique et systéme olfactif.

Bien que le role de la ghréline dans 1’étiologie de I’obésité soit encore mal compris, elle est
considérée comme une cible vitale de par sa capacité a induire un état positif de la balance
énergétique. Des études ont montré que 1’absence de ghréline ou de son récepteur GHS-1a protégeait
les souris contre les effets d’un régime HFD (Wortley et al., 2005; Zigman et al., 2005). Par ailleurs,
une immunisation a la ghréline chez des rats a permis de réduire la prise de poids, alors que des
anticorps anti-ghréline injectés chez des souris réduisent la consommation alimentaire aprés une
période de jeun de 24h et permettent le maintien d’une dépense énergétique élévée (Mayorov et al.,
2008). Néanmoins, 1’absence de ghréline chez des animaux ob/ob ne semble pas diminuer la prise
alimentaire ou le gain de poids, malgré une légere réduction de la glycémie.

En ce qui concerne la leptine, les mutations de son récepteur induisent une obésité chez

I’Homme comme chez I’animal. Chez un individu obese, le transport de la leptine a travers la barriére
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hémato-encéphalique est défectueux, ce qui suggére une résistance du SNC a la leptine. Cette
résistance pourrait également étre associée a des anomalies de signalisation leptinergique (Morton et
al., 2006). L’insuline est un signal de satiété et d’obésité (Schwartz and Porte, 2005). Une expression
réduite ou la délétion de récepteurs a 1’insuline dans le cerveau conduit a une hyperphagie et une
obésité (Kuliczkowska-Plaksej et al., 2012).

Dans de nombreux cas d’obésité, les taux de glucocorticoides circulant sont trés élevés, et
exercent un effet orexigene par inhibition du CRH et stimulation de 1’expression du NPY (Kyrou et
al., 2006). Il a été également montré que chez des patients obeses, 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien répondait plus efficacement a différents stimuli (Pasquali et al., 2006).

Enfin, il faut préciser qu’il n’existe pas de modéle d’obésité chez le rongeur basé sur la

manipulation génétique des récepteurs a 1’insuline.
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Chapitre III : Interactions olfacto-alimentaires et
problématique de la theése
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Dés la fin des années 1950 trois modalités sensorielles sont mises en évidence concernant le
choix des aliments : les sens chimiques, de loin les plus puissants (Rolls, 2005), puis la texture estimée
dans la cavité buccale par le nerf trigéminal et la vision (Le Magnen and Julien, 1999b). La
combinaison des systéemes gustatif, olfactif (ortho- et rétro- nasal) et trigéminal est extrémement
importante puisqu’elle définit, apres intégration corticale, la flaveur d’un aliment mis en bouche.
Jacques Le Magnen est le premier & mettre en évidence I'implication du systéme olfactif dans la prise
alimentaire (pour revue, Le Magnen, 2001). Ainsi, des aliments énergétiquement identiques mais qui
différent au moins par une caractéristique sensorielle sont consommés en quantité différente. La
modalité sensorielle qui a le plus d’impact pour orienter le choix de I’animal dans ce contexte est
I’olfaction (Le Magnen, 1999c¢). Les rats auxquels leur aliment habituel est présenté avec une nouvelle
odorisation augmentent leur prise alimentaire de 43%. Le Magnen a alors odorisé le méme aliment
successivement avec quatre odeurs différentes et a présenté chaque aliment odorisé pendant 30
minutes, aboutissant & des quantités ingérées cumulées de 72%. L’apparition de nouveaux stimuli
olfactifs inhibe donc le signal de satiété et conduit ’animal a consommer plus que ses besoins
physiologiques (Le Magnen, 1999a,b). Le numéro 1 du volume 33 de la revue Appetite parue en 1999

fait le point sur les publications de Le Magnen parue en francais.

L’olfaction intervient comme indicateur de la valeur qualitative des aliments (valeur
hédonique), induisant des préférences liées au plaisir (Le Magnen, 1999c¢). Elle peut étre utilisée aussi
comme indicateur de la valeur énergétique de 1’aliment suite a une association (Le Magnen, 1999c).
De plus, il existe une notion de satiété sensorielle spécifique : aprés avoir été nourri a satiété avec un
aliment, la réponse neuronale vis-a-vis de la flaveur de cet aliment spécifique diminue, mais pas pour
d’autres aliments (pour revue Le Magnen, 2001 ; Rolls, 2005). Cette satiété sensorielle se manifeste
notamment au niveau du cortex orbitofrontal ou la valeur de plaisir lié¢ a ’odeur est représentée (Rolls,
2005) : par exemple les réponses a I’odeur de banane sont diminuées aprés une consommation de
banane (O’Doherty et al., 2000). C’est un processus différent de 1’habituation, qui est un mécanisme
purement olfactif intervenant dans les premiéres étapes du codage olfactif, au niveau de la muqueuse

et du BO, indépendamment de processus mnésiques et/ou hédoniques.

A la suite de Le Magnen, Pager s’est attachée a tester I’influence du statut alimentaire et de la
palatabilité des aliments sur la réponse des M/TC du BO. Il s’avére que les M/TC, chez un rat affamé,
répondent mieux aux odeurs a valeur alimentaire (palatables), qu’aux odeurs neutres, tandis que chez
le rat rassasié, cette différence de réactivité disparait (Pager et al., 1972). Cette palatabilité peut étre
induite en habituant ’animal a I’aliment odorisé. L auteur démontre ainsi qu’une odeur associée a un
aliment peut acquérir une « valeur alimentaire » ainsi que la capacité d’activer plus fortement les
M/TC (Pager, 1974). En plus de ces fonctions sensorielles, de récentes avancées suggérent que le

systeme olfactif est intimement lié au systeme endocrine qui régule la balance énergétique (pour revue
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(Palouzier-paulignan et al., 2012). Ainsi, durant les cycles de prise alimentaire, ou lors des désordres
métaboliques que j’ai évoqué au chapitré précédent, 1’olfaction est modulée en réponse aux niveaux
changeants de nombreuses molécules (en périphérie, ghréline, insuline, leptine et CCK..., dans le
SNC, orexines, NPY...). En plus d’étre un senseur de la valeur énergétique et de la palatabilité des
aliments, le systéme olfactif serait donc également un senseur chimique de ’état énergétique de
I’organisme et de 1’état nutritionnel. Je décrirai dans ce chapitre les mécanismes d’interaction
bidirectionnelle entre systeme olfactif et systemes régulateurs du métabolisme énergétique et

I’influence de 1’état nutritionnel de 1’organisme sur la perception olfactive.

1. Données sur les systemes orexigénes et anorexigenes dans le systeme olfactif :
synthese locale et localisation des récepteurs

Le statut nutritionnel d’un individu influence sa capacité a détecter des odeurs. De maniére
générale, le jeline facilite la détection des odeurs, en particulier celles associées a un aliment, alors que
la satiété vis-a-vis d’un aliment particulier réduit la capacité a détecter 1’odeur spécifiquement associée
a cet aliment (O’Dobherty et al., 2000; Mulligan et al., 2002). Les peptides du métabolisme énergétique
et les hormones que j’ai décrits dans le chapitre 1, qui sont responsables des mécanismes cellulaires
qui sous-tendent faim et satiété, ont de nombreux récepteurs dans différentes parties du systeme

olfactif, dés ses premiers étages, dans la MO et le BO (figure 1.11).

1.1. Systémes orexigenes

Ghréline. Le récepteur de la ghréline GHSR-1a est présent dans la GL, la MCL et la GCL du
BO (Tong et al., 2011). Dans le méme article, les auteurs montrent 1’importance de la ghréline pour la
régulation de I’aversion olfactive conditionnée chez le rongeur et pour la modulation du flairage a la
fois chez le rongeur et I’humain.

ECB. Le récepteur aux endocannabinoides CB1, impliqué dans la régulation de I’appétit et la
consommation d’aliments palatables, est régulé en partie par la leptine (Di Marzo, 2009) et est présent
dans les cellules de soutien de la MO dans ’AON (Hermann and Lutz, 2005). 1l sont également
présents en grand nombre sur les fibres centrifuges au BO (Soria-Gomez et al., 2014). Dans le BO,
I’injection locale d’un agoniste des récepteurs CB1 diminue I’hyperphagie qui suit une mise a jeun de
24h chez la souris (Soria-Gomez et al., 2014). Elle diminue également I’habituation comportementale
induite par présentation répétée d’une odeur a la souris. Ces souris explorent davantage les odeurs. Il a

été démontré dans cet article auquel notre équipe a participé que les CB1 régulent Iactivité des
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terminaisons des fibres centrifuges, sans que I’on ait déterminé pour 1’instant le signal qui enclenche la
synthése accrue d’anandamide dans le BO en réponse a la mise a jeun. Une hypothése serait que les
CBI servent de médiateur de 1’action de la leptine, de fagon comparable a I’hypothalamus (Cardinal et
al., 2014).

NPY. C’est un neuropeptide qui est présent a la fois dans le BO et la MO. Au niveau de cette
derniére, on trouve du marquage NPY au niveau des cils des OSN, dans les cellules de soutien et dans
les cellules engainantes. Il existe également un faible marquage au niveau du corps cellulaire des
OSNSs. Dans le BO, le NPY est localise de fagon éparse sur les corps cellulaires des neurones mais
aussi sur les cellules engainantes de la GL (Jia and Hegg, 2010). Les fibres a NPY qui projettent sur le
BO proviendraient du locus coeruleus (Bouna et al., 1994) ou plus probablement de 1’hypothalamus,
mais il n’existe de pas de données précises sur les connexions hypothalamo-bulbaires. 1l est intéressant
de noter que (i) le NPY augmente les réponses en EOG aux odeurs chez les rats a jeun (Negroni et al.,
2012) et (ii) la suppression par KO d’un des récepteurs du NPY, Y1, conduit a un déficit modéré mais
spécifique des fonctions olfactives (Doyle et al., 2008). Les auteurs suggérent que le NPY pourrait étre
un facteur neuroprolifératif essentiel pour la MO et des études plus poussées pourront dans le futur
déterminer avec précision 1’action de ce neuropeptide anoréxigéne dans la MO et le BO.

Orexines. Les récepteurs aux orexines sont fortement exprimés par les M/TC (Caillol et al.,
2003).

1.2. Systémes anorexigénes

Insuline. Il existe un débat dans la littérature concernant les synthéses locales d’insuline et de
leptine dans la MO et le BO. La controverse concerne particuliérement les faibles niveaux de présence
d’insuline dans le cerveau et les quantités d’insuline détectées dans la MO qui proviendraient de la
circulation périphérique irriguant fortement tout 1’épithélium nasal (Urayama and Banks, 2008).
Toutefois, la maniére dont I’hormone est transportée du sang vers la MO n’est pas totalement
comprise. En revanche, pour ce qui est du BO, I’insuline est transportée a travers la barricre
hématoencéphalique, via un transport saturable. I convient de noter qu’elle est transportée vers le BO
bien plus rapidement que vers toute autre région du cerveau et que le BO est la région cérébrale a la
plus forte concentration en insuline, et ou ses récepteurs sont répartis de maniére extrémement dense
(Banks et al., 1999; Lacroix et al.,, 2008). Il est également & noter aussi que la barriére
hématoencéphalique est trés perméable au niveau du BO (Ueno et al., 1996). Des données obtenues a
I’INRA de Jouy (Lacroix et al., 2008) indiquent I’existence d’une source locale d’insuline au sein de la

MO : des facteurs de transcription codants pour I’insuline (Pdx1) ainsi que des convertases impliquées
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dans la maturation des précurseurs de I’insuline (voir chapitre Il) sont présents dans la MO et
suggerent I’existence d’une transcription locale, qui serait également possible dans le BO.

Mais, malgré les doutes qui subsistent sur la production locale et les voies d’entrées de cette
hormone dans le BO et la MO, la densité de récepteurs a ’insuline (IR) ne peut, elle, étre mise en
doute : ’immunolocalisation a permis de visualiser une forte densité d’IR dans le BO ainsi qu’au
niveau du cortex olfactif et du systeme limbique comme par exemple ’AON, le PC, le TO, ou le CE
(Unger et al., 1989). En somme, la plus grande affinité de fixation de I’insuline sur son récepteur IR, la
plus grande densité de récepteur IR et la plus grande activité IR-kinase dans le cerveau sont
observables au niveau du BO, confirmant que la signalisation IR est active dés les premiéres étapes de
la détection des odeurs et de la transduction de I’information olfactive. Plus précisément, dans le BO,
les IR sont exprimés dans des zones dendritiques riches en synapses, comme I’EPL, et de fagon plus
faible dans la couche GL (Lacroix et al., 2008; Marks et al., 2009), GCL et MCL.

OSN dendritic knobs and cilia

OXR OSN = olfactory sensory neuron
IR = insulin receptorkinase

SUS microvilli ¢

Ob-R = leptin receptor

GLUTI&3 OXR = orexin receptor

R

o-R GLUT=glu-cose transporter
GLUT!
Acpons CB1 = cannabinoid receptor 1
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Figure 1.11 Représentation schématique de P’expression des récepteurs aux facteurs majeurs du
meétabolisme au sein du systéme olfactif. La partie supérieure du schéma indique la distribution cellulaire et
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subcellulaire de divers récepteurs dans la MO (olfactory mucosa). La partie inférieure indique la méme chose au
sein du BO (olfactory bulb). Figure modifiée de Palouzier-paulignan et al. (2012).

Leptine. Elle est « ’autre hormone anorexigéne » et serait aussi produite en petite quantité a la
fois dans la MO (Morash et al., 1999; Baly et al., 2007) et dans le BO. Les Ob-R (les deux isoformes)
sont assez largement observés dans les aires olfactives, comme dans le LOT (Elmquist et al., 1998), le
PC (Getchell et al., 2006b) ou le BO (Prud’homme et al., 2009). Dans la MO, les Ob-R sont observés
au niveau des boutons dendritiques d’OSN matures a la surface de I’épithélium et en quantité moindre
au niveau d’OSN immatures. On trouve également ces récepteurs sur les cellules de soutien et des
glandes de Bowman (Getchell et al., 2006). Enfin, certaines cellules de la muqueuse sécrétrice d’OBP

sont également sensibles a la leptine (Badonnel et al., 2009).

La CCK est un des neuropeptides les plus abondants dans le cerveau. Aprés avoir franchi la barriere
hémato encéphalique, elle est détectée au niveau du tronc cérébral, de I’hypothalamus, mais aussi du
BO, de ’AON, des tubercules olfactifs et du PC (Gutiérrez-Mecinas et al., 2005). Dans le BO, la CCK
est détectée dans toutes les couches neuronales excepté celle de I’ONL. De fortes concentrations de
CCK ont également été détectées dans les tubercules olfactifs. Les récepteurs du CCK sont répartis
dans le cortex olfactif, et le CCK2R est notamment présent dans I’AON et le PC (Honda et al., 1993).
Dans le BO, CCK2R est spécifiquement présent au niveau de I’IPL et dans les MC et les cellules

juxtaglomérulaires (Ma et al., 2013).

Hippocampus

Orexins

Leptin

Insulin

Adipose tissue

5 Gastrointestinal tract

Pancreas

Figure 1.12 Modulation du BO par voie hormonale et nutritive. Les molécules orexigénes produites
centralement et en périphérie (les orexines et la ghréline, respectivement), améliorent la sensibilité olfactive,
alors que les signaux anorexigénes, comme la leptine ou I’insuline ont un effet global inhibiteur sur la perception
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olfactive. Les métabolismes glucidique et lipidique pourraient étre sondés par les circuits olfactifs par I’activité
des transporteurs de glucose et des canaux potassiques sur les MC, ce qui modifierait en retour les processus
olfactifs par la régulation des informations efférentes au BO. Figure extraite de (Soria-Gomez et al., 2014). La
liste des abréviations est contenue dans le texte.

2. Interactions olfacto-alimentaires : études fonctionnelles

Au sein du systéme sensoriel, le BO serait une structure centrale sous influence du statut
nutritionnel et capable de contrdler la prise alimentaire. Une bulbectomie totale induit la disparition du
sens olfactif et une hyperphagie chez 1’animal (Miro et al., 1982). Les cellules du BO expriment des
récepteurs aux orexines et a la leptine (Prud’Homme et al., 2009), des récepteurs aux ECB (Bermudez-
Silva et al.,2010 ; Li et al., 2011) ainsi que des récepteurs a I’insuline (Colley et al., 2004)et au NPY.
Ces molécules ont un effet sur les neurones bulbaires : ainsi 1’orexine module I’activité des MT/C dans
des tranches de BO de rat (Hardy et al., 2005) et chez des rats a jeun, les antagonistes de 1’orexine ou
la leptine diminuent ’activité c-fos des neurones bulbaires de toutes les couches du BO, exception
faite en condition spontanée (Prud’Homme et al., 2009), ou I’injection de c-fos chez les rats & jeun
augmente I’activité des MC et GC (Prud’Homme et al., 2009, figure 6 C). De plus, apres une
consommation de nourriture palatable, les taux de CCK, signal périphérique impliqué dans le contréle
a court terme de la prise alimentaire, augmentent dans le BO, principalement au niveau de la couche
GCL (Martin et al., 2009). Enfin, des données récentes pointent également une implication des CB

dans le contrdle de la sensibilité olfactive chez le Xénope (Breunig et al., 2010; Czesnik et al., 2007).

Ces données sur les interactions BO/prise alimentaire convergent sur le fait que le BO est
partie prenante du réseau de structures cérébrales impliqué dans les mécanismes centraux de
régulation de la prise alimentaire. Si le BO est impliqué dans le réseau des structures modulant la prise
alimentaire, non seulement sa lésion ou son inactivation devrait la perturber mais, en retour, il devrait
présenter une plasticité spécifique liée a 1’état nutritionnel. Nous voulons résumer ici les données
fonctionnelles montrant cette régulation bidirectionnelle dans le systéme olfactif, préciser les questions
essentielles qui restent a étre résolues pour comprendre cette interaction complexe au niveau du BO,

et, pour terminer 1’ introduction, exposer le sujet de cette these.

2.1. Interactions entre état nutritionnel et perception olfactive : études
comportementales

Nous avons vu précédemment les données de Le Magnen et de Soria-Gomez sur I’implication

du systéme olfactif dans 1’induction de la prise alimentaire chez le rongeur. Chez I’humain, les stimuli
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sensoriels, notamment chimiques, sont largement impliqués dans la régulation centrale de la prise
alimentaire, consistant a préparer 1’organisme a recevoir des aliments pendant la phase céphalique
(pour revue Mattes, 1997). Chez certains patients (nourrissons et personnes trés agées) atteints de
troubles neurologigques accompagneés par des désordres de la prise alimentaire obligeant & utiliser une
nutrition entérique, la stimulation des voies olfactives par de 1’huile de poivre noir est un moyen
efficace pour reverser 1’anorexie en permettant & nouveau une prise par voie orale (Munakata et al.,
2008).

A T’inverse, I’hypothése d’une modulation du statut nutritionnel sur la perception des odeurs a
¢été également étudiée. S’il est expérimenté de tous que la perception des odeurs est différente lorsque
I’on est a jeun ou suite a un bon repas, les travaux anciens de Cabanac chez I’homme montrent que la
valeur hédonique d’un aliment change selon I’état nutritionnel, ce qu’on qualifie d’alliesthésie
(Cabanac and Duclaux, 1973). Des études plus récentes montrent que la valeur hédonique d’une odeur
alimentaire est plus importante dans I’état affamé que 1’état rassasié alors que la valeur hédonique
d’une odeur non alimentaire semble augmenter avec la satiété (Jiang et al., 2008). Des résultats plus
récents confirment que les signaux du statut nutritionnel modulent le comportement et la perception
olfactifs. Ainsi, des travaux montrent que 1’exploration d’une odeur alimentaire est augmentée en cas
de jetine de 48 heures chez les rats (Prud’Homme et al., 2009). De plus, en 2006, Getchell et al. ont
montré que les souris obéses déficientes en leptine de la souche Ob/Ob ont de meilleures performances
olfactives pour trouver leur nourriture que les souris sauvages, suggérant que la leptine aurait pour role
de diminuer le seuil de la perception olfactive. Ils montrent dans ce sens qu’une injection de leptine
réduit les performances olfactives de ces souris (Getchell et al., 2006). Karine Julliard au CNRL
(Lyon) a publié plusieurs articles en se basant sur la tiche d’aversion olfactive conditionnée ou les rats
apprennent a éviter une odeur d’acétate d’isoamyl mélangée a leur eau de boisson parce qu’elle a été
préalablement associée a un malaise gastrique induit par injection de chlorure de lithium. Les rats a
jeun pendant 22 heures détectent et évitent cette odeur aversive a de plus faibles concentrations que les
rats nourris suggérant que le seuil de détection d’une odeur non alimentaire mais associée a une
aversion est abaissée par le jelne (Aimé et al., 2007). Au cours de sa thése dans le laboratoire IMNC
en collaboration avec I'INRA de Jouy, Mounir Bendahmane a également montré une baisse du seuil
d’apparition des réponses spatiotemporelles enregistrées dans le BO chez des rats a jeun comparés a
des rats nourris, que ce soit en réponse a une odeur alimentaire ou a une odeur neutre.

Il apparait donc que les molécules de signalisation du statut nutritionnel peuvent agir sur le
systeme olfactif en augmentant la sensibilité olfactive pendant le jelne et en la diminuant pendant les
périodes de satiété. Des études a I’'INRA de Jouy et au CRNL se sont également intéressées aux
orexines et a la leptine. Des tests comportementaux utilisant ces sighaux moléculaires clés ont été

réalisés dans ce sens et ont montré que les performances olfactives étaient diminuées par une injection
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intra-cérébroventriculaire (i.c.v.) de leptine alors qu’elle était augmentée avec une injection i.c.v.
d’orexine (Julliard et al., 2007). En plus de ces effets sur le seuil de détection olfactive, 1’activité
d’exploration olfactive d’une odeur alimentaire chez des rats rassasiés augmente suite a une injection
d’orexine, mimant ainsi 1’état affamé alors qu’une injection d’antagonistes de 1’orexine ou de leptine,
mimant pharmacologiquement 1’état rassasi¢ chez des animaux affamés, diminue 1’exploration
olfactive de ’odeur alimentaire (Prud’Homme et al., 2009). L’implication des signaux orexigénes ou
anorexigénes dans les modifications de [D’activité du systéme olfactif fournit une preuve
supplémentaire et solide du rétrocontrdle qu’exerce le statut nutritionnel sur le systéme olfactif.
L’injection intra-cérébro-ventriculaire d’orexine A induit une diminution de I’activité spontanée des
M/TC chez le rat anesthésié (Apelbaum et al., 2005), dont les mécanismes ont été décrit par des études
sur tranches (Hardy et al., 2005).

Chez I’étre humain, les différences de seuil de détection et la valeur hédonique des odeurs
alimentaires et non alimentaires restent mal connues et varient en fonction des études (Albrecht et al.,
2009), méme si certaines données montrent des différences d’influence de la leptine en fonction du
sexe sur les seuils de détection et ’identification des odeurs (Karlsson et al., 2002). Plusieurs facteurs
entrent en jeu chez I’humain, notamment des éléments subjectifs, rendant difficiles la compréhension
de la perception, de I’identification des odeurs mais aussi de I’attribution des valeurs hédoniques. Une
chose reste sure : la perception des odeurs et la valeur que nous leur attribuons reste dépendante de

I’état de faim ou de satiété (revue de Yeomans, 2006) (figure 1.12).

2.2. Etudes moléculaires, cellulaires et fonctionnelles par électrophysiologie et
imagerie

Ces résultats sur les changements comportementaux traduisent des changements dans les
structures périphériques et centrales qui gérent le traitement sensoriel et le comportement lié au
systéme olfactif. La premiére structure qui peut &tre modulée par le statut nutritionnel est le détecteur
des odorants, la MO. Elle posséde des récepteurs aux peptides signaux du statut nutritionnel,
notamment des récepteurs a la leptine et a I’insuline exprimés dans les cils olfactifs des OSN.
L’expression des récepteurs a la leptine (Baly et al., 2007) et a I’insuline (Lacroix et al., 2008)
augmente apres 48 h de jeline. Des études ex-vivo ont montré une influence de ces deux peptides clés
sur Pactivité des OSN et sur Dactivité électrique de la MO. En effet, des études sur les rythmes de
décharge des OSN en patch clamp sur des tranches de MO ont montré que la leptine et I’insuline
augmentent les rythmes de décharges spontanées des OSN et inversement diminuent leur capacité a
répondre aux odeurs (Savigner et al., 2009). La réponse globale de la MO a un odorant mesurée par

électro-olfactogramme est diminuée apreés instillation d’insuline (Lacroix et al., 2008). Est-ce que le
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reste du systeme olfactif (notamment le BO) présente également un changement d’activité en fonction
du statut nutritionnel ou est-il le reflet de I’entrée sensorielle de la MO modifiée par le statut

nutritionnel ?

Des marquages immunohistochimiques montrent la présence de récepteurs a la leptine et aux
orexines dans le BO (Caillol et al., 2003; Hardy et al., 2005; Prud'Homme et al., 2009). L’étude des
genes d’activité précoce comme le c-fos révéle une forte activation des couches mitrales et granulaires
du BO chez des animaux a jeun 48h comparés aux nourris en présence d’odeur alimentaire ou
familiere (Prud’Homme et al., 2009) : de maniere trés intéressante, cet effet peut étre reversé par
I’injection locale de leptine ou d’antagonistes des orexines (toutefois, I’injection de leptine en
conditions spontanée chez des animaux a jeun 48 h induit une augmentation de I’activité des couches
mitrales et granulaires (Prud’Homme et al., 2009, figure 6 C). Des études in vitro ont montré que
I’activité des MT/C du BO est modifiée par I’application d’orexine dans le bain de perfusion (Hardy et
al., 2005). Ces études suggérent que I’intervention du BO dans la régulation des performances
olfactives ne se limite pas a relayer un signal modifié au niveau de 1’entrée sensorielle de la MO mais
que le traitement bulbaire peut étre également affecté par le statut nutritionnel, au travers de la

modulation par des signaux hormonaux circulants ou par des neuromodulateurs.

Des études in vivo ont été aussi menées depuis pres de quarante ans maintenant. Jeanne Pager
(1972) a commencé I’étude du BO en étudiant dans des conditions physiologiques de jelne ou de
satiété 1’activité des M/TC en fonction du statut nutritionnel (Pager et al., 1972). Ainsi, elle a montré
que chez des animaux éveillés les cellules mitrales répondaient plus fortement a une odeur d’aliment
apres un je(ne de 22 heures que dans un état de satiété. Si cette odeur n’est pas alimentaire, ces
différences entre les réponses d’animaux a jeun ou nourris sont abolies. Elle montre également que
sans les retours centrifuges (inhibés par section des fibres centrifuges), cette différence de sensibilité
aux odeurs alimentaires versus non alimentaires est abolie. Ces résultats sur des enregistrements
unitaires ont été repris par Apelbaum et Chaput (2003) également a Lyon. lls montrent que les cellules
mitrales répondent plus fortement chez un animal affamé ce qui montre de fagcon convergente avec
Pager que le BO d’un animal affamé est plus réactif que celui d’un animal rassasié. Cependant,
différemment des résultats de Pager, les réponses des mitrales enregistrées chez le rat a jeun sont
augmentées quelle que soit la nature de 1’odeur. Cette différence est probablement due a la nature du
protocole expérimental utilisé : Apelbaum et Chaput (2003) ont travaillé sur des rats anesthésiés tandis
que Pager avait travaillé sur des rats éveillés. Ces auteurs émettent 1’hypothése que I’anesthésie
change 1’état des retours centrifuges en les inhibant, ce qui comme la section des fibres centrifuges,
montre que le rétrocontréle cortical serait responsable de la sélectivité aux odeurs d’aliments. 1l faut
noter que sur les retours centrifuges sont exprimés des récepteurs CB1 aux endocannabinoides qui sont

impliqués dans la régulation de 1’hyperphagie induite par mise a jeun chez la souris (Soria-Gomez et
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al., 2014). Dans la partie des résultats et de la discussion je reviendrai sur I’importance de la régulation

des couches d’entrée et de sortie par la leptine.

Ces études montrent une différence dans la représentation temporelle des odeurs, induite par le
statut nutritionnel a 1’échelle de I’activité unitaire. Une étude ancienne montre une modulation de
’activité du cortex piriforme du chat en fonction du statut nutritionnel (Freeman, 1960). Concernant le
BO, Chabaud et ses collaborateurs (2000) ont montré chez des animaux vigiles qu’au moins deux
structures présentent une augmentation de la réponse oscillatoire, spécifiquement de I’activité de type
béta, a une stimulation odorante en fonction du statut nutritionnel. De maniere intéressante, chez les
rats a jeun les réponses oscillatoires aux odeurs dans le cortex entorhinal changent quelle que soit la
nature des odorants alors que dans le BO, elles sont sélectivement augmentées pour une odeur
alimentaire. En effet, aucune différence n’est observée dans le BO lorsqu’une odeur non alimentaire
neutre est présentée. De plus, ces travaux montrent un effet d’habituation chez les animaux nourris
lorsqu’ils sont stimulés plusieurs fois avec la méme odeur. Cette habituation n’a pas lieu chez les
animaux a jeun : lorsqu’ils sont stimulés avec 1’odeur alimentaire, ils ne diminuent pas leur réponse.
Ces résultats vont dans le sens des travaux de Pager (1972) et montrent une sélectivité des réponses
bulbaires aux odeurs alimentaires. Récemment, Thiebaud et al. (2014) ont rapporté une perte nette
d’OSN et de leur projections axonales chez des animaux ayant suivi un régime HFD, concomitante
avec la diminution de I’amplitude des electro-olfactogrammes enregistrés. Cette perte d’OSNs est
associée a des changements de prolifération neuronale et du cycle apoptotique. Lors de taches
comportementales de discrimination olfactive, les souris maintenues sous régime HFD discriminent
moins bien les odeurs et apprennent plus lentement une tache de discrimination olfactive, et lorsque un
phénotype normal est restauré aprés arrét de la diéte HFD, elles conservent leur déficits olfactifs. Un
déséquilibre chronique de la balance énergétique semble donc induire des changements structuraux et
fonctionnels & long terme dans un systeme sensoriel congu pour encoder des informations chimiques et

altere les comportements olfactifs et les mécanismes de récompense.

Les résultats obtenus au CRNL montre que 1’insuline module I’activité spontanée et I’activité
induite par la présentation d’odeur des OSN étudiées sur tranches de MO (Savigner et al., 2009) mais
aussi des M/TC enregistrées sur tranches de BO (Kuczewski et al., 2014). Cette hormone a un effet
inhibiteur puissant sur les circuits olfactifs. Ces résultats viennent compléter toutes les données de
I’équipe de Debrah Fadool en Floride qui a montré dans plusieurs articles la régulation importante de
I’activité des cellules mitrales par I’insuline, notamment via 1’activation d’un canal potassique
(Kv1.3). Une autre étude récente du CRNL a montré que le transporteur de glucose GLUT4 et le co-
transporteur sodium-glucose de type 1 (SGLT1) étaient fortement exprimés dans le BO, et que
I’expression de GLUT4 y était dépendante de 1’état nutritionnel. La concentration de glucose

intrabulbaire est également plus élevée que dans le reste du cortex, et contrairement a ce dernier,
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semble étre sensible aux variations de glycémie (Al Koborssy et al., 2014). Enfin, le CCK sécrété par
les cellules TC et exciter les cellules MC, créant ainsi une boucle amplifiant les projections des paires

de glomérules activés par la stimulation d’un OR (Ma et al., 2013).

Ces donneées suggérent fortement qu’il existe un lien étroit entre la régulation de la balance
énergétique et ’olfaction. De fait, le systéme olfactif n’est plus considéré uniquement comme un
détecteur de signaux chimiques externes a 1’organisme, mais également comme un détecteur paralléle

de signaux chimiques internes liés au métabolisme énergétique (Palouzier-paulignan et al., 2012b).

3. Nouveaux candidats pour la modulation de I’activité olfactive : GLP-1 et PK2

Deux peptides anorexigénes ont été tout récemment étudiés dans le cadre de la régulation de
I’activité olfactive dans le BO et ont fait I’objet de présentations tres intéressantes respectivement au
congres de la Société Francaise a Montpellier en 2015 et au congrés de la société américaine de
neurosciences & Washington en 2014. Nicolas Thiebaud, de I’équipe de D. Fadool, a montré un rdle
important de Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1, une incrétine, hormone intestinale, sécrétée en réponse
a un repas et inhibant la sécrétion de glucagon et la vidange gastrique) dans la régulation de leur
activité par le GLP-1. Une présentation orale de Marie Mortreux a la SFN (Mortreux et al, 2014), en
these sous la direction de Stephanie Migrenne dans le laboratoire de Christophe Magnan qui collabore
avec notre équipe, a décrit les effets de la Prokinéticine 2 (PK2) dans le BO. La PK2 est un
neuropeptide anoréxigéne de 1’hypothalamus, dont le role avait été montré auparavant dans la
neurogenése olfactive (Ng et al., 2005). La PK2 bulbaire est aussi impliquée dans la prise alimentaire
chez des modeles DIO d’obésité.

L’ensemble de ces études montre clairement qu’il existe un rétrocontréle du statut nutritionnel
sur I’activité du BO et que ces mécanismes sont loin d’étre complétement élucidés. De plus, il apparait
clairement que les interactions olfacto-alimentaires via les molécules de la régulation de la prise
alimentaire et de la balance énergétique est un domaine en expansion et qui verra de nouvelles donnée

publiées dans les prochains mois.
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4. Problématique de la these : étude de la plasticité spatiotemporelle des
représentations sensorielles dans le BO chez les souris ob/ob déficientes en
leptine

Je voudrais faire un point rapide sur cette longue introduction avant de poser les questions qui
ont animé ma thése. Nous avons vu que le BO est la premiére structure qui encode les odeurs. La
représentation des odeurs y est spatiotemporelle. Nous pouvons y enregistrer in vivo la répartition
spatiale de D’activité par imagerie et la dynamique temporelle par électrophysiologie pendant le
comportement. L’activité du BO est fortement régulée par ’état de la balance énergétique. Il a été
montré que I’état nutritionnel et les troubles du métabolisme, et notamment 1’obésité, perturbent
I’expression de protéines régulant la balance énergétique dans des structures du systéme olfactif. Ces
molécules modifient les capacités olfactives des animaux en fonction de leur état nutritionnel et la
représentation des odeurs alimentaires. Cependant, leur impact sur la représentation spatiotemporelle
des odeurs alimentaires et des odeurs neutres dans le BO, ainsi que la plasticité de cette représentation
des odeurs, suite a un apprentissage par exemple, restent a définir dans les modeles animaux de
I’obésité. Particulierement, I’action de la leptine a été relativement peu décrite, alors qu’il s’agit d’une
hormone primordiale dans la régulation du métabolisme énergétique et de la prise alimentaire et qui
est associeée aux troubles de I’obésité. Pour etudier le lien entre obésité, leptine et activité olfactive, il
existe des modéles déficients en leptine comme les souris ob/ob. Par ailleurs, dans la littérature se
trouvent deux modeles de rongeurs de I’obésité, 1'une d’origine génétique (ob/ob chez la souris, fa/fa
chez le rat), ’autre d’origine alimentaire. Dans le contexte de cette thése, il est donc intéressant de
confronter la maniére dont I’olfaction est impactée dans ces deux modéles différents, I’un centré sur
I’implication de la leptine, ’autre reproduisant un métabolisme énergétique globalement perturbé,
dont les causes sont plurifactorielles, et généralement plus proche de ce qui est observé chez

I’Homme.

Nous avons vu précédemment dans ce chapitre les données intéressantes sur les interactions
olfacto-alimentaires et des résultats sur I’obésité que nous pouvons maintenant représenter sous forme
d’un triangle (figure 1.13.) dans lequel nous pouvons placer les références majeures de la littérature
que nous avons citées jusqu’ici, ainsi que les modéles de souris obéses du chapitre Il. Ce triangle se

compose de cing axes majeurs liant olfaction, prise alimentaire et obésité.
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OLFACTION

Axe 4
Axe 2
Axe 1 Axe 5

Prise alimentaire Axe 3 S
> | OBESITE
(balance énergétique)

Figure 1.13 Représentation schématique des interactions entre systéme olfactif, systéme de régulation de
la prise alimentaire et obésité. Les cing axes sont décrits dans le texte suivant ce schéma.

L’axe 1 est caractérisé par I’influence de I’olfaction sur la prise alimentaire et repose
historiqguement sur les données de Le Magnen (2001) et plus récemment sur les données de Soria-
Gomez et al. (2014)(Le Magnen, 2001; Soria-Gomez et al., 2014)(Le Magnen, 2001; Soria-Gomez et
al., 2014)(Le Magnen, 2001; Soria-Gomez et al., 2014)(Le Magnen, 2001; Soria-Gomez et al.,
2014)(Le Magnen, 2001; Soria-Gomez et al., 2014). En retour, ’axe 2 décrit I’influence des
mécanismes métaboliques sur 1’activité olfactive et repose historiquement sur les données de Pager et
al. (1972) qui montrent la modification par 1’état nutritionnel de 1’activité électrophysiologique
enregistrée dans le BO chez des rats éveillés. L’axe 3 concerne les modeles de 1’obésité chez les
rongeurs, notamment souris ob/ob et DIO, et les données chez le rongeur et chez I’'Homme qui
indiquent que I’augmentation de la prise alimentaire est fortement impliquée dans 1’obésité. Dans cet
axe apparaissent également des parametres d’activité, notamment de motricité (Matheny et al., 2009;
Pollock et al., 2015). L’axe 4 correspond au contexte de mon sujet de thése dans lequel nous étudions
la maniere dont la plasticité olfactive est impactée dans le BO de modéle ob/ob et DIO. Dans cet axe,
1’équipe de Deborah Fadool a étudié la plasticité olfactive de la MO dans un modéle DIO, avec une
obésité induite de facon plus tardive par rapport a notre protocole (Thiebaud et al., 2014). La
littérature abondante de I’INRA de Jouy en Josas et du CRNL sont dans les axes 1,2 et 4. L axe 5 reste
inexploré puisque, malgré le fait qu’il existe une corrélation entre trouble olfactifs et obésité chez
I’Homme, aucune étude n’a mis en évidence une relation de cause a effet entre olfaction et obésité : a
ma connaissance, il n’existe pas d’étude montrant une induction de 1’obésité uniquement via des
mécanismes sensoriels. Enfin, il est & remarquer qu’il existe peu de données concernant la régulation

de I’activité des circuits bulbaires par la leptine, excepté 1’étude en c-fos de Prud’homme et al. (2009).

Pour étudier le lien entre leptine, obésité et activité bulbaire nous avons opté pour 1’analyse

des souris ob/ob. Pour répondre a la question de la plasticité de la distribution spatiale de I’activité
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dans le BO, nous avons développé une étude en MEMRI chez la souris. Le défi était d’observer ces
changements d’activité dans tout le BO, en activité spontanée, en réponse a une odeur alimentaire
(odeur d’amande rendue appétitive par association a une pate sucrée), et en réponse a une odeur neutre
jamais rencontrée par les souris (pentylacétate). Une injection de leptine était aussi a effectuer chez les
ob/ob pour voir si les changements observés étaient réversibles. Etant donné les variations de
neurogenese et d’inflammation qui sont observées dans le cerveau des souris obéses DIO (Boitard et
al., 2012, 2014), nous devions également nous intéresser a ces deux parametres. Le devenir des
activités oscillatoires gamma et béta, bien caractérisés dans le BO, étant totalement inconnues dans les
modé¢les d’obésité, nous avons également entrepris 1’étude de cette dynamique temporelle de I’activité
du BO chez la souris vigile effectuant une tache de discrimination olfactive, opérant et renforcée, de
type Go/No Go.

A cet axe majeur d’étude des ob/ob, nous avons ajouté en fin de thése le début d’une étude
complémentaire par imagerie MEMRI des souris DIO, dont je présenterai les résultats a la soutenance
orale. Sur les DIO nous avons également collectées des données métaboliques et comportementales

spontanées pour commencer a y caractériser les interactions olfacto-alimentaires.

Aprés avoir présenté les développements techniques que nous avons effectués au cours de
cette thése pour répondre aux questions que je viens de poser (partie « méthodes expérimentales),
j’aborderai nos données sur les cartes spatiales, I’activité oscillatoire pendant une tdche de
comportement de discrimination odorantes, et la neurogenése qui sont profondément modifiés chez les
souris ob/ob (partie « résultats »). Nous montrons une sensibilité particuliére des couches profondes du
BO a la présence de leptine et il semble que cette hormone puisse régler ou accorder 1’activité d’entrée
et de sortie du BO. Enfin, j’aborderai les données de la littérature a méme d’appuyer cette
interprétation (partie « discussion ») en portant un regard critique sur les limites de nos approches ainsi
que celle des données de la littérature pour proposer des perspectives de recherche qui pourraient faire

suite a mes travaux.
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Le projet éthique correspondant a 1’ensemble des expériences menées dans ma these, excepté
I’expérience en imageric MEMRI qui fait I’objet d’un projet déposé, a été expertisé et validé par le
comité d’éthique en expérimentation animale n°59 (Paris Sud et Centre) et a été enregistré sous le
numéro 01847.01 par le ministére de la Recherche. J’ai moi-méme passé mon habilitation a
expérimenter sur animaux vivants en septembre 2014. J’ai un passeport de compétences a jour. Toutes
les expériences sur les souris ont été conduites en accord avec la Directive Européenne 2010/63/UE

relative a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques.

Les cinq groupes d’expériences « comportement olfactif spontané, imagerie, comportement
opérant associé a 1’électrophysiologie, quantification de la neurogeneése, quantification par RTPCR de
I’inflammation » ont été effectués sur des groupes de souris obéses et de souris témoins qui sont
propres a chaque groupe d’expérience, les souris n’ayant pas ¢té utilisées d’une série d’expériences a

[’autre.

1. Animaux, hébergement et alimentation

Les animaux utilisés au cours de cette these provenaient tous des laboratoires Janvier (Le
Genest-St-Isle, France). Tous les animaux ont été placés dans I’animalerie de I’Institut de Biologie
Animale Intégrative et Cellulaire (IBAIC), qui incorpore le batiment d’ IMNC. Le numéro d’agrément
C91471104 fourni par les services vétérinaires de la Direction Départementale de la Protection des
Populations pour 1’animalerie court jusqu’en 2018. La température de 1’animalerie (22 £+ 0.5°C),
I’humidité (50 £ 5%) et les cycles de lumiére/obscurité alternés (12h/12h, 8h-20h) ont été maintenus

de fagon constante pendant le séjour de I’ensemble des animaux utilisés.

Aprés I’accueil en animalerie des souris en provenance de la société Janvier Lab, tous les
animaux ont eu un temps d’acclimatation d’au moins une semaine avant de débuter les expériences
d’imagerie en aigu ou les implantations chroniques d’électrodes pour les enregistrements pendant le
comportement. Ce délai d’une semaine a été respecté également pour le début des expériences de

neurogenése ou pour les quantifications par RTPCR.

Les témoins homozygotes (+/+, C57BL6, &gés de 6 a 10 semaines) et hétérozygotes (ob/+, de
méme age) ont eu un acces ad libitum a I’eau et a la nourriture (Maintenance diet for Mice A04, SAFE
Diets, Augy, France) riche en protéines (16.1%) et en amidon (43.5%), mais relativement pauvre en
lipides (3,1%) et en sucres (3.2%), pour un apport calorique total de 2791 kcal/kg (figure 2.1). Nous
avons choisi de travailler avec des souris males C57BL/6j puisque c’est le fond génétique des souris

obeses ob/ob, et qu’il s’agit d’une souche particuliérement utilisée pour les modéles d’obésité DIO.
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Les souris homozygotes ob/ob, génétiquement déficientes en leptine (« ob » indique qu’un des
deux alleles du gene pour la leptine est inactif) et de méme age que les témoins ont quant a elles eu un
accés ad libitum a I’eau, mais pas a la nourriture, limitée a 3g par jour/souris. Nous avons été
contraints de minimiser la prise de poids de ces souris obéses hyperphagiques afin de ne pas entraver
les performances des animaux pendant les expériences comportementales et de ne pas géner la mise en
place et le maintien des animaux au cours de certains protocoles, comme par exemple dans I’aimant de
I’IRM.

M Cereals

M Animal Proteins

i Vegetable proteins

M Vitamin and Mineral
mixture

Figure 2.1 Composition de la nourriture standard (site internet du fabricant Safe).

Les animaux DIO sont des souris C57BL/6J méales de 5 semaines ayant eu un accés ad libitum
a I’eau et a un régime trés riche pendant au minimum 3 mois, avec un suivi de poids hebdomadaire.
Pour le premier lot de souris, nous avons utilisé le régime Purified Diet 235 HF de SAFE diets,
présenté sous forme de granules de 10 mm, riche en protéines (17%), lipides (22.5%) et en sucres
(42.3%), pour un apport calorique total de 4397 kcal/kg (soit une augmentation de 1’apport énergétique
de 57% par rapport au régime standard). La ration alimentaire se composait a la fois de nourriture
hypercalorique et de nourriture standard de sorte que la souris avait le choix dans sa consommation
alimentaire. Cela nous a permis de Vérifier que les souris consommaient la nourriture grasse par choix

et non pas par obligation si elles n’avaient que la nourriture hypercalorique a manger.

Pour les souris DIO, les témoins sont des animaux males de méme souche (C57BL/6j) de
méme age, et issus du méme lot. Ces souris témoins placées dans une cage distincte des DIO sont dans

des conditions de nutrition ad lib par nourriture standard.
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Figure 2.2. Composition détaillée de la nourriture 235HF (site internet du fabricant Safe).

Malheureusement, ce premier régime 235HF ne s’est pas révélé efficace pour produire une
prise de poids chez les C57BL6, les animaux DIO ne présentant pas de différence significative de
poids avec les témoins. En analysant la consommation journaliére de ces granules, il s’est avéré que
celle des animaux DIO était beaucoup plus faible que celle des animaux témoins nourris avec la
nourriture standard et également inférieure aux recommandations du fabriquant (entre 3 et 6g par jour

et par souris), nous amenant a nous interroger sur la palatabilité du régime choisi.

Nous avons alors utilisé le régime Purified Diet 230 HF du méme fabricant, présenté sous
forme de pate compacte, riche en protéines (17,4%), plus riche en lipides (35.8%) mais moins en
sucres (35%) que la nourriture standard, pour un apport calorique total plus important a 5317 kcal/kg
(soit une augmentation de I’apport énergétique de 90% par rapport au régime standard). La
composition détaillée de la nourriture 230HF est fournie ci-dessous.

59% 1.0% u CASEIN

uLARD
35,0%
= u SAFE MINERAL
2058
36,8% 1 SAFE VITAMIN 200

Figure 2.3. Composition détaillée de la nourriture 230HF (site internet du fabricant Safe).

u SACCHAROSE

Ce second régime a été mieux assimilé par les animaux, qui ont consommé la quantité

préconisée par le fabriquant et ont pris plus de poids que les animaux témoins, pour présenter un
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phénotype obése apres 3 mois de régime (Poids moyen des animaux obéses > Poids moyen du groupe
témoins + 3 SEM). Ce régime contient une quantité totale de sucres moins importante, mais la source
principale de sucre est le saccharose, alors que le régime standard contient principalement de
I’amidon. Par ailleurs, ce régime est constitué de 35.8% de lipides (contre seulement 3.1 % dans un
régime standard), ce qui représente un apport lipidique onze fois supérieur en comparaison avec le

régime standard.

2. Phénotype général des souris obéses

2.1. Pesées

Le poids des souris DIO a été relevé toutes les semaines pendant 3 mois (qui est la durée
standard préconisée pour induire une obésité avec un régime HF), tandis que celui des souris ob/ob a
été relevé en fonction des expériences : comme précisé précédemment, pour ne pas géner la mise en
place des animaux ob/ob dans I’aimant de I’TRM, nous devions limiter la prise de poids de ces souris
et effectuer rapidement les acquisitions aprés leur arrivée au laboratoire. La pesée était effectuée a titre
de vérification avant 1’expérience. En revanche, les animaux suivant le protocole de comportement
Go/Nogo étant soumis a une restriction hydrique, nous avons suivi quotidiennement le poids des
animaux pour relever une éventuelle anomalie, mais leur poids est resté stable, chez les ob/ob comme
chez les témoins. La pesée de la nourriture consommee était effectuée en méme temps que la pesée des
animaux, et effectuée sur la cage entiére, en vérifiant que les animaux n’aient pas dissimulés de

nourriture dans leur litiére.

Nous avons mesurée la prise alimentaire par cage de souris sur 24 heures puis ramené cette
consommation a chaque souris en divisant par le nombre de souris de la cage. Pour connaitre
réellement la consommation individuelle, il faudrait isoler les souris, ce que nous ne pouvons pas faire

puisque I’isolement impacterait leur comportement et leur prise de poids.

2.2 Glycémie

Nous avons dosé la glycémie des souris grace a ’appareil Glucofix de Menarini (utilisé en
clinigue humaine et vendue en pharmacie). L’utilisation de cet appareil ne présente que peu de
contraintes, et consomme trés peu de sang par bandelette de mesure, étant donné que la glycémie chez

les mammiferes a la méme valeur a jeun, d’environ 0.7 & 1.1 g/litre environ. La prise de sang a lieu
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sous anesthésie trés 1égere a I’isoflurane en piquant délicatement I’extrémité de la queue de 1’animal
grace a une aiguille 26G. La goutte de sang est recueillie sur la bandelette de mesure. La bandelette est
placée dans I’appareil (qui est calibré régulierement grace a des solutions étalons du fournisseur) et
une lecture optique permet de connaitre la valeur de la glycémie. L’ensemble de la mesure dure
environ 10 secondes. Les mesures sont faites chez les souris nourries et les souris mise a jeun la nuit,
pendant 17 heures, de 16 h a 9 heures. Ce temps de 17h est 1’équivalent des 24h de mise a jeun chez
I’Homme et indique si I’ensemble des mécanismes conduisant a la régulation de la glycémie a jeun

sont intacts.

2.3. Locomotion

L’observation globale des souris obéses ob/ob montre qu’elles sont moins actives dans leur
cage d’accueil a ’animalerie que leurs témoins et voisines dans 1’armoire ventilée. Pour mesurer
I’activité locomotrice générale des souris et savoir si les obéses respectent les cycles circadiens
d’activité, nous avons testé, avec 1’aide d’Alexis Faure, leur locomotion dans un actimeétre
automatique, composé de 8 cages individuelles transparentes (20 cm de haut pour 10 cm de large et de
profondeur) (équipe de Sylvie Granon au laboratoire NeuroPSI d’Orsay). Chaque cage contient une
série de faisceaux de lumiere infrarouge et virtuellement divisée en quatre parties, la mesure du
nombre d’interruption des faisceaux étant effectuée sur 24h en disposant boisson et nourriture dans la
cage test. Chaque souris dans sa cage test a une période d’habituation de 2 jours avant la mesure de
son activité. Le nombre de coupure des faisceaux (un point moyenné toutes les 30 min) correspond
aux déplacements faits par I’animal et constitue une mesure globale de 1’activité de chaque souris au

cours d’un cycle de 24h.

2.4. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats sur la phénotypage des souris est réalisée avec le logiciel
Statview. Les données obtenues étant nombreuses et suivant une distribution normale, nous avons
choisi le t test de Student apparié (intragroupe) et non apparié (intergroupe) comme test statistique
pour comparer les souris obeses versus les souris témoins pour la masse corporelle et la glycémie. Les
résultats sont exprimeés par la moyenne + erreur type de la moyenne (Standard Error of the Mean,

S.E.M). Le seuil de rejet de I’hypothése nulle pour I’ensemble des analyses est de 5 %.

Dans toutes les figures du manuscrit, les degrés de significativité seront indiqués par * p< 0.5 ;
**p<0.01 ; *** p<0.001.
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3. Odeur alimentaire et odeur neutre utilisées pour le MEMRI

3.1. Fabrication de ’odeur alimentaire et choix de I’odeur neutre

Pour les expériences d’imagerie MEMRI, le choix des odeurs utilisées ne pouvait étre basé
uniquement sur des critéres chimiques. En premier lieu, les animaux devaient apprendre a associer
I’une des odeurs présentée a un aliment pour pouvoir ensuite comparer celle-Ci & une odeur a valence
neutre (qui n’a jamais été rencontrée au préalable par les animaux). Ensuite, cette odeur devait induire
un signal fonctionnel enregistrable dans le BO. Ce n’¢était malheureusement pas le cas du régime A04
délivré habituellement aux souris, comme a pu le constater notre équipe et avant nous celle de Nadine
Ravel a Lyon (Chabaud et al., 2000). Lors de la thése de Mounir Bendahmane au laboratoire sur la
plasticité olfactive chez des rongeurs a jeun, il avait été montré une association efficace et durable
entre une odeur d’aréme d’amande (Vahiné, solution commerciale pour la cuisine) et une pate a base
de farine et tres légérement sucrée. Nous avons pu répliquer la création de cette odeur alimentaire avec
succes chez nos souris en fabriquant la pate suivante : 100g de farine, 5.3g de sucre, 100 ml d’eau, 1
ml d’ardbme d’amande, et chauffée au four a micro-ondes pendant quelques secondes. Les animaux ont
recu une boulette de 0.5g de cette préparation un jour sur deux pendant plusieurs semaines, suite a
quoi ils ont développé une nette attirance pour ces nourriture, qu’ils ont consommé avidement méme

en étant nourris ad libitum avec la nourriture Safe standard.

L’odeur a valence neutre que nous avons utilisée est le pentylacétate. Bien qu’étant aversive a
forte concentration, elle fait partie d’'une famille de molécules odorantes classiquement utilisée dans
les études olfactives chez le rongeur, notamment d’IRM fonctionnelle de type Blood Oxygen Level
dependent dans le BO de rat (Yang et al., 1998, Martin et al. 2007) ou précédemment utilisée dans le
cadre d’une étude par MEMRI du BO par notre équipe (Gobbo et al., 2012). Cette odeur est connue

pour induire une activité globale dans toutes les régions du BO.

3.2. Tests comportementaux d’exploration olfactive spontanées (non opérants)

Tous les tests ont lieu le matin entre 9h et midi. Les souris sont identifiées par un marquage a
Ioreille et passent dans un ordre aléatoire, ¢’est-a-dire que ce ne sont pas les mémes souris qui ont fait
le test a 9h a chaque fois. Ils ont été effectués par Lauréne Abjan (stagiaire M1 encadrée par H.

Gurden) et Hirac Gurden.
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Exploration de la pate odorisée versus la pate non odorisée

Comme il avait été démontré que les souris ob/ob étaient plus rapides a détecter une nourriture
tres palatable cachée sous la sciure (cookie a base de beurre de cacahuete, (Getchell et al., 2006)),
nous avons voulu effectuer deux tests complémentaires de ce test de détection en utilisant notre propre
cookie odorisé. Nous avons d’abord étudi¢ chez des souris nourries 1’effet de 1’odeur d’amande par
rapport a des indices visuels, ou par rapport a « une odeur de type sucré » qui pourrait étre contenue
dans la pate puisqu’elle est composée partiellement de sucre, en comparant le temps d’exploration de
la pate odorisée versus la pate non odorisée. Chacune des pates est placée dans un cone de pipette
automatique de 1 ml dont I’embouchure est coupée et élargie. Les deux cOnes sont placées sur la grille
de la cage test (cage ventilée Allentown L :40 cm , | :25 cm, H :18 cm contenant de la sciure) a 10 cm
I’un de I’autre. Les souris sont habituées a la cage test, contenant deux cones vides a 10 cm d’écart (ce
sont ces mémes cones qui seront remplis de pate le jour test), une heure tous les jours pendant quatre
jour avant le test qui a lieu le cinquiéme jour. La pate est assez enfoncée dans le cone pour que la
souris ne puisse pas la golter avec sa langue. L’emplacement du cone cible entre souris se fait suivant

un ordre aléatoire.

Nous avons alors répliqué ces expériences chez des souris a jeun de 17 heures avant le test.
Pour ne pas induire d’interférence avec le test a I’état nourri, nous avons espacé les tests d’au moins
quinze jours et nous avons systématiquement inversé la position des cones contenant la pate odorisée
versus non odorisée. 1 est & noter que les tests ont toujours été faits dans le sens « 1* essai nourri, 2°™
essai a jeun ». Nous aurions voulu obtenir des données chez les souris ob/ob a jeun mais elles
deviennent totalement immobiles apres une période sans nourriture de 17h. Comme nous 1’avons
décrit en introduction, une mise a jeun induit un changement drastique de la balance énergétique avec,
pour les hormones synthétisées en périphérie, une baisse aigiie et provisoire de leptine et d’insuline et
une augmentation de ghréline. Il est donc probable que ces changements affectent le métabolisme
et/ou la motivation des souris déficientes en leptine. Cependant, nous avons indiqué les résultats
obtenus a jeun chez les témoins ob/ob, les DIO et leurs témoins pour montrer que leur sensibilité

olfactive était accrue dans ces conditions.

Pour permettre I’enregistrement des déplacements de 1’animal dans la cage et autour des
cbnes, une caméra est fixée pour prendre une vue de face et une autre en biais sur le c6té permet de
prendre une vue complémentaire si la vue de face n’est pas bonne comme sur les photos ci-dessous ou

on voit I’exploration d’un cone par une souris ob/ob.
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VAR

Figure 2.4. Prise de vue des deux caméras, I’une de face a gauche et I’autre de biais a droite, de I’activité
d’exploration spontanée. A) et B) souris ob/ob explorant un c6ne contenant la pate odorisée a ’amande (prise
de vue de face et de coté). Notez 'utilité des deux vues. C) Souris DIO explorant un cne contenant un papier
filtre imbibé de 1’odeur alimentaire (50ul de I’aréme d’amande a 5%, vue de coté). D) Souris témoin dans la
méme situation qu’en C. E) Souris témoin DIO explorant le cne contenant du papier filtre imbibé de 1’odeur
neutre (50pl de pentyl acétate a 5%, vue de face).

Seuls sont comptés les temps en seconde que chaque souris passe clairement a explorer le
cone au contact ou trés proche de celui-ci en position de flairage. Le temps d’exploration est fixé a 3
minutes. La mesure du temps d’exploration a été faite en aveugle par deux personnes (Lauréne Abjan,
stagiaire de M1 au laboratoire et Hirac Gurden) sous le logiciel libre Kinovea qui permet de faire des

ralentis de la vidéo.

Exploration de ’odeur d’amande, de I’odeur d’orange et de ’odeur de pentylacétate

Ce test permet de tester 1’attractivité de 1’odeur alimentaire en mesurant le temps que passe
chaque animal a explorer un cone contenant 1’odeur alimentaire, puis des cones contenant des odeurs
neutres. 1l a été effectué et analysé par les deux personnes précédemment citées. Avec le méme
protocole et dispositif expérimental, nous avons mesuré le temps d’exploration de I’odeur d’amande
diluée a 5% (la concentration utilisée pour la stimulation odorante dans les expériences de MEMRI)
dont 50 pl ont été placées sur un papier filtre qui a été glissé dans un cone de pipette de 1 ml. Un autre

cbne contenant un papier filtre imbibé de 50 pl d’huile minérale a été placé a 10 cm du cone cible.

L’ardme d’orange est fabriquée également par Vahiné et disponible dans le commerce. 50 pl
d’une solution a 5% sont disposés tous les jours dans une boule a thé remplie de sciure et déposée dans
la cage d’accueil de toutes les souris. L habituation a I’odeur dure pendant deux semaines avant le jour
test qui a lieu comme précédemment décrit. Cette odeur est connue par les souris mais non associée a
une nourriture. Enfin, nous avons utilisé le pentyl d’acétate comme odeur neutre, jamais rencontrée
par les souris avant le jour test. Comme il a été reporté que 1’odeur de pentylacétate a forte
concentration pouvait étre aversive, nous avons utilisé cette odeur & une concentration non aversive de

5%, équivalente a celle de ’odeur d’amande. Cette molécule odorante simple qui rappelle ’odeur de
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banane a été utilisée dans de nombreuses études comportementales (Prud’homme et al., 2009) et
d’imagerie (Martin et al., 2007).

3.3. Analyse statistique pour le comportement olfactif spontané

Dans ces tests comportementaux non opérants, nous avons un groupe de souris réduit en
nombre et surtout un nombre de passage en test qui est unique pour ne pas habituer I’animal a I’odeur
testée. Les résultats sont exprimés par la moyenne + erreur type de la moyenne (Standard Error of the
Mean, S.E.M). Dans ce cadre nous avons opté pour un test non paramétrique de Mann-Whitney pour
tester des différences entre les groupes, en utilisant le logiciel Statview. Le seuil de rejet de

I’hypothése nulle pour I’ensemble des analyses est de 5 %.

4. Conditions expérimentales de I’imagerie MEMRI

4.1. Injection de manganeése, stimulation olfactive et enregistrement IRM

Le principe général de la technique est d’effectuer le marquage de 1’activation par manganése
chez l’animal vigile avant de passer 1’animal en IRM. L’IRM de pondération T1 révéle, par
enregistrement de I’animal a 1’état anesthésié, I’accumulation de manganése qui a eu lieu dans le BO
pendant la période vigile, avant de passer dans 1’aimant. De fait, avant de débuter I’acquisition IRM,
les animaux recoivent a 10 min d’intervalle deux injections de 10 pl de chlorure de manganése
(solution isotonique de 10mM) dans chaque narine via une seringue Hamilton de 10 pl. Cette injection
alternative permet a la souris de respirer sans difficulté. Aprés 20 minutes, soit le temps minimal
nécessaire pour que le manganése soit chargé dans les neurones olfactifs (Gobbo et al., 2012), les
animaux ont été placés dans une boite perforée de nombreux trous pour I’aération et 1’évacuation des
pulses d’odeur. Les pulses sont délivrés a la main en poussant doucement une seringue de 60 ml
connectée a chaque filtre pour filtration d’échantillon (Sterile syringe filter VWR, pore de 0.2 um)
pendant 30 secondes. La stimulation a lieu pendant 10 min par des pulses alternatifs de 30 secondes
d’air et d’odeur (Amande 5% ou Pentylacétate 1 et 5%, dilution dans I’huile minérale, a pression de
vapeur saturante) poussées dans une petite boite plastique (L : 12 cm; H: 10 cm; | :8 cm). Ce type de
stimulation permet d’éviter I’habituation et est inspirée d’une étude précédente de 1’équipe en 2DG
(Martin et al., 2012) et en MEMRI (Gobbo et al., 2012). Pour estimer 1’activité spontanée dans le BO,

les souris ont re¢u uniquement des pulses d’air.

4.2. Protocole d’acquisition MEMRI
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La technique de MEMRI chez la souris a ét¢é mise au point sur la plateforme d’IRM du
laboratoire d’Imagerie par Résonance Magnétique Médicale et Multi-Modalités d’Imagerie (IR4M,
CNRS UMRS081) par I’ingénieure de la plateforme, Catherine Sébrié et Caroline Sezille, une
étudiante en M2 qui a précédé mon arrivée a IMNC. J’ai retravaillé ce protocole avec Catherine Sébrié
notamment pour déterminer le temps optimum d’estimation du signal MEMRI apres ’injection de
manganése. La vitesse de transport antérograde du manganése étant comprise entre 3.6 et 18 mm/h, on
peut considérer que le manganéese atteint les glomérules olfactifs du BO apres 90 min (Roy et al.,
2005; Gobbo et al., 2012). Avant d’étre placés dans I’aimant, les animaux ont été anesthésiés sous
isoflurane (induction a 2%, maintien a 1.5% dans un mélange de 30% 02, 70% air, a un débit de
1L/min). La température corporelle de I’animale était maintenue a 37°C tout au long de 1’acquisition
grace a une couverture chauffante (circulation d’eau chaude). Les images ont étés acquises toutes les
30 min, entre 90 et 210 min aprés I’injection de manganése, dans un aimant horizontal (Oxford, UK)
d’un champ magnétique d’intensité 7 T (Tesla), piloté par le logiciel Paravision (Bruker), équipé d’un
canon de gradient de 300 mT/m (diamétre interne [ID]= 90 mm, Bruker). La téte des animaux était
placée dans une bobine « bird-cage » 1-H (ID=22mm). La téte a été positionnée en utilisant des
images de gradient-écho dans les 3 directions orthogonales. Aprés le processus de recalage, 4
séquences MEMRI ont été acquises [TR/TE = 15/4.5 ms, 2 moyennes, Temps de répétition du
Segment/ Durée= 6000/360ms, 8 segments, FOV=20x20x3.2 mm, et taille des voxels =
78x78x80um3]. Apres traitement des images et observation de I’accumulation du manganése dans le
BO, nous avons choisi de traiter les images acquises 150 min apreés injection, cette durée nous assurant

la présence de manganése dans I’ensemble du BO tout en évitant une accumulation trop importante.

4.3. Analyse manuelle des images MEMRI

Pendant la premiere moitié de ma thése, j’ai analysé les images acquises en MEMRI
manuellement. Nous avons pour cela utilisé le logiciel ImageJ. Aprés avoir converti les images au bon
format, nous nous sommes assuré¢ que 1’intensité maximale de 1’image, induite par le manganése, était
localisée au niveau du BO. Dans le cas contraire, nous avons considéré I’expérience comme un échec.
Nous avons ensuite défini une région d’intérét (ROI) de 10 x 10 = 100 pixels d’intensité uniforme sur
tout I’axe rostro-caudal dans la joue de chaque animal. Constante d’un animal a 1’autre et d’intensité
assez faible, cette ROI a été utilisée en tant que zone de référence pour évaluer ’augmentation de

I’intensité relative a I’injection du manganese et 1’activité glomérulaire au sein du BO.

La position au sein de I’aimant et les coordonnées des structures cérébrales étant de ce fait

différentes d’un animal a 1’autre, nous avons di définir un point anatomique de référence avec peu de
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variabilité inter-individuelle. J’ai choisi de me baser sur la partie rostrale du BO principal, sur I’image
ou apparait pour la premiére fois le BO Accessoire (AOB) : aisément identifiable d’un animal a I’autre
sur les images, ’AOB est situé a I’arriére et au-dessus du BO principal, et les fibres afférents,
provenant notamment de 1’organe voméronasal, y sont organisées de facon bien plus groupée et dense
que celles du BO principal, constituant ainsi une limite anatomique distincte. La partie la plus caudale
du BO n’étant a priori peu ou pas activée par les odeurs que j’ai utilisées, et 1’analyse manuelle étant
trés lourde, j’ai uniquement analysé un axe de 7 coupes de 400um en amont de I’AOB pour 1’analyse
brute manuelle. La technique décrite en 4.4 a permis par la suite d’analyser ’ensemble du BO de

fagon automatisée.

Pour déterminer les pixels correspondant a une forte absorption du manganese et donc a une
forte activité physiologique en réponse aux stimulations, j’ai évalué la distribution des pixels dont
I’intensité était comprise entre la valeur d’intensité maximale de I’image (intmax) et 95% de cette
intensité maximale (0.95 intmax < intpixels activés < intmax). Cette valeur est prise comme seuillage
usuel dans beaucoup d’études ou la distribution des pixels de I’image n’est pas gaussienne (thése de
doctorat de Chrystelle Po a I’'IR4M (http://www.theses.fr/2009EVRY0002)): dans mon cas elle a
permis de n’isoler que les pixels en surbrillance en ajustant le contraste de 1’image avec les valeurs
adaptées. La somme de I’intensité des pixels activés et leur position ont été relevées et comparées
entre chaque groupe. Dans la partie ‘Résultats’ je montre en quoi cette étude manuelle était limitée et
pourquoi nous avons préféré mettre au point une méthode statistique d’analyse d’image indépendante

de 'utilisateur.

4.4. Analyse des signaux MEMRI par Statistical Parametric Mapping (SPM)

Aprés un jury de mi-thése animé et positif ou j’ai pu interagir pleinement avec Emmanuel
Brouillet et Benoist Schaal, M. Brouillet nous a conseillé de chercher avec I’aide d’Albertine Dubois,
IR spécialisée dans le traitement du signal a IMNC, une autre méthode plus objective pour analyser le
signal MEMRI. Une réunion avec la cellule informatique d’IMNC a été organisée et Albertine Dubois
nous a proposé d'utiliser une méthode d'analyse voxel a voxel par comparaison statistique de groupes,
méthode qu’elle avait préalablement utilisée pour l'analyse de signaux radioisotopiques (Dubois et al.,
2010).

Cette méthode d'analyse voxel a voxel est entierement automatique et permet I'identification
de zones de modifications fonctionnelles significatives entre deux groupes d'images de maniere
exploratoire et sans a priori (analyse simultanée de I'ensemble des voxels de I'image). Cependant, étant

donné que la morphologie du cerveau de chaque animal peut étre différente, l'utilisation de cette
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méthode d'analyse nécessite d'appliquer aux images a analyser un certain nombre d'étapes de pré-

traitement, suivi d'une normalisation spatiale et d'un lissage.

Les images volumétriques en 3D acquises par MEMRI ont été pré-traitées a I'aide du logiciel
Anatomist/BrainVisa (http://brainvisa.info) selon les étapes suivantes : 1) Un recalage rigide en 3D a
été appliqué entre chaque image MEMRI de cerveau de souris et I'image MEMRI du cerveau d'une
souris choisie comme référence (d’apres le placement de l'animal dans I'IRM ainsi que le
positionnement de la bobine). Les 6 paramétres décrivant la transformation rigide a appliquer entre
chaque image et I’image choisie comme référence ont été calculés par maximisation de I’information
mutuelle, critere de similarité classiquement utilisé en recalage d'images (Wells et al., 1996; Maes et
al., 1997); 2) Chaque image MEMRI a ensuite été rééchantillonnée a partir des paramétres de
transformation préalablement obtenus. Ces deux étapes de pré-traitement nous ont permis d'ajuster
spatialement chaque image MEMRI de sorte que le cerveau de chaque souris soit toujours dans la

méme position, facilitant par a2 méme I'étape de normalisation spatiale suivante.

Le repére d'espace standard commun nécessaire & la normalisation spatiale de toutes les
images MEMRI a été défini en créant un « template » (patron ou modéle) du BO de souris, spécifique
a notre étude. Pour cela, nous avons tout d'abord sélectionné un cerveau de référence parmi les
animaux non stimulés avec une odeur, que nous avons lissé¢ a I’aide d’un filtre gaussien (FWHM = 3
fois les dimensions des voxels). Une transformation affine suivie d’une normalisation non linéaire a
ensuite été appliquée a chaque image MEMRI, déformant ainsi le cerveau de chaque souris de sorte &
ce qu'il ressemble le plus possible au cerveau de référence lissé (Friston et al., 1995; Ashburner and
Friston, 2000). L'image du cerveau de référence et les images normalisées des autres cerveaux ont
ensuite été regroupées afin de créer une image moyenne. Cette image moyenne a été lissée par le
méme filtre gaussien que précédemment, créant ainsi le « template » final du BO de souris. Chaque
image MEMRI obtenue aprés pré-traitement a été normalisée spatialement sur le « template final »
lissé puis, individuellement lissée. La création du « template » spécifique et la normalisation spatiale
ont été réalisées a l'aide du logiciel SPM8 (Wellcome Department of Imaging Neuroscience, London,
UK; http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/) muni de la boite a outils SPMMouse toolbox

(http://spmmouse.org).

L’accumulation de manganése durant une stimulation olfactive entraine une augmentation du
signal sur les images pondérées T1 dans les régions actives du BO. Pour valider notre approche
MEMRI/SPM de D’enregistrement de D’activité olfactive, nous avons réalisé toute une série de
comparaison : en premier lieu, nous avons comparé 1’activité spontanée a I’activité en réponse a une
odeur alimentaire dans les groupes témoins et ob/ob (comparaison intragroupe). Nous avons ensuite

effectué des comparaisons inter-groupes pour les mémes conditions, et dans le cadre de la présentation
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d’une odeur neutre. Enfin, nous avons étudié I'impact de la leptine sur ’activité spontanée et induite
par une odeur alimentaire chez les animaux ob/ob. Toutes ces comparaisons ont été réalisées a 1’aide
du logiciel SPM8. Pour chaque comparaison, deux "contrastes” ont eété simultanément définis puis
estimés, rendant possible la création de deux cartes statistiques paramétriques : une carte indiquant les
voxels présentant une activité significativement plus forte dans I’'un des groupes par rapport a I’autre
(indiquant une plus forte accumulation de manganese), et une carte indiquant les voxels présentant une
activité significativement plus faible dans I’un des groupes par rapport a 1’autre (indiquant une plus
faible accumulation de manganése). Nous avons limité chaque analyse statistique a ’ensemble des
régions du BO, soit 1’équivalent de 40 tranches. Ces régions ont été délimitées manuellement sur
I’image de référence, qui avait ¢té au préalable normalisée spatialement. Pour caractériser les voxels
dont les valeurs, entre deux groupes d'images, sont significativement différentes, on doit appliquer sur
chaque image paramétrique correspondante un seuil de significativité. Suivant la convention
statistique usuelle, la valeur de ce seuil de significativité a été fixée dans cette étude a P<0.05 (non
corrigée pour les comparaisons multiples). Nous n’avons pas fixé de seuil sur le nombre minimum de
voxels contigus pour qu'un agrégat (“cluster” en anglais) soit considéré comme significatif. Les voxels
contenus dans les images paramétriques dont les valeurs (correspondant aux valeurs des tests
statistiques réalisés pour chaque voxel) sont supérieures au seuil de significativité ont alors été
représentés suivant une échelle de couleurs en 2D. Les images ainsi obtenues fournissent une
représentation quantitative des motifs d’activité odeur-dépendante et visualisables grace au MEMRI
au sein du BO. Enfin, les différences d’intensité moyenne ont également été calculées pour chaque
groupe de voxels contigus (agrégat) considéré comme significatif lors de I'analyse par SPM. Les
intensités étaient exprimées en valeur brute et en unité arbitraire (u.a.) comme expliquées dans la

partie résultats.

4.5. Marquage anatomofonctionnel complémentaire du signal MEMRI

Nous avons comparé le signal MEMRI a des coupes du BO marquées suivant trois techniques,
deux anatomiques (coloration par cresyl violet du cytoplasme et marquage DAPI, une molécule
fluorescente qui s’insére dans 1I’ADN) et ’autre fonctionnel (2DG) qui ont été obtenu par stimulation
avec le benzaldéhyde (molécule a la base de I’odeur d’amande) dans le BO. Cette molécule simple
avait été étudié précédemment par 1’équipe en utilisant une technique d’imagerie autoradiographique
révélant I’accumulation de [14C]-2DeoxyGlucose dans les neurones activés que je ne détaillerai pas

ici mais qui est pleinement décrite dans (Martin et al., 2012).
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5. Injection de leptine

Pour estimer ’effet d’une injection i.p. de leptine sur le signal enregistré chez les obéses et les
témoins, que ce soit en activité spontanée ou en stimulation avec I’odeur alimentaire, 3 injections de
leptine (Img/kg, R&D systems, Lille) ont été effectuées: une injection par jour pendant 2 jours avant
le jour d’acquisition MEMRI et la derniére injection qui a lieu le jour de I'IRM 20 minutes avant la
stimulation olfactive et dix minutes aprés 1’injection du manganése. Toutes les injections ont été faites
a la méme heure pour chaque animal. Les acquisitions ont débuté 90 min apres la premiere injection
de chlorure de manganése, ce qui correspond a la durée requise pour que le manganése parvienne
jusqu’aux glomérules et permette 1’enregistrement d’images exploitables (Gobbo et al., 2012). Dans le
cas de I’injection de leptine le temps séparant 1’injection de manganése de I’enregistrement en IRM

était plus élevé de 10 min.

6. Conditions expérimentales de I’Imagerie Optique du Signal Intrinseque

Avant d’aboutir aux enregistrements par MEMRI, j’ai essayé d’enregistrer les cartes spatiales
sur la surface dorsale du BO par une technique d’imagerie optique disponible en routine au laboratoire
et qui a la résolution spatiale suffisante pour dénombrer des glomérules individuels (Chery et al.,
2011). Malheureusement je n’ai pu enregistrer que deux souris, ayant perdu a 1’anesthésie
(ketamine+médétomidine) plusieurs souris obéses qui ne supportaient pas ce régime anesthésique. Je

décris ces problemes en détails dans I’exposé des résultats.

6.1. Anesthésie des souris témoins et ob/ob

Les anesthésiques affectant les signaux fonctionnels d’origine vasculaire obtenus en I0SI, le
mélange pharmacologique choisi devait étre adapté en nous permettant de minimiser I’atténuation des
signaux. Nous avons choisi d’injecter aux souris de la kétamine (antagoniste des récepteurs NMDA
glutamatergiques) associée a de la médétomidine (antagonistes des récepteurs alpha-2-adrénergiques).
Le protocole d’anesthésie utilisé pour cette expérience a été validé auparavant dans le laboratoire par
le travail de doctorants précédents, Barbara L’Heureux et Romain Chery. Il s’agit du mélange suivant :
Injection intraperitonéale (i.p) d’un volume de 0.1 mL / 10g d’une solution de kétamine (75mg/kg) et

de médétomidine (0,425 mg/kg). La solution mére a été préparée a partir de 1.5mL de kétamine
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(Imalgéne 500 ®, Merial, France) et de 0.54mL de médétomidine (Domitor®, Pfizer, France) ajustée a
un volume total de 10 mL avec du sérum physiologique NaCl 0.9 %, conservé a +4°C au maximum
une semaine. La profondeur de I’anesthésie a ét¢é mesurée en testant les réflexes de 1’animal,
notamment d’une phalange de la patte postérieure, le réflexe pupillaire et le mouvement des vibrisses.
Au début de D’expérience, I’animal est placé sur une couverture chauffante thermostatée, et sa
température est maintenue a 37°C pendant tout la durée de la chirurgie gréce a un thermométre rectal.
Pour maintenir la sédation, 1’équivalent d’un tiers de la dose initiale était réinjecté toutes les heures a
I’animal, ou en cas de signe de réveil (réflexe positif au test du pincement de la patte par exemple). Si
ce mélange était parfaitement adapté aux animaux témoins, chez lesquels je n’ai obtenu aucune perte,

il a malheureusement induit un trés fort taux de mortalité chez les animaux ob/ob obéses.

6.2. Chirurgie

Afin de pouvoir étudier le BO grace a I’imagerie optique fonctionnelle, il est nécessaire
d’exposer la surface du tissu pour pouvoir 1’éclairer. Cette technique, largement utilisée au laboratoire,
a été décrite de facon trés précise (Chery et al., 2011). La souris, aprés anesthésie, a le dessus du crane
rasé pour éviter toute contamination ou déchet pendant 1’imagerie. Elle est placée dans un appareil
stéréotaxique adapté (Narishige, Japan) comprenant une barre de gueule et des barres d’oreille
garantissant I’immobilité totale de I’animal pendant 1’imagerie. La peau est retirée, la surface du crane
est découverte et nettoyée des poils et des tissus qui sont reliés a I’0s. Si chez la souris la dure-mére
n’est pas treés épaisse, 1’0s du crane au-dessus du BO nécessite en revanche d’étre affiné puis retiré
pour permettre la mise en place d’une fenétre optique. L’affinage nécessite une certaine délicatesse et
I’emploi d’une fraiseuse est par exemple a proscrire. Il convient d’utiliser de préférence une lame de
scalpel et de gratter 1’os par passages successifs, toujours dans le méme sens. Cette manceuvre
produisant de la chaleur et des micro-saignements, 1’os doit étre régulierement refroidi et protégé par

I’utilisation des éponges de gélatine imbibées d’eau distillée.

Une fois les vaisseaux sanguins visibles a travers 1’0s, une ouverture peut étre tracée puis
découpée a I’aide de la pointe du scalpel. De 1’eau physiologique est appliquée et lorsque ’os devient
lache et désolidarisé du reste du crane, il peut étre soulevé délicatement en glissant la pointe du scalpel
parallelement sous 1’0s, en prenant garde a ne pas endommager la dure-meére et les vaisseaux sanguins
adjacents. Une fois 1’0os enlevé, les tissus qui sont exposés ne sont plus maintenus et bougent sous
I’effet de la respiration et des pulsations cardiaques, ce qui complique I’imagerie. En outre, le contact
direct avec ’air peut assécher et endommager les tissus. La construction d’une fenétre optique permet
de maintenir et protéger les tissus exposés en créant une couche imperméable et plane au-dessus du
BO (interface optique plane) a I’aide d’une solution d’agar tiéde a 1% (Select Agar, Sigma Aldrich, St

Louis, USA). L’ensemble est recouvert d’une fine lamelle de verre adaptée a la taille de la
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craniotomie, ce qui permet de limiter 1’hétérogénéité des angles d’incidence et de réflectance des
photons. En cas de mauvais positionnement, la lamelle et 1’agar peuvent étre changés durant

I’expérience sans endommager les tissus.

6.3. Odeurs

L’hexanal, le butyraldéhyde et I’huile minérale servant a diluer les odeurs ont tous étés achetes

chez Sigma Aldrich. L’odeur d’amande utilisée est I’arome d’amande amére (Vahiné) de supermarché.

6.4. Stimulation olfactive

Pour appliquer un stimulus olfactif qui soit reproductible d’un animal a I’autre, il est
nécessaire de limiter au maximum la variabilité de certain paramétre : concentration de 1’odeur,
pression délivrée, volume délivré, temps de la stimulation... C’est pourquoi nous avons automatisé la
tdiche a l'aide d’un systéme de perfusion que nous avons transformé en olfactométre (systéme
Valvebank I, AutoMate Scientific, U.S.A). Le dispositif est relié & un compresseur qui produit le flux
d’air et dont la pression de sortie est réglée par un manométre & 1 psi (6894 Pa ou 70.3 g/cm?). La
stimulation olfactive est effectuée en placant un rectangle de papier-filtre imbibé de 50ul de solution
odorante (voie ‘odeur’ qui contient de I’ardme d’amande, ou de 1’hexanal) et un filtre uniquement
imbibé d’huile minérale (voie dénommée ‘contrdle’ ou ‘blanc’, pour la distribution d’air avant et aprés
chaque stimulation olfactive) dans des tubes en verre. Lorsque la stimulation commence, le
compresseur envoie 1’air pur, ou additionné d’odeur, aux narines de la souris par I’intermédiaire de
tubulures en téflon. Deux types d’enregistrements sont réalisés au cours de I’expérience : i) les
enregistrements « contréles » ou « blancs » dans lesquels seul de I’air est envoyé pendant 20s vers les
narines de I’animal ; ii) les enregistrements « odeur », décomposés dans le temps en 5s d’air + 10s
d’odorant + 5s d’air. Pour permettre un timing aussi précis, la sortie de chaque tube est contrdlée par
une valve solénoide dont I’ouverture et la fermeture sont pilotées par ordinateur. Nous avons vérifié
gue le diametre des zones détectées correspond globalement aux dimensions glomérulaires (diamétre
d’au moins 80 pum). Cette procédure permet d’¢éliminer une activité aspécifique, notamment due a des

micro-saignements qui créent un faux signal positif.

6.5. Acquisition des images

Outre D’olfactomeétre, il faut disposer du matériel adéquat pour synchroniser stimulation
olfactive, illumination du BO et enfin acquisition et traitement des images. Nous allons décrire en
détail chaque élément de ce dispositif, qui a été mis au point au sein de notre équipe notamment par
Barbara I’Heureux et Romain Chery, sous la supervision de Frédéric Pain et Hirac Gurden, et qui a fait

I’objet d’une publication (Chery et al., 2011). Il est a noter que ce dispositif est placé sur une table
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anti-vibration (Technical Manufacturing Corporation, USA), toujours dans le but de réduire au

maximum les artefacts de mouvement lors des enregistrements.

6.6. Microscope

Nous avons utilisé un stéréomicroscope a épifluorescence (MZ 16 FA, Leika Microsystems,
Allemagne) pour visionner en temps réel 1’activité du BO chez un animal anesthésié. Il est équipé d’un
diaphragme permettant de concilier profondeur de champ suffisante pour détecter le maximum de
glomérules et illumination nécessaire a la détection de faibles variations des signaux optiques

intrinséques.

6.7. Source lumineuse

Pour éclairer le BO, nous avons choisi une lampe Tungsténe-Halogéne a alimentation
stabilisée (LOT-Oriel, Massy, France) et a puissance réglable (de 1 a 200 W), dont la sortie est un halo
lumineux fibré fixé sur I’objectif du stéréomicroscope. Une roue a filtre motorisée (Thorlabs, USA)
permet de modifier les longueurs d’onde a la volée selon les étapes de I’expérience. Nous avons utilisé

principalement deux longueurs d’onde pour caractériser I’activité de surface du BO :

-un filtre vert a 540 nm, permettant principalement la visualisation de la vascularisation dorsale du BO
et une mise au point trés fine au niveau de la couche glomérulaire grace a 1’absorbance élevée des

artérioles superficielles remplies d’oxyhémoglobine.

- un filtre rouge a 630 nm, permettant de réaliser la cartographie fonctionnelle du BO. Le signal
observé lors de I’illumination traduit principalement les changements de volume sanguin et les

différents niveaux de saturation de ’oxygene en hémoglobine.

6.8. Camera

Quels que soient les filtres utilisés, nous avons enregistré les images a 1’aide d’une caméra
Orca-ER (Hamamatsu Photonics, Japon) équipée d’un dispositif de transfert de charge (CCD : Charge-
Coupled Device), un capteur constitué¢ d’une matrice de 1344 x 1024 pixels photosensibles carrés de
6.45 um de c6té. La sensibilité de ce capteur est comprise entre 400 et 700 nm du spectre de longueurs
d’onde, ce qui correspond aux longueurs d’onde que nous avons utilisées dans nos experiences. Cette
caméra dispose d’une dynamique (rapport entre le maximum du signal accumulé sur un pixel et le
bruit de lecture) permettant de détecter des variations relatives de 1 pour 1000 sur un pixel. En

configurant la luminosité de telle sorte que les pixels atteignent leur saturation maximale, nous avons
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¢té en mesure d’utiliser cette dynamique pour percevoir de trés faibles variations dans les signaux

enregistrés.

6.9. Logiciel d’acquisition

Le pilotage du dispositif d’imagerie ainsi que I’enregistrement des données a été assuré par un
logiciel développé C++ par Francoise Lefebvre, ingénieure de recherche au laboratoire IMNC, ou par
pilotage par le logiciel Micromanager aves les routines développées par Frédéric Pain. Ces logiciels
permettent de synchroniser les différents éléments du dispositif expérimental en déclenchant
I’ouverture de différentes vannes de 1’olfactométre selon les phases d’un essai, en sélectionnant le
filtre de couleur adéquat et en activant I’acquisition d’images au moment opportun. A la fin de chaque
essai, la carte d’activation est affichée, permettant de vérifier le bon déroulement de la séance
d’imagerie. Ce logiciel dispose également de fonctions permettant de calculer les décours temporels de

I’activation au sein d’une zone d’intérét définie.

CCD camera
Olfactometre

[:] Lumiére blanche
[ﬂ stabilisée pour
/ oSl

Y Roue

a filtres

AR/R=(R1-R0)/RO

Ordinateur
RO R1

Lignede base  Stimulation Retour en ligne de base
L L L L -
T 1 >
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Figure 2.5 Dispositif expérimental d’imagerie optique in vivo et séquences d’acquisition. Le BO de la
souris est illuminée successivement par différentes longueurs d’onde émanant néanmoins de la méme
source lumineuse. Les images anatomiques (longueur d’onde verte, 540 nm) sont obtenues
directement. Les images fonctionnelles des cartes olfactives sont obtenues par le calcul de la variation
de la réflectance (AR) lumineuse captée par la caméra CCD, en comparant I’intensité des pixels
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pendant la période « stimulation » et « retour en ligne de base » par rapport a la ligne de base. Figure
modifiée de Chery et al., 2011.

7. Electrophysiologie chez la souris éveillée

7.1. Implantation des électrodes d’enregistrement a demeure

Afin d’étudier la plasticité de la représentation temporelle chez les souris obéses, nous avons
décidé d’utiliser le protocole comportemental de discrimination olfactive réguliérement utilisé au
laboratoire et ayant fait 1’objet de nombreuses publications. L’étude et ’enregistrement de ’activité
neuronale nécessite 1I’implantation chronique d’électrodes d’enregistrement du LFP dans le BO. Une
des étapes cruciales au bon déroulement de cette expérience est 1’utilisation d’un anesthésique
adéquat. Romain Chery, ayant réalisé sa these au laboratoire IMNC avant moi, a conduit de nombreux
essais pharmacologiques afin de déterminer le mélange le plus adapté au maintien de 1’anesthésie et au
réveil des animaux (Chery et al., 2014). Le mélange suivant, que j’ai utilis¢é au début de mes
expériences, lui a permis d’obtenir de trés bons résultats : Injection intraperitonéale (i.p) d’un volume
de 0.1 mL / 10g d’une solution de kétamine (75mg/kg) et de médétomidine (0,425 mg/kg). La solution
mére a été préparée a partir de 1.5mL de kétamine (Imalgéne 500 ®, Merial, France) et de 0.54mL de
médétomidine (Domitor®, Pfizer, France) ajustée a un volume total de 10 mL avec du sérum
physiologique NaCl 0.9 %, conservé a +4°C. A la fin de l’implantation, une injection i.p
d’atipémazole (Antisedan®, Janssen, France), un antagoniste des récepteurs adrénergiques, permettait
de réveiller aisément les animaux, méme apres une anesthésie de plusieurs heures. Si ce mélange était
parfaitement adapté aux animaux témoins, chez lesquels je n’ai obtenu aucune perte, il a

malheureusement induit un trés fort taux de mortalité chez les animaux obéses.

J’ai donc adapté mon dispositif expérimental pour maintenir les animaux anesthésiés pendant
toute la durée de la chirurgie en utilisant un anesthésique gazeux, 1’isoflurane. Je reviendrais par la
suite sur les raisons de ce choix. Le cadre stéréotaxique s’est vu adjoindre un masque sur mesure
permettant de maintenir le museau de 1’animal tout en diffusant le gaz anesthésique directement dans
ses narines. Un compresseur de dioxygéne branché sur un vaporisateur d’isoflurane permettait de
diffuser un flux constant d’anesthésique dans le tuyau d’arrivée du masque, et un tuyau de sortie était
relié a un dispositif permettant de capter les vapeurs d’isoflurane excédentaires. Les dosages utilises
lors de mes chirurgies correspondaient a ceux recommandés par la littérature (Gargiulo et al., 2012) et

étaient les suivants : 4.5% d’isoflurane pour un débit d’O2 de 1L/min pendant I’induction de la
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sédation et 2.5% d’isoflurane pour un débit d’0O2 de 1L/min pendant le maintien de la sédation. La
profondeur de I’anesthésie a ét¢ mesurée en testant les réflexes de I’animal, notamment le pincement
de la patte, le réflexe pupillaire et la stimulation des vibrisses. Au début de 1’expérience, I’animal est
placé sur une couverture chauffante thermostatée, et sa température est maintenue a 37°C pendant tout
la durée de la chirurgie grace a un thermometre rectal. A la fin de I’expérience, I’animal est retiré¢ du
cadre stéréotaxique mais son museau reste maintenu dans le masque & oxygéne: la quantité
d’isoflurane est diminuée progressivement mais le flux d’O2 délivré reste constant pour éviter tout
risque d’hypoventilation. Le réveil intervient aprés quelques minutes et I’animal est replacé dans sa

cage avec un peu de nourriture et d’eau, dans une piéce chauffée a 28 °C.

La mise en place de cette technique a permis d’augmenter de fagon trés significative la survie

des animaux obeéses, tout en étant également trés bien tolérée par les témoins.

L’¢lectrode (diamétre 125 pm, acier inoxydable, Plastic One) a été positionnée dans le BO
avec les coordonnées stéréotaxiques suivants: 4.5 mm antérieur au Bregma, 1 mm en latéral.
L’¢électrode est ensuite descendue au niveau de la couche granulaire (environ 0.8 & 1.1 mm de
profondeur) en utilisant en temps réel les caractéristiques électrophysiologiques du signal, comme une
puissante activité de la bande gamma (60-130 Hz) ainsi qu’une modulation respiratoire prononcée.
L’électrode de référence était reliée a une vis crinienne localisée au-dessus de la portion postérieure
de ’hémisphére cérébral contralatéral au site d’implantation. Le connecteur de 1’¢lectrode implantée a
été fixé sur la téte de la souris a I’aide de ciment dentaire. Une période de deux semaines été laissée
aux animaux pour récupérer de D’intervention chirurgicale avant de débuter les protocoles de

comportement.

7.2. Dispositif d’électrophysiologie

Durant tous nos enregistrements, les souris étaient connectées au dispositif d’enregistrement
via une attache branchée sur le connecteur implanté. L’activité monopolaire a été acquise via un script
personnalisé DasyLab (IOTECH, U.S.A) pilotant un amplificateur XCellAmp 64 (Dipsi, France)
couplé a un systeme USB DagBoard 3000 (IOTECH, U.S.A). Le signal a été échantillonné a 2000 Hz,
amplifié (x2500) et des filtres numériques (0.1-300 Hz) ont été appliqués. Les odeurs ont été délivrées
via un olfactométre automatisé (systeme Valvebank I, AutoMate Scientific, U.S.A). La stimulation
olfactive est effectuée en placant un rectangle de papier-filtre imbibé de 50pul de solution odorante
dans des tubes en verre. Le dispositif est reli€¢ a un compresseur qui produit le flux d’air et dont la
pression de sortie est réglée par un manométre & 1 psi (6894 Pa ou 70.3 g/cm?). Les expériences ont

pris place dans une cage de Faraday.
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7.3. Analyse des signaux LFP

Le caractére transitoire de ces signaux, de par la rapidité des changements de fréquence et de
puissance des oscillations, requiert une analyse adaptée. Le calcul d’une moyenne de ces valeurs sur
une durée importante (plusieurs secondes) ne permet pas de suivre ces transitions et n’offre qu’une
vision édulcorée du signal brut. Notre méthode de traitement du signal, basée sur une décomposition
des oscillations du LFP en temps et en fréquence par une analyse en ondelettes, nous a permis de
suivre de maniere précise les variations transitoires du signal (Roux et al., 2007). Grace a cette analyse
nous avons obtenu sans a priori (pas de filtrage spécifique dans une bande de fréquence donnée) la
fréquence et la puissance instantanée pour chaque oscillation significative. Ce type de traitement nous
permet de suivre de maniére fine les activités et leur éventuel changement de bande de fréquence dans

les différentes conditions.

Les signaux bruts enregistrés sont stockées dans une base de données MySqgl et visualisés et
traités grace au logiciel OpenElectrophy (http://neuralensemble.org/trac/OpenElectrophy) développé
par Samuel Garcia au Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon (CNRS-UMR-5292, INSERM
U1028) (Garcia and Fourcaud-Trocmé, 2009). lls sont dans un premier temps triés visuellement, tout

signal comportant un artéfact est éliminé.

Nous avons concentré notre analyse sur les réponses oscillatoires obtenues en présence
d’odeur. Le potentiel de champ local tel que nous I’enregistrons dans le BO est un signal complexe
compos¢ d’oscillations a différentes fréquences et qui apparaissent de facon transitoire. L’analyse
temps-fréquence avec les ondelettes de Morlet (Tallon-Baudry and Bertrand, 1999) est
particulierement adaptée et a été validée pour le LFP dans le BO (Ravel et al., 2003). Elle permet de
dissocier de fagon précise les composantes fréquentielles et temporelles. Afin de déterminer les bandes
de fréquence d’intérét, nous avons utilisé des représentations temps-fréquence du signal (voir partie
4.9.3) qui permettent de visualiser les caractéristiques des oscillations sans a priori. En utilisant
OpenElectrophy et Python, nous avons représenté les cartes temps-fréquence pour chaque essai et les
cartes temps-fréquence moyenne par séquence (avec une fréquence f/rf = 1,5, une résolution
temporelle de 3 ms (300 Hz) et une résolution de fréquence de 1 Hz). Ces cartes permettent de

visualiser au cours du temps la puissance des oscillations sur tout le spectre de fréquence d’intérét.
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Afin de pouvoir comparer les réponses aux odeurs et leur variation dans nos différents
protocoles, nous calculons grace a un script écrit sous Python la puissance moyenne des oscillations
(moyenne + 2 SEM) dans des paves temps-fréequences parfaitement définis. Apreés visualisation des
données, nous avons choisi pour I’analyse les bandes de fréquences suivantes : 15-40 Hz (béta) et 60-
100 Hz (gamma). Nous avons donc comparé les deux bandes différentes avant et pendant odeur chez
chaque animal. Nous calculons la puissance de chacune de ces bandes pendant la seconde que dure la
stimulation odorante et nous comparons ces résultats a la puissance des oscillations pendant une durée

de une seconde allant de la seconde -2 a la seconde -1 avant la stimulation.

8. Test comportemental de discrimination olfactive (Go / No Go)

Nous avons utilisé une tache de discrimination olfactive de Go / No Go pour mettre en
évidence les éventuelles différences de capacité de discrimination et de sensibilité olfactive chez des
groupes d’animaux différents (Martin et al., 2004a). Au cours de cette expérience, les animaux sont
exposés a 2 odeurs structurellement différentes qui vont chacune acquérir une valence différente grace
a ’apprentissage. La présentation de I’odeur renforcée (Go) est associée a un renforcement positif
(distribution d’eau) alors que 1I’odeur non renforcée (N0 Go) est associée a un renforcement négatif
(pas d’eau, et pénalité de temps avant la présentation d’une nouvelle odeur).

Les souris sont restreintes en eau tout au long de la durée de I’expérience (elles regoivent 1ml
par jour a la fin de I’expérience journaliere). Un essai est initié¢ lorsque I’animal lui-méme déclenche la
stimulation olfactive. Cet événement est suivi de 1’échantillonnage de 1’odeur, la prise de décision, le
déplacement de I’animal et enfin 1’ingestion ou non de la solution proposée.

L'enceinte expérimentale est une boite rectangulaire de 18 cm de long, 18 cm de large et 30
cm de haut (Habitest - Coulbourn Instruments) controlée par le logiciel GraphicState (Coulbourn
Instruments). Sur une des parois de la cage se trouvent un point d'échantillonnage des odeurs et un port
délivrant une petite quantité de liquide. Le point d'échantillonnage est relié a un olfactométre couplé a
un dispositif de détection optique qui permet a la souris de déclencher elle-méme la stimulation
olfactive lorsqu’elle y présente son museau. Ce systéme permet d’introduire 1’odeur dans un flux d'air
vecteur déodorisé sans changement de pression. L’apparition de 1'odeur est rapide (environ 50 ms) et
le flux d’air continu permet d’évacuer I’odeur entre deux essais.

Avant le test, les animaux sont soumis a une période d’habituation ou ils découvrent le
dispositif expérimental et apprennent a associer une odeur neutre (eugénol 10%) a une récompense
hydrique : une seule odeur est présentée et elle est renforcée dans 100% des cas.

Apres cette période d’habituation, le test d’apprentissage est lancé. On utilise 1’hexanal (10%)

en tant qu’odeur renforcée (Go), et le butyraldéhyde (15%) en tant qu’odeur non renforcée. La
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présentation des 2 odeurs est aléatoire mais équivalente (chaque odeur est présentée autant de fois que
I’autre durant une séance).

L’eau est distribuée uniquement quand I’animal active le port de récompense dans un laps de
temps prédéfini (6 secondes) aprés la délivrance de ’odeur Go. La latence de réponse est acquise par
le logiciel de contréle. On la définit comme le temps séparant I’entrée dans le point d’échantillonnage
des odeurs de I’entrée dans le port a récompense. Les parametres de chaque essai, bon ou mauvais,
sont acquis.

La tache de discrimination olfactive inclut 3 étapes successives d’apprentissage. La premicre
étape (ou les animaux sont « débutants ») consiste a apprendre a 1’animal que I’eau n’est pas toujours
disponible aprés échantillonnage des odeurs (50% des essais). Lors de cette étape, le comportement
des animaux est indépendant des odeurs présentées. Les latences de réponse sont similaires pour les 2
odeurs. Pendant la seconde étape «intermédiaire», les souris expriment une réponse différentielle aux
stimuli présentés, et les latences de réponse deviennent progressivement et significativement
différentes. Aprés la présentation d’une odeur renforcée (Hexanal a 10 %), I’animal se déplace trés
rapidement vers le port a récompense, et la latence de réponse diminue. A D’inverse, aprés la
présentation de 1’odeur non renforcée (Butyraldéhyde a 15%), I’animal ralentit ou s’immobilise,
augmentant ainsi la latence de réponse. Un essai Go est correct si I’animal est détecté dans le port a
récompense en moins de 6 sec, un essai No Go est correct si 1’animal n’est pas détecté dans le port
pendant les 6 sec suivant le début de la stimulation (voir figure 2.6). On considére que I’animal a
correctement appris la tache lorsqu’il est parvenu au critére d’apprentissage que nous avons fixé a
90% de bonnes réponses donc au moins 80% de bons essais No Go pendant au moins 2 jours
consécutifs. Chaque session de test dure 40 min, ou est arrétée au bout de 40 essais, le critére est donc
atteint quand les animaux font moins de 4+2 erreurs sur un total de 40 essais. Les réponses sont
analysées par blocs de 20 essais, chacun étant considéré comme une séance. Les valeurs sont reportées
sur une courbe de latence qui présente la latence moyenne des deux odeurs pour chaque bloc d’essais

au cours des séances.
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Figure 2.7. Souris obese effectuant la tache de discrimination olfactive. A gauche : 1’animal
portant une électrode dans le BO a demeure et connecté par un cable a ’amplificateur échantillonne
I’odeur présentée lors d’un essai. La stimulation olfactive est déclenchée quand I’animal met le
museau dans le port a odeur (O), qui est lui-méme relié a un olfactomeétre. La fleche indique le sens de
déplacement de la souris pour aller prendre sa récompense. A droite : La souris cherche sa récompense
dans le port a récompense (R). La latence de réponse est le temps que I’animal met pour aller de O
vers R apres la présentation d’un stimulus olfactif.
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9. Neurogeneése

9.1. Injections des marqueurs de la division cellulaire

Les expériences décrites dans ce paragraphe ont été réalisées avec 1’appui technique d’ Aurélie
Genoux (CDD, ingénieure d’étude techniques biologiques IMNC) en collaboration avec Sophie
Scotto-Lomassese (Maitre de Conférences a 1’université Paris 6, Institut du Fer a Moulin, INSERM
UMRS-U839, Paris). Pour pouvoir étudier la neurogenése chez des animaux adultes, les souris ont
recu 3 injections intra-péritonéales de Bromodéoxyuridine (BrdU, 50mg/kg, Sigma-Aldricht), un
marqueur exogene de la division cellulaire, a deux heures d’intervalle chacune. Aprés 21 jours, les
animaux ont étés fixés par perfusion intracardiaque (4% de paraformaldéhyde dans 0.1M de PBS
(Phosphate-Buffered Saline, pH 7.4, GIBCO).

9.2. Analyse des tissus

Les cerveaux ont été post fixés a 4°C pendant la nuit dans la méme solution de
paraformaldéhyde et ensuite cryoprotégés pendant 2 jours dans une solution de 30% de sucrose/PBS.
Des coupes coronales de 50 um d’épaisseur ont été préparées grace a un cryomicrotome (Microm
Microtech). Six séries de coupes allant du BO jusqu’a la SVZ (Zone Sous-Ventriculaire) et séparées
de 250 um ont été collectées dans du PBS. Pendant la procédure, les coupes des deux hémibulbes ont
¢té séparées dans différents puits et seul I'un des deux hémibulbes a été utilisé pour
I’immunohostochimie. Une série du BO contenait de 5 a 6 coupes coronales, la plus rostrale contenant
des cellules mitrales visibles et la couche plexiforme externe, et la plus caudale précédant
immédiatement le BO accessoire. Une série de la SVZ est constituée de 5 coupes avec les deux
hémispheres, commencgant avec une ouverture franche du ventricule latéral et s’achevant
immédiatement avant la fusion du ventricule latéral avec la partie dorsale du troisieme ventricule. Les
tissus ont été conservés a -20°C dans une solution cryoprotectrice (30% d’éthyléne glycol et 30% de

glycérol dans 0.12 M de tampon phosphate (PBS)), a moins d’une utilisation immédiate.

Les coupes flottantes ont été rincées dans 3 bains successifs de PBS avant
I’immunohistochimie. Pour réduire la détection non spécifique, tous les bains et les incubations
d’anticorps ont été réalisés dans une solution bloquante contenant 2 g/L de gélatine (Merck) et 0.25%
de triton X100 dans du PBS. Pour le marquage au BrdU, les coupes de BO ont étés exposées a de
I’HCI1 2N pour une hydrolyse d’acides deoxyribonucléique a 37°C pendant 30 min. Les coupes ont
ensuite été incubées avec des anticorps anti-BrdU (rat, 1 :400, AbDserotec OBT0030) et des anticorps
anti-NEUN (souris, 1:500; Santa Cruz) pendant 48 heures et a 4°C. Les anticorps secondaires d’ane

Cy3-conjugué anti-rat (1:800; Jackson ImmunoResearch) et les anticorps d’ane Alexa 488 conjugué
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anti-souris (1:500; Molecular Probes) ont étés appliqués aux coupes pendant 2h a température
ambiante. Pour la détection du marqueur de cycle cellulaire endogéne Ki67, les coupes de la SVZ ont
étés incubées avec un anticorps anti-Ki67 (lapin, 1:1000; Novacastra, NCL-Ki67p) durant 48 h a 4°C
et révélées par des anticorps secondaires d’ane Cy3-conjugué anti-lapin (1:800; Jackson
ImmunoResearch) pendant 2 heures a température ambiante. Toutes les coupes ont été montées sur

une lamelle de verre dans du Mowiol (10%, Calbiochem) et du Dabco (2.5%, Sigma).

9.3. Protocole d’analyse et de comptage des cellules

Les images ont été obtenues sur un systeme confocal Leica SP5, équipé de lasers avec Argon

et Diode DPSS 561. Les images ont été acquises a une résolution de 1024 x 1024 pixels.

Le logiciel Leica Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF) a permis de
reconstruire automatiquement des mosaiques d’images montrant la totalité des coupes du BO et de la
SVZ a partir de tranches optiques prises a la méme profondeur Z ; ce niveau Z a été choisi a partir du
milieu de chaque coupe pour assurer ’homogénéité et la force de la fluorescence dans toutes les zones
de la mosaique. Pour le marquage NeuN-BrdU du BO, les fluorochromes Alexa 488 et Cy3 ont été
séquentiellement excités a des longueurs d’onde de 488 et 561nm, et les photons d’émission ont été
collectés par 2 détecteurs ayant une plage/spectre de détection de 500-550nm et 600-680 nm,
respectivement. Il convient de préciser que I’autofluorescence issue des granules de lipofuscine,
présentes dans les corps cellulaire de la couche periglomerulaire du BO, est détectée dans tout le
spectre de longueur d’onde et peut étre observée méme sur des animaux agés de 2 mois (Whitman and
Greer, 2007). Pour distinguer sans équivoque le signal émis par les granules du marquage au BrdU
lorsque 1’on excite le tissu avec une longueur d’onde de 488nm, un troisiéme détecteur collectant

spécifiquement les émissions d’autofluorescence comprises entre 700 et 800 nm a été mis en place.

Pendant 1’analyse, tous les noyaux ayant montré des motifs (« patterns ») de fluorescence
similaires dans les 3 détecteurs ont étés assimilés a des granules de lipofuscine et ont été de ce fait

éliminées lors du comptage.

La quantification a été faite manuellement a I’aide des plugins « Cell Counter » du logiciel
Fiji. Les cellules BrdU+ dans la couche GCL et PGL ont été quantifiées a partir d’une coupe optique
de chaque image mosaique d’une série du BO. Les progéniteurs présents dans la SVZ étant regroupés
de facon tres dense, le nombre de cellules Ki67+ a été estimé a partir de deux coupes optiques de
chaque série de la SVZ. Dans tous les cas, les résultats sont exprimés en tant que moyenne (+/- SEM)
du nombre de cellule par mm?. Pour déterminer le phénotype neuronal des cellules néoformées dans le
BO, la colocalisation des marqueurs NeuN et BrdU a été évaluée a la fois dans les couches GCL et

PGL (de 180 a 330 et 40 a 100 cellules analysées par animal, respectivement).
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Les coupes ont ¢étés analysées en aveugle jusqu’a la fin de I’analyse des données. Les
différences entre les groupes expérimentaux ont été analysées par Sophie Scotto avec le test Mann-
Whitney sur le logiciel GraphPad Prism. Dans tous les cas, p<0.05 était considéré comme

statistiquement significatif.

10. Quantification des marqueurs moléculaires pour estimer ’inflammation
intrabulbaire chez les souris obéses

Ces mesures ont été effectuées avec ’aide technique d’Aurélie Genoux et avec 1’ utilisation de la
plateforme de RTPCR (Reverse Polymerase Chain Reaction) de I’équipe « Régulation de la glycémie
par le systeme nerveux central » dirigée par Christophe Magnan au sein du laboratoire de Biologie des
Fonctions Adaptatives (CNRS UMR8251, Université de Paris Diderot) et avec ’aide de Nadim
Kassis, 1’assistant ingénieur sur la plateforme. Nous avons voulu connaitre 1’état de 1’inflammation du
BO chez les souris ob/ob (n=10) en effectuant une série de quantification d’ARN messagers et en les
comparant a des animaux témoins (n=10) pour des marqueurs classiques de 1’inflammation au niveau
des cellules gliales, incluant la GFAP, GLAST, GLT1 pour les astrocytes, et IBA1, MAC1-CD11b,

ED1-CD68 pour la microglie. Nous avons également quantifié un marqueur des OSN, ’OMP.

Les RNA totaux ont été extraits des BO des souris en utilisant le kit RNeasy Lipid (Qiagen). La
concentration des RNA est mesurée par densité optique a 260 nm. L’intégrité des RNA est confirmée
par la détection des bandes 18S et 28S bands arpes électrophorése en gel d’agarose-formaldehyde. La
qualité des RNA est vérifiée par densité optigue OD 260nm / OD 280nm. Pour enlever la
contamination par des résidus de RNA, les échantillons ont été traités par une solution DNAse
RNAse-free (Qiagen) et purifié en mini-colonne Rneasy (Qiagen). 4 ug de RNA total RNA de chaque
échantillon a été transcrit inversement avec M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, life
technologies) utilisant des amorces hexaméres. Les amorces oligonucléotidiques ont été choisies par
rapport aux genes cibles et pris dans une banque de séquences génomiques murines. Les séquences
sens/antisens sont les suivantes: IBAl_m_R_S ggatttgcagggaggaaaa / IBAl1_m_R_AS

tgggatcatcgaggaatt ; ED1-(CD68) m_S gcccaaggaacaggaaga / ED1(CD68)_m_AS
gtggctgtaggtgtcatcgtgaa ; MACL(CD11b) m_S gccttgtgtcatggettcaa / MACL(CD11b) m_AS
gctggaccacactctgtccaaa. Deux amorces standard ciblant des génes ubiquitaires dits de ménage
(housekeeping) ont été utilisés pour normaliser les résultats : TBP_m_S ggggagcttgtatgtgaagt
TBP_m_AS ccaggaaataattctggctca ; rpL19_m_S  gggcaggcatatgggcata /  rpL19_m_AS
ggcggtcaatcttcttggatt.
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La PCR quantitative est effectuée pour la partie amplification dans un systéme de détection
LightCycler 480 detection (Roche) en utilisant le kit « LightCycler FastStart DNA Master plus SYBR
Green | » (Roche). 40ng des RNA ont été inversement transcrit. Toutes les réactions et les mesures
biochimiques ont été doublées. Les conditions sont: 95°C pendant 10 min, suivi de 40 cycles a 95°C
pendant 10 sec, 10 sec a 60°C et 10 sec a 72°C. La normalisation et la quantification des variations es
effectuée en utilisant la moyenne de deux ‘house keeping genes’ ubiquitaires: rpL19 et TBP. Des
détails supplémentaires peuvent étre trouvés dans 1’article référence de Pfaffl M. et al. (Nucleic Acids
Research, 2002, vol. 30, No. 9 e36).

Comme nous sommes en présence d’un nombre trés important de transcrits amplifiés et d’un
nombre conséquent de souris, nous avons appliqué une comparaison par un test de Student t pour
¢chantillons non appariés pour comparer les valeurs A de variation des transcrits cibles chez les ob/ob

par rapport aux témoins.
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Aprés avoir présenté les caractéristiques phénotypiques et physiologiques générales des
modéles d’animaux obéses utilisés pour mes travaux de théses et décrit I’apprentissage associatif de la
valence alimentaire et appétitive de ’odeur d’amande, je décrirai en premier lieu les résultats liés a
nos expériences d’imageric MEMRI et a la caractérisation de la comparaison par SPM de la différence
de répartition spatiale de I’activité dans le BO. Je présenterai alors les résultats complémentaires avec
études en neurogenese olfactive et en RtPCR quantitative pour expliquer, au moins en partie, les
différences de résultats obtenus entre souris obeses et souris témoins en imagerie. La dynamique
temporelle dans le BO sera alors abordée avec la présentation des résultats de comportement de

discrimination olfactive et des enregistrements concomitants des activités oscillatoires.

1. Phénotype et physiologie des souris obéses

1.1. Souris déficientes en leptine depuis la naissance, souris ob/ob

Souris témoins pour les ob/ob

Dans la littérature, ce sont classiqguement les ob/+ qui sont utilisées méme si nous n’avons pas
relevé d’études fonctionnelles strictes indiquant une différence de fonction cérébrale entre
hétérozygotes ob/+ et homozygotes sauvages +/+. Nous nous sommes également confrontés au fait
que la société Janvier ne fournit les ob/+ qu’aprés génotypage puisque les commandes d’hétérozygotes
sont un mélange de +/+ et de +/-, et que les ob/ob de la méme portée sont sélectionnées uniquement
visuellement puisqu’elles sont déja plus lourdes a 5 semaines. Il faut donc étre vigilant sur ce point
guand on commande ces souris hétérozygotes chez les fournisseurs classiques. Les souris témaoins que
nous avons utilisées sont toutes des C57BL/6J males qui sont le fond génétique des ob/ob. Nous les
avons achetés indépendamment des portées de souris obéses ob/ob pour ne pas tomber dans le

probléme d’une hétérogénéité de nos contréles qui auraient été un mélange de +/- et de +/+.
Poids, glycémie et prise alimentaire

Classiquement, 1’utilisation d’un modéle animal obése implique le suivi régulier, au cours du
temps, de la masse pondérale et de plusieurs parametres métaboliques circulants. Toutefois, nous
avons décidé de limiter au maximum la prise de poids des animaux ob/ob afin d’empécher le
développement d’une obésité morbide par hyperphagie, celle-ci pouvant entraver le déplacement des
animaux pendant les expériences de comportement et géner la mise en place des animaux au cours de
I’imagerie dans I’aimant. Si les souris ob/ob sont laissées ad lib, elles mangent beaucoup plus (5.3 £

0.2 g/jour, n=13) que leur témoins (3.7 £ 0.1g/jour, n=7), ce qui provoque une prise de poids trés
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rapide. Nous avons décidé de donner aux ob/ob un peu plus que le poids moyen de nourriture des
témoins, environ 4g de nourriture par souris obése par jour. Nous avons de plus maintenu le délai le
plus court possible entre la fin de la période d’acclimatation en animalerie et la réalisation des
expériences d’imagerie. De fagon similaire, la restriction hydrique des animaux au cours de la tache de
discrimination olfactive a permis de maintenir un poids constant et similaire dans tous les groupes

d’animaux réalisés.

Nous avons dans un premier temps vérifié que les différents paramétres physiologiques étaient
en accord avec ceux décrits dans la littérature depuis les années 1960. Les souris ob/ob étant
génétiquement déficientes en leptine, et de fait dés la naissance, le phénotype obése apparait tres
rapidement, et nous avons pu constater une différence de poids importante entre ces animaux (469 £

30) et leurs homologues témoins (24.6g + 1,59), pour des animaux agés de 8 a 10 semaines.

Nous avons limité nos mesures de la glycémie, ce protocole étant stressant pour les animaux,
notamment au cours des expériences de comportement. La glycémie est la quantité circulante de
glucose. Dans des conditions physiologiques, lorsqu’un mammifére est a jeun, cette glycémie diminue
de fagon importante par rapport a 1’état nourri ou elle est trés élevée et elle est considérée comme
normale lorsqu’elle est comprise entre 0.7 et 1.2 mg/ml. Mesurée en début de matinée, la glycémie
chez les souris nourries s’élevait a 2.5 = 0.7 mg/ml (n=5) chez les ob/ob contre 1.9 + 0.4 mg/ml (n=7)
chez les témoins. A jeun, nous avons observé que les souris ob/ob ont une glycémie qui a baissé et qui
atteint 1.2 £ 0.1 mg/ml (n=5) contre 1.1 + 0.2 (n=7) aux témoins. Les comparaisons intragroupe pour
les ob/ob et les témoins indiquent respectivement une différence significative dans les deux groupes
nourris (test t de Student apparié, t=4.24, p=0,01 pour les ob/ob, t=4.71, p=0,003 pour les témoins) et
la comparaison statistique intergroupe par test de t de Student non apparié¢ a jeun n’indique pas de
différence intergroupe (t=1.66, p=0.13). Ces données montrent que i) toutes les souris maintenues ad
libitum ont une glycémie trés élevée, ce qui remet en cause la pertinence de ce type de régime pour
I’hébergement en animalerie ii) la glycémie chute de moitié chez toutes les souris a jeun pendant 17
heures iii) a jeun, dans nos conditions, avec des ob/ob d’4ge jeune (8 semaines) auxquelles on délivre
une nourriture en quantité légérement supérieure aux témoins, nous n’observons pas
d’hyperglycémie : celle-ci devient élevée chez des animaux plus &gés, comme observé dans la
littérature (Wang et al., 2014). Les mémes souris ob/ob d’age jeune ou la glycémie a été mesurée, ont

été utilisées pour les tests comportementaux olfactifs spontanés (paragraphe 4).
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1.2. Physiologie des souris rendues obeses par alimentation hyperacalorique -
hyperlipidique (Diet-Induced Obesity)

Souris témoins pour les obeses DIO

Pour les souris rendues obeses par alimentation hypercalorique, les témoins sont des animaux
males de méme souche (C57BL/6j) de méme age, et issues du méme lot. Ces souris témoins sont dans
des conditions de nutrition ad lib par nourriture standard et placées dans des cages distinctes par

rapport aux souris sous régime hypercalorique.

Poids et glycémie

L’obésité des animaux DIO est induite par un changement dans ’alimentation. Malgré la
richesse en glucides, en lipides et en protéines de cette derniere, 3 mois sont nécessaires en moyenne a
I’obtention d’un phénotype similaire & celui des ob/ob (figure 3.1.). Les souris DIO ne consomment
pas plus en quantité absolue (HFD+nourriture standard = 3.1 g/souris/jour; n=6 ; 2.2 g de nourriture
hypercalorique pour 0.9 g de nourriture standard) que leur témoin (nourriture standard = 3.5
g/souris/jour, n=6) mais étant donnée les teneurs tres élevées en lipides et glucides de la nourriture
hypercalorique, elles prennent du poids. L’évolution du poids et de la consommation alimentaire ainsi
que de la glycémie ont été suivis régulierement pour s’assurer de la réussite du régime. Notre premier
lot de souris nourri avec le régime 235 HF de SAFE diets n’a pas pris plus de poids par rapport aux
animaux témoins, et ceci méme aprés une tentative d’odorisation avec une odeur appétitive (Spray
d’amande 5%). Nous avons ensuite utilisé le produit 230HF de SAFE diets qui s’est révélé efficace

pour induire une obésité a long terme.

Aprés 14 semaines (figure 3.1.), les DIO pésent en moyenne 44 + 1g (n= 12) contre 29 + 1.15g
(n=4) pour les animaux témoins. La figure 3.1 indique la prise de poids de notre second lot de souris
DIO nourries au 230HF, mais la progression de poids a été similaire pour tous les groupes ultérieurs. Il
est intéressant de noter que la prise de poids des DIO continue méme aprés 14 semaines, alors que
celle des animaux témoins semble se stabiliser en 10 semaines (conformément aux données indiquées

par le fournisseur Janvier), méme avec un accés ad libitum a la nourriture standard.
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Figure 3.1 : Comparatif de I’évolution du poids de souris C57BL6 maintenues sous régime
standard ‘témoins’, n=4) et de souris C57BL6 ayant recues un régime 230HF (DIO, n=12)
pendant 14 semaines. Chaque point indique la moyenne du poids +/- SEM .

Pour la glycémie, les DIO nourries présentent une glycémie de 1.64 + 0.15 mg/ml (n=6) contre
1.49 £ 0.10 mg/ml (n=5) pour les témoins. A jeun, elle est de 1.17 + 0.10 mg/ml pour les DIO contre
0.74 + 0.04 mg/ml aux témoins. Les statistiques intragroupes indiquent une baisse de glycémie pour
les DIO (t apparié=5.52 ; p=0.003) et les souris témoins (t apparié=5.81; p=0.004) et avec une
différence de glycémie intergroupe a jeun (t non apparié=3.28 ; p=0.01). Méme si la glycémie baisse
chez les DIO a jeun, elles n’est pas aussi basse que chez les témoins, ce qui témoigne du fait qu’a trois
mois de régime hypercalorique suivant notre protocole, les souris DIO ont des difficultés a réguler leur
glycémie avec une disparité entre les souris testées, certaines étant a 0.8 mg/ml et d’autres a 1.24
mg/ml a jeun. Ces données sont similaires dans la littérature : par exemple Thiebaud et al. (2014)
trouvent que le régime hypercalorique induit une glycémie a jeun de 1.3 mg/ml chez les DIO nourries
pendant 6 mois. Nous sommes conscients que des tests métaboliques plus poussés auraient été
nécessaires sur nos groupes de souris tel que le test de tolérance au glucose (GTT) pour détecter une
éventuelle résistance a 1’insuline et éventuellement déterminer un stage prédiabétique ou diabétique de
nos souris DIO. De méme, des tests sériques de leptine et d’insuline auraient été trés utiles sur ces
DIO. Cependant, par manque de temps (j’ai étudié les DIO en toute fin de thése), nous n’avons pas pu
effectuer ces tests et nous nous sommes plut6t basé sur la littérature pour ces aspects métaboliques.

Ces souris ont éte utilisées pour les tests de comportement spontané décrit dans le paragraphe 4.
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2. Activité locomotrice

Nous avons voulu vérifier dans quelle mesure les déplacements spontanés des animaux obéses
ob/ob et DIO étaient affectés au cours d’un cycle de 24h par rapport & des souris C57BL6. Les
animaux ont étés installés dans les cages individuelles de 1’actimétre, ou elles avaient acces a de la
nourriture et a de I’eau ad libitum. Chaque cage est virtuellement décomposée en 9 parties de par le
croisement des deux faisceaux de lumiére infrarouges verticaux et deux faisceaux horizontaux, et
chaque déplacement d’une partie a I’autre était détecté et répertorié comme un déplacement unique,
fournissant une indication globale de I’activité des animaux au cours de ce cycle de 24h. Le cycle
jour/nuit était identique a celui dont les animaux avaient I’habitude a 1’animalerie, avec une forte
augmentation de I’activité locomotrice en phase nocturne, responsable de la majorité du décompte des
traversées de cage et de coupures de faisceaux. Dans ce contexte, nous avons pu constater que
I’activité des animaux obéses (DIO et ob/ob) (respectivement 371 + 220 et 232 + 88 déplacements)
était significativement diminuée par rapport a celle des animaux témoins (1312 + 168) (p<0.05)
(figure 3.2.), conformément a ce que nous avions déja eu 1’occasion d’observer lors de la manipulation
des animaux et leur observation a ’animalerie. Cependant, dans les tests d’exploration non opérante
ou dans une tache opérante de discrimination olfactive, nous n’avons observé aucun probléme pour les
souris obéses concernant leur vitesse de déplacement pour explorer les cdnes plastiques en
comportement spontané ou pour aller du port a odeur au port a récompense dans le temps imparti dans
la tAche de discrimination olfactive opérante.

Nombre d’interruption des
faisceaux Infrarouges %
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Figure 3.2 Déplacements comptabilisés sur un cycle de 24h chez des souris nourries. L’activité
globale de chaque souris est estimée par rapport a ses déplacements dans la cage de I’actimétre, grace
a des capteurs infrarouges, pendant une durée de 24h. Chaque déplacement dans une des neuf parties
de la cage incrémente le compteur de déplacement d’une unité. Il ne s’agit pas d’une mesure de la
distance parcourue, mais plutdt de la mobilité générale de chaque animal au cours de 24h.
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3. Imagerie Optique des Signaux Intrinséques

Nous avons procédé au protocole d’IOSI chez les souris témoins et les souris ob/ob. Les cartes
induites par présentation de 1’odeur alimentaire (butyraldéhyde) et neutre (hexanal), deux molécules
de la famille des aldéhydes qui ont une odeur fruitée, activent la partie antérieure du BO chez les deux
groupes de souris. Nous avons observé par cartographie optique sensible aux variations d’oxygénation
vasculaire que les zones activées chez les souris obeses en réponse aux deux odeurs sont plus larges
que chez les souris témoins (figure 3.3.A): Remarquez les zones sombres correspondant aux régions
activées absorbant les photons dans le rouge, et I’extension de 1’activation vers les régions postérieures
chez la souris obése. Chaque odeur, bien qu’activant la méme zone sur la surface du BO, posséde une
carte glomérulaire spécifique. Notez une plus large surface d’activation chez la souris obése comparée
a la souris contréle (figure 3.3B). Le décours temporel ou I’amplitude du maximum d’absorption dans
les régions d’intérét sont quant a eux identiques (figure 3.3.C. et D) : les valeurs de variation de
réflectance sont de -4.04% et -3.68% pour les ob/ob versus -4.11% et -4.14% pour les C57BL6
respectivement pour 1’odeur d’hexanal et de butyraldéhyde. Cependant, étant donné le faible nombre
de souris (n=2) que nous avons pu tester a cause des problémes d’anesthésie spécifique aux souris
obéses, nous avons obtenu un nombre réduit de souris imagées et nous avons di abandonner cette
approche au profit du MEMRI. De fait, nous n’avons pas essayé¢ d’enregistrer les DIO en imagerie

optique.
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Figure 3.3. Imagerie optique de ’activation glomérulaire du BO. A. Cartes olfactives brutes chez
une souris C57BL6 versus une ob/ob. De gauche a droite, premiére colonne, image de la
vascularisation de la partie dorsale du BO acquise sous lumiere verte (540 nm) ; deuxiéme colonne,
image moyenne de 6 essais « blanc » ou seul I’air est présenté a la souris acquise sous lumicre rouge
(630 nm). Remarquez 1’absence de signal d’absorption ; troisieme colonne, image moyenne de 6 essais
de stimulation sous hexanal 5% et de butyraldéhyde 5%. B. Zoom sur la région antéro-médiane.
Chaque odeur, bien qu’activant la méme zone sur la surface du BO, posséde une carte glomérulaire
spécifique. Notez une plus large surface d’activation chez la souris obése comparée a la souris
contréle. C. D. Décours temporel moyen du signal optique dans les régions d’intérét indiquée par des
fléches blanches sur la carte olfactive de la souris C57BL6 versus ob/ob, respectivement pour 1’odeur
d’hexanal et de butyraldéhyde : remarquez 1’absence de différence de décours ou de maximum
d’amplitude entre les deux souches (n=2 pour chaque groupe).

4. Tests comportementaux d’exploration olfactive spontanée

Pour nous assurer que les souris avaient une préférence d’exploration envers 1’odeur associée
a la nourriture palatable (par rapport a une odeur déja rencontrée mais non associée a la nourriture),
c’est-a-dire qu’elles avaient mémorisé cette odeur comme étant une odeur alimentaire, nous avons
effectué plusieurs tests comportementaux d’exploration spontanée effectués par Laurene Abjean
(stagiaire de M1) et Hirac Gurden. Ce sont les mémes souris qui ont fait les différents tests

d’exploration spontanée pour chaque groupe ob/ob, témoins ob, DIO, témoins DIO.
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4.1 Exploration de I’odeur d’amande, de I’odeur d’orange et de I’odeur de
pentylacétate

Au cours de cette expérience, nous nous sommes assuré que les animaux développaient une
préférence a 1’odeur associée a la récompense alimentaire (ici, ’odeur d’amande) en comparant les
temps d’exploration de cones contenant un papier filtre imbibé avec différentes odeurs contre un cone
contenant un papier filtre imbibé avec de I’huile minérale avec laquelle nous avons dilué les odeurs.
Notre hypothése de base est qu’a 1’état nourri le temps d’exploration est faible pour toutes les odeurs
et qu’a jeun, ce temps augmente fortement (Prud’Homme et al., 2009). Nous avons d’abord exposé les
animaux a ’odeur d’amande, une odeur alimentaire qui est susceptible d’augmenter leur temps
d’exploration a jeun. Ensuite, nous avons test¢ une odeur d’orange a laquelle les animaux ont été
réguliérement exposés avant I’expérience, mais qui n’était pas associée a un aliment. Dans cette
condition, nous avons émis 1’hypothése qu’a jeun les souris habituées a cette odeur ne I’exploreraient
pas tres longtemps. Enfin, nous avons testé une odeur de pentyl acétate, une odeur nouvelle jamais
rencontrée par les animaux auparavant, qui, de par sa nouveauté, aurait pu intéresser les animaux et

entrainer un temps d’exploration long.
* Souris ob/ob et leurs témoins

Pour ’exploration de I’odeur d’amande placée sur un filtre de café dans un cone, les souris
ob/ob nourries (n=5) I’explorent pendant 6.6 = 2.2 s contre 4.0 = 0.7 (n=7) pour les témoins. A jeun les
souris témoins explorent le tube d’amande pendant 10.3 + 2.3 s. L’analyse statistique n’indique pas de
différence intragroupe pour les ob/ob ou les témoins mais une augmentation a jeun intragroupe pour
les témoins (test de Wilcoxon, p=0.04) (figure 3.5.).
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Figure 3.4. Test d’exploration de I’odeur d’amande associée a la nourriture (A) et odeur
d’orange connue mais non associée a de la nourriture (B) chez les souris ob/ob et témoins
nourries et ttmoins a jeun. Notez, chez les témoins, la sensibilité de I’exploration de I’odeur associée
a la nourriture a jeun mais son absence pour I’odeur non associée. Temps total d’exploration 3
minutes.
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Pour I’odeur d’orange qui est une odeur a laquelle les souris ont été habituées sans association
a la nourriture, les résultats d’exploration indiquent a 1’état nourri pour les ob/ob 1.6 + 0.2s (n=5)
contre 1.9 £ 0.5s aux témoins (n=7) (test de Mann-Whitney, p=0.1, non significatif). A jeun, les
témoins explorent le tube pendant 5.7 £ 2.0s (n=7), ce qui n’est pas significativement différent du
temps d’exploration a 1’état nourri, malgré une tendance a la hausse (test de Wilcoxon, p=0.06, non

significatif).

Pour I'odeur de pentyl acétate, odeur nouvelle que les souris n’ont jamais rencontré
auparavant, les résultats d’exploration indiquent a 1’état nourri pour les ob/ob 5.4 + 0.8s (n=4) contre
5.0 £ 1.16s aux témoins (n=4) (test de Mann-Whitney, p=0.4, non significatif). A jeun, les témoins
explorent le tube pendant 4.3 £ 1.3s (n=4), ce qui n’est pas significativement différent du temps

d’exploration a 1’état nourri (test de Wilcoxon, p=0.2, non significatif).

14 -

Temps d’exploration (s)

Témoins Témoinsa  ob/ob
nourries jeun nourries

Figure 3.5. Test d’exploration de I’odeur de pentyl acétate, odeur nouvelle jamais rencontrée,
chez les souris témoins nourries et & jeun et chez les souris ob/ob nourries. Temps total

d’exploration 3 minutes.

Ces résultats indiquent que les odeurs non-associées a de la nourriture sont beaucoup moins
attractives pour les souris : i) les ob/ob et les témoins nourries semblent passer moins de temps a
explorer I’orange et le pentylacétate que ’amande, mais ceci reste a vérifier en comparant directement
les deux odeurs a I’aide d’une expérience dédiée ii) méme les souris témoins a jeun passent moins de
temps a explorer I’odeur d’amande que I’odeur d’orange ou 1’odeur de pentyl acétate (comparaison
figure 3.6.A versus 3.6.B et 3.6.A versus 3.7). Chez les témoins, la faim semble donc favoriser
uniquement I’exploration de I’odeur alimentaire. 11 est difficile de tirer des conclusions a propos des
souris ob/ob, puisqu’a jeun, elles demeuraient toutes immobiles. Le jeun semble donc avoir un fort
impact comportemental sur les souris ob/ob et sur leur motivation/capacité a explorer leur

environnement olfactif.
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* Souris DIO

Les DIO nourries explorent le tube d’amande pendant 3.0 + 0.8 s (n=5) contre 4.0 = 1.4 s pour
les témoins. Les DIO & jeun (n=7) passent 10.8 + 3.6s a explorer le cone cible contre 25.1 + 5.6s pour
le les témoins (n=3). Les trois souris témoins DIO & jeun mordent le cone contenant le filtre imbibé de
I’odeur d’amande. Il existe une différence statistique entre 1’état nourri et a jeun pour les DIO (test de
Wilcoxon, p=0.04) mais pas de différence intragroupe pour les témoins (Wilcoxon, p=0.10) ni entre
DIO et témoins (test de Mann Whitney, U=16 ; p=0.07).

Pour I’odeur d’orange, les DIO passent 5.1 = 1.2s (n=5) a I’état nourri contre 5.16 + 1.4 s a
jeun. Pour les souris DIO témoins, il y eu le déceés de ’'une des 3 souris. Avec deux souris, il est
impossible d’effectuer les tests statistiques. A titre indicatif, les moyennes de ces deux souris étaient
de 1.9s pour I’exploration du cone odorisé a 1’orange a 1’état nourri contre 5.7s a jeun. Contrairement a
I’odeur d’amande, cette odeur d’orange connue mais non associée a la nourriture, semble beaucoup

moins attractive pour les souris DIO (comparaison figure 3.7.A versus 3.7.B.).
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Figure 3.6. Test d’exploration de I’odeur d’amande associée a la nourriture (A) et odeur
d’orange connue mais non associée a de la nourriture (B) chez les souris DIO et témoins a jeun.
A. Notez la tendance a 1’augmentation de 1’exploration de I’odeur d’amande par les souris témoins
DIO mais sans que le test soit statistiquement significatif pour cause d’échantillon faible (n=3) et de
stringence élevée du test non paramétrique. temps total d’exploration 3 minutes. B. Les souris DIO
n’explorent pas davantage 1’odeur d’orange a jeun, contrairement a leur comportement face a 1’odeur
d’amande (figure 3.5.B).

Il est important de noter que dans tous ces tests d’exploration spontanée, nous avons
systématiquement relevé 1’identité du premier cone exploré par la souris pour savoir s’il influencait les

temps d’exploration, surtout pour le test avec la pate odorisée, et nous n’avons pas trouvé de lien.

Face au probléme des souris ob/ob qui restent immobiles a jeun, nous avons essayé de tester
leur préférence olfactive d’une maniere différente en nous focalisant sur la pate sucrée et en la

présentant odorisée a I’amande ou non odorisée.



Partie 3, Résultats

4.2 Exploration de la pate odorisée versus la pate non odorisee.

Dans ce test, nous nous sommes assuré que les souris se dirigeaient préférentiellement vers la
nourriture palatable de pate sucrée grace aux indices olfactifs associé a I’odeur d’amande, et non pas
des indices visuels ou par rapport a « une odeur sucrée », qui potentiellement serait contenue dans les
deux pates. Nous avons aussi exploré si cette préférence d’exploration était supérieure chez les ob/ob.
Pour cela, nous avons compté le temps passé a explorer un cone contenant la pate odorisée contre un

cbne contenant la méme pate sans odeur.
* Souris ob/ob

A I’état nourri, ou seul le manque de leptine différencie les deux groupes, les ob (n=5) passent
4.8 = 0.9 s a explorer la pate odorisée contre 2.7 + 0.4 s sur la pate non odorisée durant les trois
minutes passées dans la cage test. Les témoins (n=7) passent 1.7 £ 0.7 s sur le cbne odorisé versus 2.2
+ 0.5 s sur le cone non odorisé (figure 3.4.A). A jeun, (réduction des taux circulants de leptine et
d’insuline), les mémes souris témoins passent 15.7 + 2.4s sur le cone cible contre 16 + 3.3s pour le
cbne avec la pate sans odeur (figure 3.4.A). Les souris ob/ob mises a jeun 17h sont totalement
immobiles et leur temps d’exploration ne peut étre compté. Les statistiques nous indiquent une
différence intragroupe pour les ob/ob (test de Wilcoxon apparié, p=0.04) mais pas pour les témoins
(p=0.34). Elles indiquent également une différence intergroupe d’exploration pour le tube contenant la
pate odorisee (test de Mann Withney, U=8, p<0.001). De fagon surprenante, a jeun, les souris témoins
explorent davantage les deux pates, odorisées ou non, alors qu’on aurait pu s’attendre a une préférence

pour la pate odorisée.

Ces résultats indiquent qu’a 1’état nourri, les ob/ob développent une préférence envers 1’odeur
d’amande et ont une exploration plus longue de la pate odorisée par rapport a des souris témoins (aux
taux de leptine endogénes élevés) qui passent un temps d’exploration équivalent entre les deux pates.
Nous pouvons proposer une hypothése pour expliquer ce résultat : les animaux témoins ont développé
une préférence non seulement a I’odeur d’amande mais également a 1’odeur de farine, et explorent les
deux pates de mani¢re équivalente. Cependant, elles développent bien une préférence pour I’odeur
d’amande, lorsque celle-ci n’est pas associée a la pate de farine, comme indiqué dans la partie 4.2,
figure 3.6.A. Le jelne induit une augmentation du temps d’exploration globale des souris témoins
pour les deux tubes, sans spécificité par rapport a la pate d’amande. Pour les souris nourries, nous
avons répliqué ce test : 9 ob/ob ont passé en moyenne 4.7 + 0.5s sur le cone contenant la pate odorisée
contre 1.7 £ 0.5s pour le cbne contenant la pate non odorisée. Les 12 souris témoins passent

respectivement 2.2 £+ 0.3s et 2.4 + 0.4s pour I’exploration de la pate odorisée versus non odorisée. Les
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données statistiques sont similaires a celles obtenues pour le premier lot. A remarquer qu’une souris
témoin a jeun de chaque groupe (initial et dupliqué) a été exclu puisqu’elles avaient un comportement
hyperactif, comme prises de panique si nous pouvons le qualifier ainsi, sans aucune attention aux

cbnes, avec une exploration frénétique de la cage.
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Figure 3.7. Test d’exploration de la pate odorisée versus non odorisée chez les souris ob/ob et
témoins. A. Souris nourries B. Souris témoins a jeun, les souris ob/ob a jeun sont totalement
immobiles. Notez la différence d’échelle de temps entre souris nourries et a jeun. Temps total
d’exploration de 3 minutes.

* Souris DIO

A 1I’état nourri, durant les trois minutes passées dans la cage test, les DIO (n=6) passent 3.3 +
0.7 s a explorer la pate odorisée contre 1.6 + 0.5 s sur la pate non odorisée. Les témoins (n=5) passent
4.9 £ 1.1 s sur le tube odorisé versus 4.1 + 1.6 s sur le tube non odorisé (figure 3.5). Il existe une
différence intragroupe pour les DIO en faveur de la pate odorisée (test de Wilcoxon apparié, p=0.04)
mais pas pour les témoins DIO. En comparaison intergroupe, nous n’avons pas détecté de différence
dans I’exploration du cone avec la pate odorisée (U=25, p=0.15). Ces résultats indiquent que les DIO
nourries (qui n’ont pas des taux de leptine aussi réduits que chez les ob/ob) ne passent pas plus de
temps que les témoins a explorer la pate odorisée. A jeun, les mémes souris DIO passent 13.9 + 1.9s
sur le cdne cible contre 10.5 + 1.7s sur le cdne contenant la pate non odorisée. Les souris témoins
passent 17.9 + 2.9s sur le cone cible contre 14.9 + 1.3s sur le cbne contenant la pate non odorisée. A
jeun, les souris DIO et leurs témoins présentent une tendance & explorer préféréntiellement la pate

odorisée alors qu’on aurait pu s’attendre a une préférence nette pour la pate odorisée.
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Ces résultats indiquent que le jeline induit une forte augmentation du temps d’exploration
globale des DIO par rapport a la pate sucrée qu’elle soit odorisée ou non et ce comportement est le
méme chez les témoins DIO. De maniére intéressante, lorsque les animaux sont nourris et qu’ils sont
en présence d’une pate sucrée et odorisée et d’une autre non odorisée, seul les animaux obeses (DIO et
ob/ob) semblent explorer préférentiellement la pate sucrée odorisée. Le comportement d’exploration
olfactive des animaux obéses (DIO et ob/ob) est donc différent de celui des animaux témoins, et ce

quel que soit 1’état nutritionnel.
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Figure 3.8. Test d’exploration de la pate odorisée versus non odorisée chez les souris DIO et
témoins. A. Souris nourries B. Souris & jeun. Notez la différence d’échelle de temps entre souris
nourries et a jeun et la forte augmentation de 1’exploration des souris DIO et de leurs témoins a jeun.
Temps total d’exploration 3 minutes.

L’ensemble de ces résultats indiquent que le comportement d’exploration olfactive est modulé
a par 1’état nutritionnel de ’animal : les animaux témoins et DIO semblent explorer significativement
plus longtemps 1’odeur d’amande (précédemment associé¢e a un aliment) quand ils sont a jeun que
lorsqu’ils sont nourris. En revanche, a jeun, les animaux ob/ob restent totalement immobiles dans la
cage et n’explorent pas du tout leur environnement. Le temps d’exploration de I’odeur d’orange ne

semble pas étre significativement modulé par 1’état nutritionnel, quel que soit le groupe considéré.

Méme si I’activité spontanée d’exploration est trés hétérogéne et dépendante du contexte (le
jour, I’état de la souris...), pour résoudre les problémes rencontrés chez les ob/ob a jeun, nous pouvons
proposer de comparer le temps d’exploration de 1’amande (alimentaire) versus 1’orange (en habituation

sans étre alimentaire) chez les ob/ob nourries. Nous devrions observer une nette différence
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d’exploration en faveur de ’odeur alimentaire et montrer ainsi définitivement 1’apprentissage de

I’odeur d’amande comme odeur alimentaire.

5. IRM renforcée au contraste de manganése

5.1 Analyse manuelle de I’intensité brute des pixels

Avant de débuter nos analyses, nous avons acquis en IRM les images du cerveau d’une souris
qui n’avait pas recu d’injection de manganese, pour vérifier par la suite que le manganése induisait
bien une activation spécifique du BO. Nous n’avons pas noté d’augmentation d’intensité particuli¢re
au sein du BO chez cette souris, comme indiqué sur la figure 3.8. L’acquisition a été réalisée

strictement dans les mémes conditions que pour toutes les autres souris.

Figure 3.9 Visualisation du BO de souris témoin par IRM, sans injection de manganeése.
L’acquisition a été réalisée avec les mémes paramétres que pour les autres souris. Les coupes sont
montrées de la partie postérieure du BO (A) vers la partie antérieure (C) et sont séparées de 560um.
Notez I’absence de signal de contraste dans le BO.

Nous avons alors procéde au protocole MEMRI chez les souris témoins et les souris ob/ob, en
utilisant différentes stimulations olfactives. En plus de fournir un signal neuronal direct, les avantages
du MEMRI sont de pouvoir visualiser I’ensemble du BO et d’enregistrer a la fois 1’activité spontanée
et I’activité induite par stimulation sensorielle. Le MEMRI permet de visualiser I’activit¢ du BO de
facon différée, et, a priori, sans tenir compte de I’influence de I’anesthésie, qui affecte de maniére
prononcée la représentation spatiale des odeurs dans le BO. Pour chaque animal, nous avons obtenu la

distribution d’activité nous permettant de définir manuellement les zones d’intérét a étudier et isoler
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les pixels dont I’activité correspond aux cellules du BO activées pour un stimulus donné (cartes

représentatives figure 3.9).

A

Coupe anatomique B Coupe du BO C Coupe du BO
du BO colorée au visualisée en MEMRI visualisée en 2DG
violet de crésyl

Couche glomérulaire
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Figure 3.10 : Localisation du signal MEMRI dans le BO. A) Section coronale d’un BO de souris
colorée au violet de Crésyl, avec indication des différentes couches cellulaires. B) Visualisation de
I’activation de la couche glomérulaire du BO par MEMRI chez une souris c57BL6 stimulée avec une
odeur d’amande ayant été¢ associée a de la nourriture. C) Visualisation de 1’activation de la couche
glomérulaire du BO par 2DG chez une souris ¢57 ayant été stimulée avec une odeur de benzaldéhyde,
un des composants de I’ardme d’amande. Pour B et C : I’intensité de ’activation est représentée en
code couleur, les couleurs chaudes indiquent une activation plus forte.

Pour nous assurer que 1’absorption et le transport du manganése s’effectue de maniére correcte
dans chaque groupe, nous avons évalué la dynamique temporelle du MEMRI en comparant
I’accumulation de manganése au cours du temps (pour des acquisitions a 90, 120, 150 et 180 min
postinjection de manganése) entre des souris témoins (n=4) et ob/ob (n=4) stimulées uniquement avec
de T’air (figure 3.10). L’intensit¢ du signal a €té calculée en comparant les valeurs d’intensité
maximale brute de chaque image aux valeurs de la zone de référence, qui ici était la joue, une zone
dans laquelle la nature des tissus, et de fait ’intensité relevée, ne varie pas sur 1’axe rostro-caudal
étudié. La vitesse d’accumulation de manganése observée dans ces groupes semble étre en accord avec
les données décrites dans la littérature (Gobbo et al., 2012) : de 90 a 150 min, on observe une
augmentation de 1’intensité brute exprimée en unité arbitraire (u.a.) d’environ 5% (de 4,05+ 0,13 u.a a
4,23 + 0,14 u.a. chez les animaux témoins et de 4,29 + 0,09 u.a. a 4,49 + 0,12 u.a.). A 90 min, le
manganése arrive au niveau des glomérules, et a 120 min, I’intensité est significativement supérieure
dans le groupe ob/ob (p = 0,018), mais redevient similaire a celle des témoins par la suite, soulignant
une dynamique de transport légérement différente dans les deux groupes pour des temps d’acquisition
précoces. Nous avons de fait choisi d’analyser les images acquises 150 min aprés I’injection, a un
temps ou les deux groupes sont dans des conditions similaires et ou le transport du manganése
n’affecte pas les comparaisons d’activité du BO entre les groupes obeses et témoins. Il convient de

préciser que nous avons également relevé les valeurs d’une zone de référence, placée dans la joue,
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pour toutes les souris et a tous les temps d’acquisition pour nous assurer que les conditions
d’enregistrement étaient similaires et que le signal radiofréquence d’émission ne variait pas d’une
souris a I’autre : la valeur d’intensité brute de cette région de 0,55 + 0,04 u.a. pour les ob/ob (n=4) et
de 0,55 £ 0,05 u.a. pour les témoins (n=4) est identique sur les 7 tranches analysées aux 4 temps
d’enregistrement (soit 28 valeurs par souris) entre les groupes. Pour cette raison, nous avons par la
suite indiqué les valeurs d’intensité radiofréquence brute pour nos images, sans normaliser les valeurs

par rapport aux joues des animaux.
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Figure 3.11. : Dynamique temporelle du MEMRI chez des souris stimulées avec de I’air. Les
courbes indiquent 1’évolution moyenne (moyenne £ SEM) de I’intensité dans le ROI centré sur la
couche glomérulaire, ou le signal est le plus fort, relativement a la zone de référence dans la joue au
cours du temps. * différence d’intensité significative (P < 0.05).

Le comptage de ces pixels nous a donné une bonne indication de I’activité spécifique a un
phénotype de souris par rapport au stimulus présenté. Malheureusement, apres une étude exhaustive
des groupes obéses et témoins qui s’est arrétée peu avant le jury de mi-thése, hous nous sommes rendu
compte de certaines de ses limites : les images analysées fournissent une information quantitative tres
fiable sur le nombre de pixels activés, mais I’information qualitative, de la distribution d’activité
induite par présentation de 1’odeur alimentaire, est difficile a appréhender du fait de la distribution 3D
des pixels analysé et choisi manuellement dans des régions d’intérét (figure 3.11.). En étudiant les
images une par une, il était impossible de tirer une conclusion fiable et d’établir 1’organisation spatiale
des pixels surnuméraires observés chez les ob/ob. Nos résultats significatifs enregistrés pour 5 souris
dans chaque groupe (figure 3.12.) indiquent que des animaux témoins stimulés a 5% d’odeur

d’amande présentent davantage d’activité que les témoins stimulés avec de 1’air (209 pixels contre
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107, n=5, Mann-Whitney : P=0.001) ; que les souris obéses stimulés a 5% d’odeur d’amande ont une
activité accrue par rapport aux obéses stimulées avec de 1’air (300 pixels contre 126, Mann-Whitney :
P=0.001) ; que I’on observe autant de pixels activés chez des animaux obéses stimulés avec de I’air
par rapport a des animaux témoins stimulés avec de I’air (126 pixels contre 107, Mann-Whitney :
P=0.317) ; et qu’enfin des animaux obeéses stimulés a 5% d’odeur d’amande présentent davantage de
pixels actifs détectés que des animaux obéses stimulés a 5% d’odeur d’amande et ayant re¢u une
injection intra peritonéale de leptine (300 pixels contre 44, Mann-Whitney : P<0.0001). Toutes les

autres comparaisons ne donnaient pas de résultats significatifs,

Air Odeur d'amande 5%

Témoi:\ Ob/Ob ‘

Figure 3.12. Images représentatives de la distribution brute d’activité obtenues par MEMRI
(analyse manuelle par Image J). Les points rouges représentent les pixels dont I’intensité est
supérieure a un seuil défini par I’expérimentateur et qui indique de fagon certaine une activité
cellulaire. Qu’on stimule les animaux avec de 1’air ou avec une odeur d’amande (5%) précédemment
associée a de la nourriture, ce sont les animaux ob/ob qui présentent une plus forte activité, du moins
en nombre de pixels activés.



Partie 3, Résultats

Somme de pixels
activés dans chaque

groupe
3501 %k Xk ET %k %k %k
300 A
%k %k
250 A
200 A
150
100
50 1
0
c57 c57 obob obob obob 5%
air 5% air 5% +leptin

Figure 3.13. : Histogramme indiquant la somme des pixels activés sur ’ensemble des coupes
étudiées pour chaque groupe (comptage manuel des pixels dont I’intensité est supérieure a 95% du
maximum d’intensité). Commentaires dans le texte du paragraphe précédent cette histogramme.

Dans ce contexte, nous avons développé une autre méthode d’analyse automatisée,
indépendante de I’utilisateur, prenant en compte les €carts entre les animaux et ne se limitant pas a une

région d’intérét définie.

5.2. Comparaison d’images MEMRI analysées par SPM

Suite aux divers problémes rencontrés avec notre méthode d’analyse manuelle des images
MEMRI, nous avons mis au point, avec 1’appui technique d’Albertine Dubois (IR IMNC), une
méthode automatisée, indépendante de I'utilisateur et de tout choix visuel de région d’intérét. Nous
avons choisi de représenter sur une méme image, les voxels dont I’intensité est statistiquement
différente lors de la comparaison de deux groupes. Il convient de préciser que les images obtenues ne
permettent pas de visualiser directement la distribution de I’activation comme pour [’analyse
manuelle, mais qu’elles permettent de visualiser les différences significatives d’activité lors de la
comparaison des données MEMRI de deux groupes. Chague image présentée par la suite résulte d’une
moyenne et d’un alignement de toutes les images des deux groupes a comparer (pour plus de détails,
se reporter au chapitre précédent sur la méthodologie). Pour des raisons de clarté, nous présenterons
les résultats de la maniére suivante : chaque test mentionne les 2 groupes dont I’activité est comparée.
Dans tous les tests, les images indiquent toujours les voxels dont la valeur est significativement

supérieure dans le premier groupe cité. Tous les tests ont été réalisés dans les deux sens: dans la
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plupart des cas, seulement I'un des groupes présente des zones dont I’activité est supérieure a celle du
second. Dans le cas contraire, nous présenterons la comparaison dans les deux sens, en indiquant test
« X » et test « X inversé ». Il est important de comprendre I’importance du test inverse : Le test « X
inverse » est en quelque sorte I’image miroir du test « X » et nous pouvons lire le test « X inverse »

comme présentant les zones moins activées et non visualisées dans le test « X ».

Nous avons étudié ’ensemble du BO (40 coupes), mais toujours pour des raisons de clarté,
nous avons choisi de représenter uniquement 6 coupes coronales, de la plus postérieure vers la plus
antérieure, avec un espacement de 320um entre chaque. Nous nous somme référés a différentes coupes

histologiques et a ’atlas anatomique du cerveau de souris en ligne (http://atlas.brain-map.org) pour

identifier les différentes couches cellulaires du BO, puisque 1’atlas de Paxinos présente le BO de facon

trés limitée.

L'analyse voxel a voxel par comparaison statistique de groupes ne permet que des
comparaisons entre 2 groupes et non pas entre groupes multiples donc la lecture des comparaisons ne
doit pas se faire en croisant les analyses réalisées avec SPM, ce qui n’aurait pas de sens statistique.
Autrement dit si le groupe A est différent du groupe B aprés analyse par SPM pour une série de
régions données, et si le groupe B est différent du groupe C pour une autre série de régions données,
qui, a vu d’ceil, est partiellement recouvrant avec la comparaison A-B, aucune conclusion ne peut étre

tirée de la comparaison entre A et C sans faire le test approprié a I'aide du logiciel SPM.

Un tableau de synthése représentant une image SPM type pour chague comparaison est

présentée en fin de paragraphe, aprés toutes les comparaisons intergroupes.

5.2.1 Comparaison intra-groupe chez les animaux témoins entre stimulation a I’amande
alimentaire 5% et I’air

Le premier test consistait a comparer 1’activité des souris témoins stimulées avec une odeur
d’amande a 5% avec celle des animaux témoins ayant été stimulés avec de I’air. Cette comparaison
permet de localiser 1’activation odorante chez les animaux témoins, et nous a permis de valider notre
technique en nous permettant de confirmer que ’activation spatiale induite par ’amande chez les
témoins est similaire a ce que nous avons pu observer précédemment au laboratoire avec différentes
techniques d’imagerie, comme 1’autoradiographie au 2-deoxyglucose (Martin et al., 2012) et le
MEMRI (Gobbo et al., 2012). 1l apparait que 1’odeur d’amande active la GL ventrolatérale de
I’hémibulbe droit, principalement dans la partie postérieure du BO, méme si une faible activité est
présente également dans la partie antérieure (figure 3.13.A). L’intensit¢é moyenne des voxels de la
zone mise en évidence chez les animaux témoins stimulés a 5% (13,20 + 0,072 unités arbitraires (u.a.))

est significativement supérieure a celle des animaux témoins stimulés avec de I’air (9,42+ 0,110 u.a.)


http://atlas.brain-map.org/
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(t-test = 0.018) (figure 3.13.B) Effectué¢ dans 1’autre sens, le test n’indique pas de zone d’activité
supérieure chez les animaux témoins stimulés avec de 1’air par rapport aux animaux stimulés avec de

I’amande a 5% (test 1 inverse).

L’odeur d’amande induit donc efficacement une activité dans la GL du BO. Par ailleurs, la
zone d’activation observée correspond bien a ce qui a été observée précédemment au laboratoire a

I’aide d’autres techniques d’imagerie (figure 3.9).
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Figure 3.14 Test 1. Comparaison intragroupe de I’activité entre souris témoins stimulées avec
5% d’amande contre des souris témoins stimulées avec de ’air. Les images sont notées de 1 a 6 et
représentées de la partie postérieure vers la partie antérieure avec une distance de 4 images soit 320um
entre chaque image. Valeur du t-test= 0.018. AU : arbitrary unit ou unité arbitraire.
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5.2.2 Comparaisons inter-groupes pour la stimulation avec de I’air et de ’odeur
d’amande alimentaire 5%

Ce test permet de mettre en évidence une éventuelle différence dans ’activité spontanée entre
souris témoins et souris obéses : méme sans stimulation odorante, les OSN sont des mécanorécepteurs
sensibles aux variations de pression de I’air (Grosmaitre et al., 2007), présentent une activité
spontanée qui plus est sensible a la leptine et ’insuline (Savigner et al., 2009), et peuvent de fait
influencer la quantité de manganése accumulée dans le BO. Toutefois, il ne semble pas y avoir de
différence d’activité spontanée entre les deux groupes d’animaux (figure 3.14 A). Une région dorsale
restreinte semble étre plus activée chez les animaux obéses, mais de fagcon discontinue sur I’axe rostro-
caudal étudié. Ce motif d’activité discontinue tres restreint spatialement ne permet pas de calculer et
de comparer I’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence, et ne reflete pas de

différence fonctionnelle entre les deux groupes d’animaux. Effectué dans I’autre sens, le test n’indique
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pas de zone d’activité supérieure chez les animaux témoins stimulés avec de 1’air par rapport aux

obéses (test 2 inverse).

Valeur de t

t max =
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Figure 3.15 Test 2. Comparaison intergroupe de ’activité entre souris ob/ob stimulées avec de
I’air contre des souris témoins stimulées avec de I’air. Valeur du t-test= 0.010.

Le deuxiéme test intergroupe a permis de comparer 1’activité induite par I’odeur d’amande a
5%. Chez les animaux obéses stimulés avec cette odeur, la partie postérieure du BO est plus activée au
niveau ventromédial de 1’hémibulbe droit, et plus particulierement au niveau de ’ONL et de la GL,
mais aussi au niveau d’une partie de la MCL et de la GCL. Au niveau de la partie antérieure du BO,
on observe une activité latérale, puis latéro-dorsale, restreinte a des couches cellulaires plus
superficielles (MCL et GL) (figure 3.15.A) L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en
évidence chez les animaux ob/ob stimulés a I’amande (10,60 £ 0,056 u.a.) est significativement
supérieure a celle des animaux témoins stimulés (7,47 £ 0,022 u.a.) (t-test= 0.00045) (figure 3.15.B).
Effectué dans I’autre sens, c’est-a-dire en cherchant des voxels dont I’intensité est supérieure chez les
souris témoins par rapport aux souris obéses, le test n’indique pas de zone d’activité supérieure chez

les témoins (test 3 inverse).

Il apparait de fait que I’activité olfactive est différente chez les animaux obeéses : les couches
superficielles du BO sont spontanément suractivées, et ce méme en ’absence d’une quelconque
stimulation olfactive. Par ailleurs, la réponse évoquée par une odeur d’amande qui a été précédemment
associée a de la nourriture est non seulement plus puissante, mais active également des zones plus

larges, ce qui correspond aux observations obtenues lors de I’analyse manuelle des images MEMRI.
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Figure 3.16 Test 3. Comparaison intergroupe de I’activité entre souris ob/ob stimulées avec de
I’amande a 5% contre des souris témoins stimulées avec de I’amande a 5%. Valeur du t-test=
0.00045.

5.2.3 Comparaison intra-groupe chez les animaux obéses entre stimulation a I’amande
alimentaire 5% et I’air

Ce test compare ’activité des souris ob/ob stimulées avec de I’odeur d’amande a 5% a celle de
souris ob/ob stimulées avec de 1’air. Par rapport a des ob/ob stimulés avec de I’air, et de facon
similaire a ce qui est observé chez des animaux témoins dans le test 1, il apparait que I’odeur
d’amande active notamment la GL ventrolatérale de ’hémibulbe droit. Toutefois, cette activité ne se
limite pas au BO postérieur et est importante sur tout 1’axe rostrocaudal chez les animaux ob/ob
stimulés avec ’odeur d’amande. Chez ces derniers, il existe également une plus forte activité au
niveau de la GL ventromédiale ainsi qu’au niveau de la GL dorsale droite antérieure (figure 3.16 A).
L’intensit¢ moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux ob/ob stimulés avec de
I’odeur d’amande a 5% (10,98 + 0,54 u.a.) est significativement supérieure a celle des animaux
témoins stimulés avec de ’air (7,45 £ 1,62 u.a.) (t-test= 0.003) (figure 3.16.B.). Effectué dans 1’autre
sens, le test n’indique pas de zone d’activité supérieure chez les animaux stimulés avec de 1’air par

rapport a ceux stimulés avec de I’amande (test 4 inverse).

Ainsi, la présentation d’une odeur d’amande chez des animaux obeses semble activer, comme
chez les témoins, une zone latérale de la GL spécifique de I’odeur d’amande, mais de manicre plus

étendue, a la fois sur I’axe rostro-caudal mais également sur la partie dorsale et ventrale de la GL.
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Figure 3.17 Test 4. Comparaison intragroupe de I’activité entre souris ob/ob stimulées avec 5%
d’amande contre des ob/ob stimulées avec de I’air. Valeur du t-test= 0.003.

5.2.4 Comparaison intra-groupe : souris obéses stimulées avec de I’air ou de I’odeur
d’amande alimentaire versus des souris obéses ayant recu des injections de leptine

Suite aux tests précédents, un nouveau groupe d’animaux obeses ont recu des injections de
leptine aprés une stimulation avec de 1’air ou une odeur d’amande. Il s’agissait de déterminer si
I’injection de leptine pouvait a elle seule modifier I’activité spatiale spontanée ou évoquée par 1’odeur
alimentaire dans le BO. Le cas échéant, la leptine était-elle capable de restaurer chez les ob/ob

I’activité spatiale similaire a celle des témoins?

Nous avons commencé par comparer I’activité des souris ob/ob stimulées avec de I’air et ayant
recu une injection intra peritonéale de leptine a celle de souris ob/ob ayant été uniquement stimulées
avec de l’air. L’injection de leptine semble provoquer une augmentation d’activité bilatérale dans les
couches profondes du BO (GCL), mais de fagon moins étendue et plus uniforme sur un axe antéro-
postérieur, que lorsque les animaux sont stimulés avec une odeur alimentaire (figure 3.17.A).
L’intensit¢ moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux ob/ob stimulés avec de
I’air et ayant regu une injection de leptine (6,50 + 0,06 u.a.) est significativement supérieure a celle des

animaux ob/ob stimulés uniquement avec de ’air (3,87 + 0,04 u.a.) (t-test= 0.004) (figure 3.17.B.).

Effectu¢ dans ’autre sens, le test indique que les animaux obéses stimulés avec de 1’air mais
n’ayant pas regu de leptine présentent la aussi une activation bilatérale plus importante des couches
superficielles latérales ONL et GL (et quelque peu latéro dorsales) par rapport aux animaux ayant recu
de la leptine (figure 3.18.A.). L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les
animaux ob/ob stimulés avec de 1’air (12,08 + 0,081 u.a.) est significativement supérieure a celle des

animaux témoins stimulés avec de ’air et ayant recu une injection de leptine (7,84 + 0,067 u.a.) (t-
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test= 0.001) (figure 3.18.B.). 1l est important de comprendre 1’importance du test inverse : nous

pouvons lire le test 5 inverse comme présentant les zones moins activées et non visualisées dans le test
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Figure 3.18 Test 5. Comparaison intragroupe de I’activité entre souris ob/ob stimulées avec de
I’air et ayant recu de la leptine contre des souris ob/ob stimulées avec de I’air. t-test= 0.004.
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Figure 3.19 : Test 5 inverse. Comparaison intragroupe de I’activité entre souris ob/ob stimulées
avec de D’air contre des souris ob/ob stimulées avec de I’air et ayant recu de la leptine. t-test=

0.001.

Nous avons ensuite comparé 1’activité des souris ob/ob stimulées avec de 1’odeur d’amande a

5% et ayant recu une injection intra péritonéale de leptine a celle de souris ob/ob ayant été uniquement

stimulées avec de ’amande a 5%. Les deux groupes d’animaux ob/ob ont recu la méme stimulation

olfactive. Pourtant, I’injection de leptine semble provoquer une augmentation d’activité bilatérale dans

les couches profondes du BO (GCL), mais dont 1’étendue diminue néanmoins vers la partie antérieure

du BO. Dans le BO postérieur, I’ONL et la GL médiale semblent également &tre plus actives (figure
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3.19.A.). L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux ob/ob stimulés
avec de I’odeur d’amande a 5% et ayant recu une injection de leptine (7,45 + 0,06 u.a.) est
significativement supérieure a celle des ob/ob ayant été¢ uniquement stimulées avec de ’amande a
5%(6,13 £ 0,021 u.a.) (t-test= 0.0005) (figure 3.19.B.). Toutefois, effectué dans 1’autre sens, le test
indique que les animaux obeéses stimulés avec 5% d’amande mais n’ayant pas regu de leptine
présentent une activation plus importante des couches superficielles latérales ONL et CG (et quelque
peu latéro dorsales) de ’hémibulbe droit par rapport aux animaux ayant recu de la leptine (figure
3.20.A). L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux ob/ob stimulés
avec de I’odeur d’amande a 5% (12,32 + 0,04 u.a.) est significativement supérieure a celle des
animaux ob/ob stimulés avec de I’odeur d’amande a 5% et ayant recu une injection de leptine (9,45 +

0,067 u.a.) (t-test= 0.003) (figure 3.20.B).

Il semblerait donc que la leptine active les couches profondes du BO et inhibe au contraire les
couches superficielles du BO, du moins chez les animaux ob/ob stimulés avec de I’amande a 5%. Ces
tests confirment les effets de la leptine observés dans les tests précédents et indiquent que la leptine a
une action puissante sur 1’activité du BO, action qui n’est que peu influencée par le fait que les

animaux aient étés stimulés ou non avec une odeur.
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Figure 3. 20 : Test 6. Comparaison intragroupe de ’activité entre souris ob/ob stimulées avec
5% d’amande et ayant recu de la leptine contre des souris ob/ob stimulées avec 5% d’amande. t-
test= 0.0005.
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Figure 3.21 Test 6 inverse. Comparaison intragroupe de I’activité entre souris ob/ob stimulées
avec 5% d’amande contre des souris ob/ob stimulées avec 5% d’amande et ayant recu de la
leptine. Valeur du t-test= 0.003.

5.2.5 Comparaisons inter-groupes et injections de leptine

Dans ce test, nous avons comparé 1’activité des souris ob/ob stimulées avec de 1’odeur
d’amande a 5% et ayant recu une injection intra peritonéale de leptine a celle de souris témoins ayant
été uniquement stimulées avec de I’amande a 5%. Nous avons réalisé cette expérience pour déterminer
si I’injection de leptine chez un animal obése était susceptible de restaurer une activité¢ du BO similaire
a celle d’animaux témoins en réponse a une odeur. Chez les animaux ob/ob, on observe une activité
bilatérale plus importante au niveau des couches superficielles dorsales (GL) et ventromediales (ONL
et GL), et dans les couches profondes médiales (GCL), et ce de fagcon assez uniforme sur un axe
antéro-postérieur (figure 3.21 A). L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les
animaux ob/ob stimulés avec de I’odeur d’amande a 5% et ayant recu une injection de leptine (8,80 =+
0,31 u.a.) est significativement supérieure a celle des témoins ayant été uniquement stimulées avec de
I’amande a 5% (6,58 + 0,3u.a.) (t-test= 0.0007) (figure 3.21 B).

Il semblerait donc que la différence d’activité entre témoins et ob/ob ne soit pas uniquement
due a la leptine, et si I’injection de cette derniére active bien les couches profondes et médiales comme
dans les tests 5 et 7, et inhibe la partie latérale comme ce qu’on peut déduire du test 8, son action n’est
en revanche pas assez puissante pour inhiber I’activité dans les couches superficielles dorsales et
ventrales, qui semblent bien dépendantes de 1’odeur d’amande comme dans le test 3, et qui sont
supérieures aux couches activées chez les témoins, indépendamment de la leptine. Effectué dans
’autre sens, le test n’indique pas de zone d’activité supérieure chez les animaux témoins stimulés avec

de I’amande a 5% (test 7 inverse).
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Figure 3.22 Test 7. Comparaison intergroupe de ’activité entre souris ob/ob stimulées avec 5%

d’amande et ayant recu de la leptine contre des souris témoins stimulées avec 5% d’amande.
Valeur du t-test= 0.0007.
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5.2.6 Comparaison intra-groupe chez les souris témoins stimulées par I’odeur neutre de
pentylacétate a 5%

Nous avons voulu vérifier si P’activité olfactive des animaux ob/ob était surexprimée de
maniére aussi forte lorsque I’odeur utilisée pour la stimulation était neutre, n’avait pas été associée a
de la nourriture, et n’avais jamais été rencontrée par la souris auparavant. Pour cela, nous avons choisi
une odeur simple bien décrite dans la littérature. Dans ce test, nous comparons 1’activité des souris
témoins stimulées avec une odeur de pentylacétate a 5% avec celle des animaux témoins ayant été
stimulés avec de I’air. Comparé a I’odeur d’amande, le pentylacétate est une odeur pure, qui induit une
tres forte activation bilatérale dans 1’ensemble du BO, quel que soit le groupe étudié (figure 3.22 A).
L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux témoins stimulés a 5%
(7,87 £ 0,24 u.a.) est significativement supérieure a celle des animaux témoins stimulés avec de 1’air
(6,21 + 0,34 u.a.) (t-test= 0.0039) (figure 3.22 B). Effectué dans 1’autre sens, le test n’indique pas de
zone d’activité supérieure chez les animaux témoins stimulés avec de I’air (test 8 inverse). Ces
résultats indiquent que le pentylacétate induit une forte activité dans le BO, et que conformément a la
littérature, cette activité est différente, notamment en terme de distribution spatiale, par rapport a celle

induite par I’odeur d’amande.
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Figure 3.23 Test 8. Comparaison intragroupe de ’activité entre souris témoins stimulées avec
5% de pentylacétate contre des souris témoins stimulées avec de I’air. Valeur du t-test= 0.004.

Nous avons voulu vérifier ceci également chez les animaux ob/ob. Ce test est la comparaison
de Pactivité des souris ob/ob stimulées avec une odeur de pentylacétate a 5% avec celle des animaux
ob/obs ayant été stimulés avec de I’air. La aussi, le pentylacétate induit une large activation bilatérale
du Bo, méme celle-ci semble étre plus cantonnée a des couches profondes (GCL) (figure 3.23 A).
L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux témoins stimulés & 5%
(7,27 +0,20 u.a.) est significativement supérieure a celle des animaux témoins stimulés avec de 1’air
5,25 + 0,48 u.a.) (t-test= 0.0049) (figure 3.23 B). Effectué dans I’autre sens, le test n’indique pas de
zone d’activité supérieure chez les animaux témoins stimulés avec de 1’air (test 9 inv). Chez les ob/ob,
l’activité induite par le pentylacétate semble également différente de celle de I’amande. Il est
intéressant de noter que, malgré une zone d’activité plus étendue, il existe comme pour ’amande une
forte activité au niveau de la GCL. L’activation du BO semble étre différente chez les ob/ob par
comparaison avec les animaux témoins, indépendamment du fait que 1’odeur présentée soit une odeur

neutre ou alimentaire.



Partie 3, Résultats

AU
16 -~
14 |
12 A y
B Ob/Ob 5%
10 A k% (Pentyl
g Acetate)
Valeur de t 0 Ob/Ob 0%
6 -
tmax= 4 4
I 10.7959 |
0 J

Figure 3.24 Test 9. Comparaison intragroupe de I’activité entre souris ob/ob stimulées avec 5%
de pentylacétate contre des souris ob/ob stimulées avec de I’air. Valeur du t-test= 0.005.

Le test suivant consistait a comparer 1’activité des souris témoins et des souris ob/ob, les deux
groupes étant stimulés avec du pentylacétate a 5%. Les images ont révélé que pour cette odeur,
I’activit¢ du BO bilatérale était supéricure chez les témoins, en particulier dans les couches
superficielles dorsales (GL) et au niveau de certaines couches profondes (GL, MCL et GCL) (figure
3.24 A). L’intensité moyenne des voxels de la zone mise en évidence chez les animaux témoins
stimulés a 5% de pentylacétate (10,22 + 0,40 u.a.) est significativement supérieure a celle des animaux
ob/ob stimulés a 5 % (8,28 + 0,25 u.a.) (t-test= 0.005) (figure 3.24 B). Effectué dans I’autre sens, le
test n’indique pas de zone d’activité supérieure chez les ob/ob stimulés avec ’odeur de pentylacétate

inconnue par rapport aux témoins (test 10 inverse).
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Figure 3.25. Test 10. Comparaison intergroupe de ’activité entre souris témoins stimulées avec
5% de pentylacétate contre des souris ob/ob stimulées avec 5% de pentylacétate. Valeur du t-
test= 0.008.
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Notre dernier test consistait a comparer ’activité de deux groupes d’animaux obéses stimulés
avec de I’amande a 5%, le premier groupe ayant recu de la pate sucrée odorisée a I’amande, le second
groupe rencontrant pour la premiére fois ’odeur d’amande. Nous avons observé une légere hausse
d’activité dans la GL latérale spécifiquement activée par I’odeur d’amande dans le groupe ayant recu
la pate sucrée et associé I’odeur d’amande a un aliment. Toutefois, le groupe d’animaux n’ayant pas
¢té habitué a I’amande ne contenait qu’un faible nombre d’animaux (n=3), et des animaux

supplémentaires sont nécessaires pour augmenter la puissance statistique de ce test.

Valeur de t

A
tmax =

4 5 6

Figure 3.26. Test 11. Comparaison intragroupe de P’activité entre souris ob/ob stimulées avec
5% d’amande et ayant recu des boulettes odorisées a I’amande contre des souris ob/ob stimulées
avec 5% d’amande et n’ayant jamais été exposées a ’amande auparavant.

Pour résumer 1’ensemble de ces tests nous proposons une visualisation simplifiée de tous les
tests réalisés avec SPM dans le tableau 3.1. Ces résultats nous indiquent les répartitions d’activité

spatiale dans le BO suivant I’activation odorante ou 1’effet de la leptine ou bien des deux effets.
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Tableau 3.1 Récapitulatif des différents tests réalisés avec SPM. Une seule tranche issue de la
partie médiale de I’axe antéropostérieur est montrée pour chaque test. Les images montrent les voxels
qui sont statistiquement supérieurs dans le groupe de la colonne de gauche comparé au groupe de la
lére ligne. Une absence de pixels colorés sur une image du BO indique une absence de différence
entre les deux groupes comparés dans le sens indiqué.
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Figure 3.27. Schéma récapitulant la localisation des zones de sensibilité a I’odeur et a la leptine
dans le BO de souris ob/ob versus souris témoins.

6. Neurogeneése

En comparant le taux de survie des interneurones néoformés dans le BO, nous avons observé
une augmentation significative la densité d’ interneurones marqués au BrDU dans le BO de souris
ob/ob (n=6) en les comparant au marquage observé chez des souris témoins, a la fois pour les CG,
pour lesquelles nous avons constaté une augmentation de la survie de ces nouveaux neurones de
15.6% par rapport aux témoins(p=0,042), et pour les PGC, pour lesquelles nous avons constaté une
augmentation de la survie de 27.6% par rapport aux témoins (p=0.016) (figure 3.26). Ces résultats
nous permettent de conclure que I’absence de leptine augmente la survie cellulaire des neurones
nouvellement formés du BO, méme si nous ne pouvons préciser si cette survie est augmentée pour

I’ensemble des PGC ou seulement pour certaines sous-catégories.
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Figure 3.28. Marquage au BrDU indiquant la survie des néoneurones dans le BO. L’étoile
indique une différence significative entre les deux groupes. GC : granule cells. PGC : periglomerular
cells.
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Figure 3.29 Immunomarquage au Ki67 indiquant le taux de prolifération des nouveaux
neurones dans la SVZ. 1l n’existe pas de différence significative entre les deux groupes.

En comparant les taux de prolifération dans la SVZ, nous n’avons pas observé de différence
significative au niveau de la densité de cellules marquées avec Ki67 entre les animaux témoins (n=7)
et les animaux ob/ob (n=4) (figure 3.27). Ces résultats nous permettent de conclure que I’absence de

leptine chez les animaux ob/ob ne semble pas impacter la prolifération cellulaire dans la SVZ.
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7. RtPCR

Il a été montré a plusieurs reprises que dans le cerveau des modeles murins de I’obésité de
type DIO, une neuroinflammation forte existait dans plusieurs structures cérébrales, surtout dans
I’hippocampe et I’hypothalamus. Or il a été¢ aussi montré qu’une activation microgliale pouvait
fortement influencer le signal MEMRI puisque ces cellules ont un tropisme fort pour le manganése et
I’accumulent (Widerge et al., 2009). Les différences de signal MEMRI auraient donc pu étre liées a
I’accumulation aspécifique microgliale du manganése dans un BO qui aurait pu étre en état
inflammatoire. Pour tester cette hypothése nous avons effectué une quantification de différents

transcrits de protéines neuronales et gliales dans le BO.

Aucune variation significative par rapport aux deux transcrits endogénes ubiquitaire
(housekeeping : TPB, rpL19) n’a pu étre détectée pour les marqueurs testés exceptés pour la GFAP (A
de variation par rapport aux génes « housekeeping » = 16.5, p = 0.0025, test de Student). Les autres
marqueurs astrocytaires comme GLAST (A = -4, p=0.6) et GLTI (A=-1.9, p =0.7), le marqueur le
plus utilisé pour les cellules microgliales (IBA; A =0.2; 0.82) ou les OSN (OMP ; A=10.54;p =
0.65), sont stables chez les ob/ob. Pour étre stir de I’absence de réactivité microgliale, témoin majeur
d’une inflammation en présence de cette variation inhabituelle de GFAP, deux autres marqueurs ont
été quantifiés. Il s’agit de MAC1-CD11b (A =-0.81; p = 0.88) et de ED1-CD68 (A = -13.23; p =

0.07) qui ne varient donc pas.

En conclusion de cette série d’expérience consacrée a la quantification des transcrits, exceptée
pour la réactivit¢ GFAP, le BO des ob/ob ne présente pas de signe évident d’une forte inflammation

qui aurait pu expliquer I’augmentation du signal MEMRI.

8. Test de discrimination olfactive et enregistrement des réponses
électrophysiologiques en LFP.

Une fois les souris implantées et placées individuellement dans les cages d’hébergement, nous
n’avons observé aucun changement dans le bien-étre des animaux, pas de signe de géne ou de douleur
lors de la tache expérimentale. Cette expérience a été répétée 4 fois lors de cette étude, sur des groupes
d’animaux différents mais de méme age. Lors de la phase d’habituation avec 1’odeur d’eugénol, nous
n’avons pas constaté de différence entre les souris obéses et témoins, qui ont toutes atteint le critére de
réussite de la phase d’habituation en 4 + 1 sessions. Lors de la phase d’apprentissage du 1% groupe

avec I’hexanal en tant qu’odeur Go et le butyraldéhyde en tant qu’odeur NoGo, nous avons constaté
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un manque de motivation et de mobilité des souris ob/ob, qui n’effectuaient pratiquement aucun essai
alors méme que les animaux témoins semblaient avoir acquis la tache. Les ob/ob attendaient devant le
port a odeur et vérifiaient de temps a autre si la récompense avait été distribuée, et effectuaient un
nombre d’essais significativement réduit (moyenne d’essais par jour sur 6 jours : 19 + 9) par rapport
aux animaux témoins (moyenne d’essais par jour sur 6 jours : 40 £ 0) (p<0.001). Méme si nous avons
constaté nous méme une mobilité moindre de ces animaux lors de nos expériences précédentes,
notamment lors des mises a jeun, ils étaient trop jeunes pour exprimer une motricité quasi-nulle. Il
nous a semblé qu’ils souffraient d’un probléme motivationnel. Pour tester cette hypothése, nous avons
remplacé 1’eau normale délivrée au port a récompense par de I’eau sucrée (0.06 g/ml) (figure 3.28.).
Les animaux ob/ob ont connu un regain de motivation presque immédiat : le nombre d’essais a
augmenté de fagon prononcée (moyenne d’essais par jour sur 6 jours: 38 £ 6) et n’était plus
significativement différent de celui des animaux témoins (p=0.18), et les animaux ob/ob ont présenté
une capacité d’apprentissage identique a celle des témoins, aussi bien dans la durée nécessaire pour
maitriser la tache que dans la progression journaliére, évaluée grace au nombre d’essais (réussis ou
non) effectués par minute et par séance (mais toujours dans une limite de 40 essais par séance (figure
3.27) : ob/ob = 2,60 + 1,24 essais par minute apreés ajout de sucre, contre 2,67 + 0.79 pour les animaux
témoins (Différence non significative, p = 0.56) . Ainsi, in fine plus d’essais ont été nécessaires aux
animaux obéses pour parvenir au critére d’apprentissage, mais, apres 1’attribution d’eau sucrée comme
récompense, les animaux ont récupéré une dynamique d’apprentissage qui ressemblait aux
caractéristiques des souris témoins. L’addition de sucre n’a pas non plus perturbé les témoins. Seuls
les résultats des groupes ultérieurs ont étés pris en compte, lorsque tous les animaux ont recu un

renforcement hydrique sucré et démarré la tiche dans des conditions identiques.

eau
sucrée

—4—0b/0b
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Figure 3.30: Courbes illustrant la motivation des souris : Elles indiquent la fréquence de tous les
essais (bon et mauvais) par rapport a la durée de chaque séance, pour chague séance et pour les souris
témoins et les souris ob/ob. La fleche rouge indique le jour ou du sucre a été ajouté a la récompense
hydrigque pour les souris obéses ob/ob. La durée du test a été rallongée pour ces souris.
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8.1 Courbes d’apprentissage illustrant la progression des animaux au cours de la
tdche Go/NoGo pour trois groupes expérimentaux différents
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Figure 3.31 Comparaison des courbes d’apprentissage des animaux du groupe 1 (haut : ob/ob,
n= 3; bas : contréles n=>5). Les courbes représentent 1’évolution de la latence moyenne de la réponse
comportementale (le temps que met I’animal pour aller du port a odeur vers le port a récompense apres
¢échantillonnage de 1’odeur). Chaque point représente la moyenne des latences par blocs de 10 essais
pour chaque odeur. Un intervalle de 6s est la durée maximale d’un essai: un essai Go est réussi si la
latence de réponse est inférieure a 6s, un essai NoGo est réussi si la latence de réponse est égale ou
supérieure a 6s. Les courbes permettent de distinguer les différentes phases d’apprentissage de la tache
de dicrimination olfactive. La partie colorée en vert clair indique le stade débutant, lors duquel les
animaux débutent la tache et ne discriminent pas les deux odeurs. La partie colorée en vert sombre
indique le stade expert, pendant lequel les animaux ont tous atteint le critére d’apprentissage et
discriminent de facon nette les deux odeurs. Odeur Go : Hexanal 10 % ; odeur NoGo : Butyraldéhyde
15 %. En haut: Les résultats obtenus chez les animaux obéses montrent que les animaux commencent
a dissocier les odeurs a partir de 4 jours : la latence de réponse pour I’odeur NoGo augmente tandis
que celle pour I’odeur Go diminue. Ils atteignent tous le critére d’apprentissage apres 6 jours. En bas :
Les résultats obtenus chez les animaux témoins montrent que les animaux commencent a dissocier les
odeurs a partir de 5 jours : la latence de réponse pour I’odeur NoGo augmente tandis que celle pour
I’odeur Go diminue. Ils atteignent tous le critére d’apprentissage apres 8 jours.
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Figure 3.32 : Comparaison des courbes d’apprentissage des animaux du groupe 2 (haut : ob/ob,
n=4; bas : controles n=7). Odeur Go : Hexanal 10 % ; odeur NoGo : Butyraldéhyde 15 %. En haut.
Les résultats obtenus chez les animaux obéses montrent que les animaux commencent a dissocier les
odeurs apres 5 jours: la latence de réponse pour I’odeur NoGo augmente tandis que celle pour 1’odeur
Go diminue. Néanmoins, un changement d’expérimentateur a semblé perturber les animaux a J7, qui
continuent toutefois leur apprentissage normalement au cours des essais ultérieurs. lls atteignent tous
le critére d’apprentissage aprés 10 jours. En bas. Les résultats obtenus chez les animaux témoins
montrent que les animaux commencent a dissocier les odeurs également apres 5 jours : la latence de
réponse pour 1’odeur NoGo augmente tandis que celle pour I’odeur Go diminue. Néanmoin$, un
changement d’expérimentateur a semblé perturber les animaux a J7, qui continuent toutefois leur
apprentissage normalement au cours des essais ultérieurs. Ils atteignent tous le critére d’apprentissage
aprés 9 jours.
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Figure 3.33. Comparaison des courbes d’apprentissage des animaux du groupe 3 (haut : ob/ob,
n=5; bas : contréles n=5). Odeur Go : Hexanal 10 % ; odeur NoGo : Butyraldéhyde 15 %. En haut :
Les résultats obtenus chez les animaux obeses montrent que les animaux commencent a dissocier les
odeurs apreés 7 jours: la latence de réponse pour I’odeur NoGo reste élevée tandis que celle pour
I’odeur Go diminue. Ils atteignent tous le critére d’apprentissage aprés 10.5 jours. En bas : Les
résultats obtenus chez les animaux témoins montrent que les animaux commencent a dissocier les
odeurs apres 6 jours: la latence de réponse pour I’odeur NoGo augmente tandis que celle pour I’odeur
Go diminue. Ils atteignent tous le critére d’apprentissage apres 11 jours.
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8.2 Description des différentes étapes d’apprentissage au cours de la tache de
discrimination olfactive Go/NoGo

Dans les 3 groupes, les différentes étapes de I’apprentissage sont clairement identifiables
(figures 3.29, 3.30 ,3.31). Les animaux sont « débutants » lors des premiéres séances, lorsque les
courbes de latence de réponse a chagque odeur ne sont pas clairement dissociées : ainsi en début
d’apprentissage, les animaux ont exprimé le méme comportement quelle que soit 1’odeur

échantillonnée (hexanal ou butyraldéhyde), et les courbes de latence n’étaient pas dissociées.

Nous avons constaté une différence dans la stratégie d’apprentissage de la tiche entre les
animaux ob/ob et les témoins, en particulier dans les groupes 2 et 3 : les animaux témoins présentaient
des latences faibles dés le départ de I’expérience, et ils allaient et venaient de fagon frénétique entre le
point d’échantillonnage et le port & récompense en espérant obtenir de I’eau sucrée, quelle que soit
I’odeur présentée. Au contraire, les animaux obéses semblaient perturbés par la nouvelle paire
d’odeur, et échantillonnaient précautionneusement le port a odeur avant de se déplacer vers le port a

récompense, comme pour économiser leur énergie.

Lorsque les courbes de latence commencent & se dissocier, les témoins apprennent a
s’immobiliser pendant la présentation de 1’odeur non renforcée (NoGo) (augmentation de la latence
moyenne de réponse, qui tend vers un maximum de 6 secondes) et au contraire, lors de la présentation
de I’odeur renforcée (Go), ils diminuent de plus en plus le temps de réponse (qui tend vers 3
secondes). Les animaux obéses eux, maintiennent leur immobilité pendant la présentation de 1’odeur
NoGo mais diminuent progressivement le temps de réponse lorsqu’ils sont exposés a 1’odeur Go (qui

tend également vers 3 secondes).

Pour le groupe 2, nous avons constaté une chute des performances et une augmentation de la
latence de réponse pour I’odeur Go au 7eme jour de I’expérience, pour tous les animaux (figure 3.29). Il
s’agit peut-étre d’un effet expérimentateur : au cours de cette journée, Claire Martin m’a remplacé
pour surveiller ’expérience. Malgré le fait que durant cette tiche largement automatisée, 1’ interaction
directe avec les animaux soit réduite (consistant simplement a les placer et les retirer de la cage), la
littérature décrit le fait que les animaux sont capables de distinguer un expérimentateur familier d’un
expérimentateur inhabituel (Davis et al., 1997; Van Driel and talling, 2005). Par ailleurs, il a été
montré trés récemment que les rongeurs étaient trés sensibles aux odeurs de mammiféres males, y
compris celle d’expérimentateurs humains, et que celles-ci étaient susceptibles de déclencher un stress
non négligeable (Sorge et al., 2014). De fait, remplacer I’expérimentateur habituel par un
expérimentateur de sexe différent peut avoir un impact non négligeable sur le comportement des
animaux, et pourrait expliquer en partie la variation de performance des animaux du groupe 2 au cours

de cette journée. Les animaux sont tout de méme parvenus au critére d’apprentissage par la suite.



Partie 3, Résultats

On considére les animaux comme étant parvenus au stade « experts» dans la tache de
discrimination olfactive lorsqu’ ils atteignent le critére de succes qui est fixé a moins de 4+2 mauvais
essais par bloc de 40 essais deux jours de suite. Les courbes de latence sont alors completement
dissociées (figures 3.28, 3.29 ,3.30). Le nombre d’essais nécessaire pour atteindre le critére de réussite
chez les animaux ob/ob est de 205 + 42 essais ; 387 + 31 essais et 357 = 110 essais, pour les groupes
1,2 et 3, respectivement. Le nombre d’essais nécessaire pour atteindre le critere de réussite chez les
animaux témoins est de 256 + 78 essais, 273 * 80 essais et 320 + 94 essais pour les groupes 1, 2 et 3,

respectivement.

Nous avons Vérifié que tous les groupes ont correctement appris la tdche en comparant les
latences moyennes de réponse pour I’odeur Go lors des deux premiers jours de comportement et lors
des deux derniers (lorsque chaque souris arrivait au critére d’apprentissage deux jours de suite). Les
analyses, réalisées grace au test non paramétrique de Mann-Whitney, ont montré un apprentissage
correct dans tous les groupes avec des différences significatives entre animaux débutants et experts.
Groupe 1, ob/ob : p= 0.0004, U= 11.0; animaux témoins : p<0.0001, U= 9 / Groupe 2 : ob/ob :
p<0.0001, U= 17, animaux témoins : p<0.0001, U= 59 / Groupe 3 : ob/ob : p<0.0001, U= 23, animaux
témoins : p= 0.0001, U= 49. Nous avons également vérifié que les animaux discriminaient
correctement les deux odeurs en comparant les différences de latences entre odeur Go et odeur NoGo
au cours des deux derniers jours d’apprentissage, et la aussi les différences étaient significatives dans
tous les groupes. Groupe 1 : ob/ob : p=0.0001, U= 49.5 ; animaux témoins : p<0.0001, U= 0/ Groupe
2 : ob/ob : p<0.0001, U= 3, témoins : p<0.0001, U= 0 / Groupe 3 : ob/ob : p<0.0001, U= 1, témoins :
p= 0.0001, U= 0. Les éventuelles différences comportementales dans la vitesse d’apprentissage de la
tdche ont été évaluées en comparant le nombre d’essais pour arriver au premier jour du critére
d’apprentissage grace au test non paramétrique de Mann-Whitney. Pour les groupes 1 et 3, il n’y a pas
de différence comportementale entre animaux obeses et témoins (groupe 1: p= 0.46; U = 5.0 et
groupe 3: p = 0.53; U= 9.5). Pour le groupe 2, il semblerait que les animaux témoins apprennent
significativement plus vite (p= 0.019 ; U = 1.0). Malheureusement, la seule différence significative de
comportement entre animaux ob/ob et témoins étant observée dans le groupe 2, dans lequel
I’apprentissage des animaux a été perturbé par un changement d’expérimentateur, ce qui ne nous
permet pas de mettre en évidence une différence claire de performance dans les capacités de

discrimination olfactive.
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8.3 Analyse des réponses oscillatoires enregistrées au cours de la tache de
discrimination olfactive Go/NoGo

L’objectif de cette étude était de mettre en évidence d’éventuelles différences dans la
représentation temporelle des odeurs et la puissance des différentes bandes de fréquences, mais aussi
de comprendre si I’apprentissage influencait les réponses oscillatoires de la méme maniere chez les

animaux témoins et chez les animaux ob/ob.

Des performances comportementales similaires n’impliquent pas que les animaux obéses
percoivent les odeurs strictement de la méme maniére. Au cours de cette expérience de discrimination
olfactive, les animaux étaient systématiquement reliés a un dispositif permettant de mesurer en temps
réel les réponses oscillatoires induites par la paire d’odeurs du test et d’associer, via un logiciel
informatique, chaque essai comportemental correspondant. Nous nous sommes particuliérement
intéresseés a 2 bandes de fréquences qui ont été décrites dans le chapitre précédent : la bande Béta entre
15 et 40 Hz, et la bande Gamma entre 60 et 100 Hz. Le logiciel d’acquisition nous a permis
d’enregistrer le potentiel de champ local pendant 3 secondes avant 1’arrivée de 1’odeur, pendant (2 sec)
et 2 secondes aprés la délivrance de ’odeur au cours de chaque essais. Nous avons comparé la
puissance oscillatoire de pavés temps-fréquences (qui est la représentation de la moyenne des
fréquences enregistrées pour une fréquence donnée et & un temps donné) enregistrée pendant la durée
de I’échantillonnage (de la seconde 3 a la seconde 4, que nous appellerons « stim ») a celle enregistrée
en ligne de base, juste avant la stimulation (de la seconde 1 a la seconde 2, que nous appellerons
« pré »). Afin de comparer la plasticité des dynamiques oscillatoires entre les animaux ob/ob et
témoin, nous avons comparé les activités des deux premiers jours de 1’expérience, lorsque les animaux
étaient « débutants », a ceux des deux derniers jours, lorsque les animaux sont parvenus au critere
d’apprentissage et sont considérés comme « experts ». Tous les signaux exploitables ont été comparés

grace a des ANOVA a mesures répétées.

Il convient de préciser avant nos analyses qu’en terme d’oscillations, il n’y pas de différence
significative entre la puissance des oscillations évoquées par I’odeur Go (hexanal) et celle de I’odeur
NoGo (butyraldéhyde), et ce pour tous les groupes. De fait, nous avons choisi de regrouper les
oscillations évoquées par les deux odeurs, ce qui est en ligne avec la littérature scientifique. Par
ailleurs, la puissance des oscillations mesurées dans les animaux du groupe 3 est significativement
plus faible que dans les groupes let 2 (p<<0.0001). Si nous ne sommes pas parvenus a I’expliquer, nous
avons constaté que cette diminution de puissance affectait de fagon équivalente animaux témoins et
obeses et que 1’évolution du signal était équivalente a celle des autres groupes, et nous avons donc
choisi d’étudier I’évolution du signal au sein des trois expériences plutdt que de nous intéresser a des

moyennes de puissance oscillatoire brute.
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8.3.1 Oscillations béta (15-40 Hz) chez des animaux débutants

On considére que les animaux répondent a ’odeur s’il y a une différence statistiquement
significative entre les puissances oscillatoires des pavés entre la période contrdle « pré » et la période
de stimulation « stim ». Cette différence existe chez nos animaux débutants, a la fois pour les ob/ob
(pré= 0,090 + 0,0028 pV?; stim= 0,1 + 0,004 uV? pour le groupe 1; pré= 0,078 + 0,0024 uV? ; stim=
0,080 + 0,002 V2 pour le groupe 2 et pré= 0,032 + 0,0003 pV? ; stim= 0,041 + 0,0007 uV? pour le
groupe 3, p<0.0001 pour les 3 groupes) et pour les témoins (pré= 0,087 + 0,0032 pV?; stim= 0,093 +
0,0035 pV? pour le groupe 1; pré= 0,043 + 0,0009 pV? ; stim= 0,043 + 0,0009 V2 pour le groupe 2 et
pré= 0,036 + 0,0004 pV? ; stim= 0,045 + 0,0006 V2 pour le groupe 3, p<0.0001 pour les 3 groupes).
Les groupes d’animaux semblent donc bien détecter les odeurs présentées, méme dans les premiers
stades de la tache de discrimination olfactive. Il est & noter qu’il n’y a pas de différence significative
entre les groupes témoins et obéses pour cette augmentation entre période « pré» et «stim»
(p=0.2725). On remarque également qu’excepté pour le groupe 2, I’augmentation de puissance dans la
bande béta entre les périodes « stim » et « pré » est identique entre ob/ob et témoins. Le test ANOVA
n’indique pas de différence significative pour la comparaison de 1’ensemble des groupes (p=0,0512).

Ces résultats sont représentés dans la figure 3.32.
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Figure 3.34 Moyenne de la puissance des pavés temps-fréquence des oscillations béta par groupe et par
Go/NoGo (Débutants) A: Moyenne de puissance des pavés temps-fréquence de la bande béta de tous les
animaux au stade débutants, c'est-a-dire au ler et au 2éme jour de lapprentissage, classés de 1 a 3 par
expérience et par groupe, ob/ob ou témoins. En blanc, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant
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la période « pré » en I’absence d’odeur. En noir, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant la
période « stim », en présence d’odeur. A noter que pour le groupe 2, on observe une différence significative de
puissance des oscillations (a la fois en période pré et stim) entre ob/ob et témoins et de la différence entre
période « pré » et « stim ». B : Carte représentative des pavés temps-fréquence de la bande béta moyennée sur
I’ensemble des 40 essais de la premicre journée d’apprentissage d’une souris ob/ob du groupe 2. C : Carte
représentative des pavés temps-fréquence de la bande béta moyennée sur I’ensemble des 40 essais de la premiére
journée d’apprentissage d’une souris témoin du groupe 2.

8.3.2 Oscillations Béta chez des animaux experts

Nous avons par la suite analysé les oscillations béta chez des animaux experts. Il est décrit
dans la littérature (voir chapitre 1) que les oscillations béta sont liées a I’apprentissage et augmentent a
mesure que les animaux apprennent a reconnaitre les odeurs au cours de la tache de discrimination
olfactive. Nous avons tout d’abord vérifié, comme pour les animaux débutants, s’il existait une
différence statistiquement significative entre les puissances oscillatoires des pavés entre la période
contrdle « pré » et la période de stimulation « stim » : pour les ob/ob (pré= 0,098 % 0,0021 pV? ; stim=
0,180 + 0,0042 uV? pour le groupe 1; pré= 0,114 + 0,0038 pV?; stim= 0,181 + 0,0068 uV? pour le
groupe 2 et pré= 0,05 + 0,0003 pV? ; stim= 0,099 + 0,005 u\V? pour le groupe 3, p<0.0001 pour les 3
groupes) et pour les témoins (pré= 0,086 + 0,0027 ; stim= 0,113 + 0,0043u\V? pour le groupe 1; pré=
0,109 + 0,0018 uV?; stim= 0,124 + 0,0020 uV? pour le groupe 2 et pré= 0,038 + 0,0006 uV? ; stim=
0,062 + 0,0011 V2 pour le groupe 3, p<0.0001 pour les 3 groupes) . Qu’il s’agisse des animaux ob/ob
ou témoin, I’augmentation d’activité de la bande béta entre les périodes « pré » et « stim » est bien
plus importante chez les animaux experts que chez les animaux débutants (p<0.0001) (figure 3.33). De
plus, la différence entre la période «pré» et «stim» est bien plus importante chez les ob/ob
(p<0.0001), et la puissance des oscillations pendant la période « stim » I’est également (p<<0.0001).
Ainsi, comme attendu tous les animaux expriment une augmentation sensible de la puissance des
oscillations béta en réponse a une odeur suite a la maitrise de la tache de discrimination olfactive, mais
cette réponse est sensiblement plus puissante chez les animaux obéses (figure 3.33) Il semblerait donc
que la réponse oscillatoire dans la bande béta soit modulée chez les animaux ob/ob, mais de fagon

dépendante de I’apprentissage olfactif.
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Figure 3.35 Moyenne de la puissance des pavés temps-fréquence des oscillations béta par groupe et par
Go/NoGo (Experts) A : Moyenne de puissance des pavés temps-fréquence de la bande béta de tous les animaux
au stade experts, c'est-a-dire aux deux derniers jours de ’apprentissage, classés de 1 a 3 par expérience et par
groupe, ob/ob ou témoins. En blanc, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant la période « pré »
en ’absence d’odeur. En noir, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant la période « stim », en
présence d’odeur. B : Carte représentative des pavés temps-fréquence de la bande béta moyennée sur I’ensemble
des 40 essais de la derniére journée d’apprentissage d’une souris ob/ob du groupe 2. C : Carte représentative des
pavés temps-fréquence de la bande béta moyennée sur I’ensemble des 40 essais de la derniere journée
d’apprentissage d’une souris témoin du groupe 2.

8.3.3. Oscillations gamma (60-100 Hz) chez des animaux débutants

Nous nous sommes ensuite intéresses aux oscillations gamma chez des animaux débutants. On
considére que les animaux répondent a ’odeur s’il y a une différence statistiquement significative
entre les puissances oscillatoires des pavés entre la période contrble « pré» et la période de
stimulation « stim ». Cependant, a ’inverse des oscillations béta, la présentation d’une odeur induit
plutdt une baisse de la puissance oscillatoire. Cette différence existe chez nos animaux débutants, a la
fois pour les ob/ob (a I’exception du groupe 1, ou il n’y a pas de différence significative) (pré= 0,063 +
0,0024 pV?; stim= 0,064 + 0,0026 uV? pour le groupe 1; pré= 0,056 + 0,0020 puV?; stim= 0,053 +
0,002 p\V2 pour le groupe 2 et pré= 0,022 + 0,0002 pV? ; stim= 0,018 + 0,0007 u\V? pour le groupe 3,
p<0.0001 pour les groupes 2 et 3) et pour les témoins (pré= 0,051 * 0,0016 uV?; stim= 0,044 +
0,0011pV? pour le groupe 1; pré= 0,041 + 0,00073 puV? ; stim= 0,037 + 0,0005 p\V? pour le groupe 2
et pré= 0,024 + 0,0002 pV?: stim= 0,023 + 0,0002 uV?pour le groupe 3, p<0.0001 pour les 3
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groupes). Les groupes d’animaux semblent donc bien détecter les odeurs présentées, méme dans les
premiers stades de la tdche de discrimination olfactive. Méme si dans chaque groupe de souris ob/ob
et témoins débutants, il existe une diminution de gamma entre période « pré » et « stim » (p<0,0001)
(excepté dans le groupe 1 ob/ob ; non significatif), il est a noter que les différences de puissance sont

trés variables d’un groupe a 1’autre (Figure 3.34).
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Figure 3.36 : Moyenne de la puissance des pavés temps-fréquence des oscillations gamma par
groupe et par Go/NoGo (Débutants). A : Moyenne de puissance des pavés temps-fréquence de la
bande gamma de tous les animaux au stade débutants, c'est-a-dire au ler et au 2éme jour de
I’apprentissage, classés de 1 a 3 par expérience et par groupe, ob/ob ou témoins. En blanc, les
histogrammes représentent le signal enregistré pendant la période « pré » en I’absence d’odeur. En
noir, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant la période « stim », en présence
d’odeur. B: Carte représentative des pavés temps-fréquence de la bande gamma moyennée sur
I’ensemble des 40 essais de la premiére journée d’apprentissage d’une souris ob/ob du groupe 2. C :
Carte représentative des pavés temps-fréquence de la bande gamma moyennée sur I’ensemble des 40
essais de la premiére journée d’apprentissage d’une souris témoin du groupe 2.
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8.3.4 Oscillations gamma (60-100 Hz) chez des animaux experts

Pour finir, nous avons analyseé la puissance des oscillations gamma chez des animaux experts.
Nous n’avons pas constaté de changement notable avec les conclusions tirées de I’observation des
animaux débutants. Le gamma est toujours légerement plus faible pendant la stimulation, a la fois
pour les ob/ob (pré= 0,059 + 0,0013 pV?; stim= 0,053 + 0,001 pV? pour le groupe 1; pré= 0,067 *
0,0022 pV?:; stim= 0,054 + 0,0016 p\V/? pour le groupe 2 et pré= 0,024 + 0,0012 pV?; stim= 0,022 +
0,001 uV? pour le groupe 3, p<0.0001 pour les 3 groupes) et pour les témoins (pré= 0,052 + 0,0013
HV?2 : stim= 0,05 + 0,001pV? pour le groupe 1; pré= 0,08 + 0,0013 pV?; stim= 0,074 + 0,0011 pV?2
pour le groupe 2 et pré= 0,024 + 0,0003 pV? ; stim= 0,022 + 0,0003 uV? pour le groupe 3, p<0.0001
pour les 3 groupes). Les seuls remarques que nous pouvons apporter concernent la légere baisse de
puissance des oscillations gamma dans le groupe ob/ob par rapport aux animaux débutants (p<0.001),
et une légére augmentation du gamma chez les animaux témoins du groupe 2 (ce qui est visible en
comparant les images des figures 3.35 B et 3.35 C. Ces résultats ne nous permettent pas de conclure
qu’il existe une différence nette dans la réponse oscillatoire de la bande gamma entre les animaux

ob/ob et témoins, méme apres un apprentissage (figure 3.35).
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Figure 3.37 Moyenne de la puissance des pavés temps-fréquence des oscillations gamma par groupe et par
Go/NoGo (experts). A: Moyenne de puissance des pavés temps-fréquence de la bande gamma de tous les
animaux au stade experts, c'est-a-dire aux deux derniers jours de I’apprentissage, classés de 1 a 3 par expérience
et par groupe, ob/ob ou témoins. En blanc, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant la période
« pré » en I’absence d’odeur. En noir, les histogrammes représentent le signal enregistré pendant la période
« stim », en présence d’odeur. B : Carte représentative des pavés temps-fréquence de la bande gamma moyennée
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sur I’ensemble des 40 essais de la derniére journée d’apprentissage d’une souris ob/ob du groupe 2. C : Carte
représentative des pavés temps-fréquence de la bande gamma moyennée sur I’ensemble des 40 essais de la
derniére journée d’apprentissage d’une souris témoin du groupe 2.

L’ensemble de ces résultats semble indiquer que la maniére dont évolue la puissance des
oscillations chez les ob/ob au cours de la tiche de Go/NoGo est similaire & ce qui est décrit dans la
littérature : chez des animaux débutants, la puissance des oscillations béta augmente lors de la
présentation d’une odeur, et cette augmentation est plus prononcée lorsque les animaux sont experts.
Toutefois, 1’absence de leptine semble avoir un impact sur la plasticité olfactive au cours de cette
tache d’apprentissage : alors que nous ne constatons pas de différence significative de la puissance
béta entre animaux témoins et obeses débutants, celle-ci est en revanche bien plus importante chez les
ob/ob lorsque les animaux sont experts. Au contraire, les oscillations gamma diminuent Iégerement de
puissance pendant la présentation d’une odeur, chez les animaux ob/ob comme chez les animaux
témoins. Il semble que 1’absence de leptine ait également un léger impact sur la plasticité olfactive li¢e
aux oscillations gamma, puisqu’on observe une légere baisse de la puissance de celles-ci chez des
animaux obéses experts, mais pas chez des animaux témoins experts (au contraire, la puissance du
gamma augmente chez les animaux témoins du groupe 2). Le comportement des animaux (ob/ob et
témoins) montre qu’ils distinguent bien ’odeur Go de I’odeur NoGo, mais nous n’avons relevé aucune

différence significative entre les deux odeurs en termes d’activité oscillatoire.

9. Résumeé des résultats

Comparées a des souris témoins, les souris ob/ob :

-explorent davantage, a I’état nourri, une pate sucrée odorisée a ’amande (avec lequel elles ont été

nourries pendant deux & trois semaines) que la méme péte sucrée sans odeur.

-explorent autant a 1’état nourri une odeur d’orange « habituée », ¢’est-a-dire présentée plusieurs fois

par jour sans association a de la nourriture palatable
-présentent une activité locomotrice diminuée au cours d’un cycle jour/nuit de 24h

-ne bougent presque plus a jeun quand on les laisse seules dans leur cage pour tester I’exploration

olfactive spontanée

-présentent une hyperactivation bulbaire avec la stimulation de I’odeur alimentaire
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-présentent une hypoactivation avec la stimulation de I’odeur neutre

-présentent une forte activation des couches profondes quand elles sont injectées avec de la leptine en

condition d’activité spontanée ou induite par une odeur alimentaire
-ont une augmentation de cellules néoformées dans le BO en condition spontanée
-n’ont pas d’inflammation massive dans le BO

-n’ont pas de difficulté pour réaliser une tache de discrimination olfactive de type Go/NoGo quand la

récompense hydrigue est sucrée donc palatable

-présentent une forte augmentation de la puissance des oscillations béta liées a I’apprentissage

N

La partie 4 consacrée a la discussion reviendra sur tous ces points et critiquera
constructivement les données obtenues a la lumiéere de la littérature sur les interactions olfacto-

alimentaires et 1’obésité.
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Comme nous I’avons vu dés I’introduction, la littérature suggere qu’il existe un lien puissant et
bilatéral entre le systéme olfactif et les systémes endocriniens en lien avec la balance énergétique.
L’étude de ces interactions est relativement récente, et, s’il est largement établi que I’olfaction est
modulée durant les cycles alimentaires en réponse a des quantités changeantes de molécules comme la
ghréline, les orexines, I’insuline ou la leptine, on ignore encore largement les mécanismes précis de la
régulation de la fonction olfactive lors de troubles alimentaires comme 1’obésité. Dans ce contexte, je
déclinerai la discussion de mes résultats en cing grandes parties : les choix des modéles et des
techniques utilisés (avantages et contraintes) ; I’importance de la nature de ’odeur et de 1’état
nutritionnel dans les changements comportementaux des souris obeéses ; les effets de la leptine sur la
représentation spatiale puis temporelle des odeurs dans le BO ; et, enfin, un schéma de travail
présentant les sites d’action potentiels de la leptine dans le BO, en insistant sur I’importance des fibres

centrifuges.

1. Choix des modéles et des techniques d’étude des interactions olfacto-
alimentaires

1.1 Modeéles murins

Les modéles murins sont trés utilisés dans le cadre des études sur I’obésité. Les qualités de ce
type de modeles sont régulierement citées dans la littérature et incluent notamment un co(t
d’utilisation réduit, des cycles de reproduction et de gestation relativement courts, la possibilité de
modifier leur génome, ainsi que le contrdle des facteurs environnementaux (Kanasaki and Koya, 2011;
Lutz and Woods, 2012; Nilsson et al., 2012; Yazdi et al., 2015). De plus, les mécanismes du contrdle
central de la prise alimentaire présentent des propriétés largement partagés par les différentes espéces
de mammiferes, qu’il s’agisse des hormones circulantes, des circuits de contrdle de 1’état métabolique
de ’organisme par 1’hypothalamus et des neuropeptides synthétisés (Woods et al., 1998; Schwartz et
al., 1999, 2000; Woods, 2005; Woods and D’Alessio, 2008; Luquet and Magnan, 2009). Toutefois, il
existe également certaines limitations chez les modéles de souris, notamment lorsqu’il s’agit de
confronter les données obtenues & celles relevées chez ’'Homme. Par exemple, les phénotypes décrits
peuvent différer : chez ’Homme, la mesure de I’Indice de Masse Corporelle (IMC) est réguliérement
utilisé pour caractériser 1’obésité alors que chez les modeles murins il n’y a pas de seuil défini pour
I’IMC et c’est une mesure directe de la masse graisseuse qui prévaut. Chez la souris, les complications
secondaires liées a I’obésité sont souvent liées au fond génétique de la souche utilisée ce qui les
distingue de 1I’étre humain (Clee and Attie, 2007). Enfin, malgré de grandes similitudes, il existe des

différences physiologiques entre métabolisme humain et murin, rendant 1’étude de certains geénes
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complexes : je n’ai pas évoqué la B-MSH dans ce manuscrit dont le r6le dans le controle de la balance

énergétique humaine a longtemps été ignoré du fait de son absence chez la souris (Lee et al., 2006).

Souris ob/ob

Les souris ob/ob sont hyperphagiques dés la naissance et deviennent rapidement obéses. Elles
constituent un des premiers modeles animaux d’obésité décrit dans la littérature (Coleman, 1978;
Garthwaite et al., 1980; Friedman et al., 1991; Ingalls et al., 1996). Ce modele, déficient en leptine,
nous a permis d’aborder la régulation encore mal connue de I’activité bulbaire par cette hormone. De
plus, étant donné que c’est un modéle dont les performances olfactives ont été peu étudiées dans la
littérature par rapport au modéle DIO dont I’étude est trés avancée dans le laboratoire de Debrah
Fadool par exemple (Thiebaud et al., 2014). De fait, les ob/ob nous ont paru pertinentes pour détecter
d’éventuels troubles de I’olfaction dans un contexte d’obésité et tester I’action de la leptine pour
vérifier si son réle important dans la régulation de I’homéostasie énergétique s’applique également au
niveau des performances olfactives et de I’activité spatiotemporelle dans le BO. Il est a noter qu’a
I’age ou nous avons étudié ces souris, nous n’avons pas observé de problémes de régulation de la
glycémie (voir p135). C’est un fait important sachant que les MC sont glucosensibles (Fadool et al,
2011). Nous pouvons conclure que les effets que nous avons observés suite a des injections de leptine

sont directement liés a celle-ci et non pas a une variation chronique de glycémie.

Souris DIO

Les cas d’obésité d’origine monogénique induisant une déficience en leptine n’est que tres
rarement constatée chez I’Homme. Dans ce cadre, les ob/ob ne permettent pas de prendre en compte
les mécanismes plurifactoriels a 1’origine de 1’obésité, notamment la qualité de la nourriture ingérée
sans le déclenchement d’une hyperphagie. Les DIO reflétent mieux les cas d’obésité observés chez
I’Homme. L’obésité y est d’origine plurifactorielle (pas seulement dépendant de la leptine), c’est-a-
dire polygénétique et/ou li¢ aux facteurs superficiels comme [I’alimentation hypercalorique.
Différentes souches de souris répondent différemment aux régimes gras HFD. Les souris C57BL/6J,
que j’ai utilisées pendant ma thése, sont trés prisées pour les études DIO puisqu’elles développent un
phénotype obése similaire au syndrome métabolique humain (prise de poids, augmentation de la
graisse abdominale, hyperinsulinémie, hyperglycémie) lorsqu’elles sont nourries avec un régime HFD
(Collins et al., 2004).

Par ailleurs, les souris ob/ob utilisées dans ma thése possédent également un fond génétique
C57BL/6J : cela nous a permis de disposer de deux modeles différents d’obésité tout en limitant au

maximum les différences génétiques entre les groupes.
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1.2. Choix de ’anesthésie et de la technique d’imagerie neurofonctionnelle

Au début de cette these, afin d’étudier la plasticité de la représentation spatiotemporelle chez les
souris obéses ob/ob, nous devions les anesthésier dans deux contextes: I’imagerie optique et
I’implantation des électrodes a demeure. Romain Chery, doctorant ayant réalisé sa thése au laboratoire
IMNC avant moi, a conduit de nombreux essais pharmacologiques afin de déterminer le mélange le
plus adapté au maintien de I’anesthésie et au réveil des animaux dans ces deux types d’expériences
(Chery et al., 2014). 11 a opté pour un mélange injecté en intraperitonéale (i.p) que j’ai utilisé au début
de mes expériences : 0.1 mL / 10g d’une solution de kétamine (75mg/kg) et de meédétomidine (0,425
mg/kg). A la fin de I’'implantation, une injection i.p d’atipémazole (Antisedan®, Janssen, France), un

antagoniste des récepteurs adrénergiques avec un effet anti-médétomidine, permet un meilleur réveil.

Comme je I’ai précisé dans le chapitre Il, ce mélange était parfaitement adapté aux animaux
témoins, chez lesquels je n’ai obtenu aucune perte, mais il a malheureusement induit un tres fort taux
de mortalité chez les animaux obeses ob/ob. Good (2005) indique qu’il n’existe malheureusement pas
d’étude pharmacologique comparant de facon exhaustive 1’effet de différents anesthésiques sur les
animaux obeses. Cependant, il indique que I’accumulation excessive de masse graisseuse chez les
animaux obeses affecte la cinétique des produits anesthésiques et peut causer des problémes
cardiopulmonaires. La solubilité des anesthésiques dans la graisse est également un facteur a prendre
en compte : les barbituriques (comme le pentobarbital) ou les stupéfiants (les cyclohexamines comme
la kétamine) sont trés lipophiles et entrainent souvent des difficultés de réveil, voire la mort des
animaux avec une masse graisseuse importante. Ceci est dii non seulement a I’absorption et le
stockage des anesthésiques par les graisses, mais également au métabolisme ralenti de 1’animal (Kohn,
1997) et a Ialtération des fonctions hépatiques et respiratoires (hypoventilation et hypoxie). J’ai moi-
méme observé que chez les animaux obéses, le mélange kétamine et médétomidine entrainait une
mauvaise induction de la sédation et que les animaux continuaient a présenter des réflexes plusieurs

dizaines de minutes aprés I’injection.

Pour résoudre ce probléme d’anesthésie, j’ai utilisé 1I’isoflurane, un produit anesthésiant
gazeux qui est insoluble a la fois dans le sang et la graisse (Kohn 1997). Ce gaz est absorbé et éliminé
uniquement par voie pulmonaire, ce qui permet une induction de I’anesthésie et un réveil trés rapide.
En outre, il permet le maintien d’une anesthésie constante tout au long de la chirurgie, contrairement
aux anesthésiques injectables dont des doses complémentaires doivent étre injectées a intervalle
régulier (Gargiulo et al., 2012). L’isoflurane n’engendre que peu d’effets secondaires sur les systémes
cardiovasculaires et respiratoires. J’ai donc adapté mon dispositif expérimental pour maintenir les

souris ob/ob correctement anesthésiées pour le MEMRI et I’implantation des électrodes.
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Il est important pour moi d’insister sur I’anesthésie puisque le choix de la technique d’imagerie
utilisée pour étudier la distribution spatiale de I’activité chez les ob/ob en a en partie découlé. L’IOSI,
technique d’imagerie décrite dans le chapitre II et par laquelle j’ai débuté mon étude du BO chez les
animaux ob/ob, a été particulierement développée au laboratoire IMNC. Cette technique a 1’avantage
de présenter une trés bonne résolution spatiale, meilleure que pour le 2DG et le BOLD, puisqu’elle
permet de distinguer des glomérules individuels (Pain et al., 2011). En outre, I’animal étant stimulé en
temps réel, il est facile de comparer les cartes spatiales induites par plusieurs odeurs et/ou plusieurs
concentrations. Or je ne pouvais opter pour I’isoflurane, un gaz odorant, dans le cadre de I’IOSI. Par
ailleurs, le signal obtenu par IOSI dépend en partie de ’oxygénation de I’hémoglobine et du volume
sanguin présent dans la structure cible (Pain et al., 2011). Or il a été montré que I’isoflurane diminue
’activité vasculaire, et son utilisation de fagon optimale en IOSI ou IRMf-BOLD est toujours sujette a
discussion (Masamoto et al., 2007; Williams et al., 2010). Enfin, malgré sa résolution, I’'TOSI ne
permet que de visualiser ’activité de la face dorsale du BO, et uniquement aprés une stimulation

odorante, sans qu’il soit possible de visualiser I’activité spontanée du BO.

Notre choix s’est donc porté sur le MEMRI, une technique de neuroimagerie qui permet de
s’affranchir de plusieurs des contraintes citées dans le contexte de I’étude des ob/ob : malgré sa
résolution spatiale plus faible, qui ne permet pas de visualiser 1’activité¢ induite par des odeurs au
niveau de glomérule individuel (Chuang et al., 2010a), le signal enregistré en MEMRI ne dépend pas
des propriétés hémodynamiques des tissus mais refleéte directement 1’activité neuronale de la zone
étudiée. De plus, I’isoflurane est I’anesthésique classique utilisé lors des études MEMRI (Pautler,
2004; Koretsky, 2012; Silva, 2012). La stimulation olfactive des animaux et I’acquisition des images
sont réalisées de maniére décalée dans le temps : I’animal recoit une injection de manganése, il est
ensuite stimulé avec une odeur, anesthési€, puis placé dans I’aimant pour réaliser I’imagerie. Il s’agit
donc d’une acquisition rétrospective, comme pour 1’imagerie autoradiographique du 2DG, permettant
de visualiser une activité spontanée ou induite par une odeur chez un animal vigile libre de ses
mouvements, non affectée par I’anesthésique, et sur I’ensemble du BO. En revanche, I’accumulation
de manganese dans les neurones empéche de présenter différents stimuli & 1’animal, de varier les
concentrations testées ou encore d’utiliser une souris comme son propre témoin, du moins a court
terme. Ceci est particulierement vrai pour les animaux ob/ob : malgré les qualités de I’isoflurane, il est
difficile d’imager ces animaux sur des périodes de plus de 3h pour suivre la dynamique
d’accumulation du manganeése, au risque d’entrainer des complications cardiovasculaires. A plus long
terme, il parait peu judicieux d’attendre que le manganése accumulé disparaisse pour refaire une
imagerie MEMRI, puisque le métabolisme énergétique des ob/ob est trés affecté, et entraine des
complications pratiques (les animaux ne peuvent plus étre maintenus dans la méme position dans

I’aimant, voire ne peuvent plus y entrer a cause de leur rondeur) et des complications physiologiques :
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le phénotype obése évoluant trés vite chez les ob/ob, une seconde imagerie serait faite dans des

conditions physiologiques tres différentes de la premiere.

Malgré une résolution spatiotemporelle plus faible qu’en imagerie optique, le MEMRI était donc
le bon choix technique pour enregistrer les cartes de distribution spatiale de I’activité dans le BO et

surtout de procéder par SPM a la comparaison statistique intra et intergroupe de cette distribution.

1.3. Injection de la leptine

Physiologiquement la leptine est synthétisée et libérée par les adipocytes et agit sur I’ensemble
des organes. Elle agit notamment sur I’ensemble des structures cérébrales exprimant des récepteurs
leptinergiques donc en amont (MO), en aval (cortex olfactif et centres neuromodulateurs) et a
I’intérieur du BO. Dans I’hypothalamus, son entrée dans le cerveau se ferait via des tanycytes qui
tapissent le troisiéme ventricule (Balland et al., 2014). De méme I’entrée de leptine dans le BO
pourrait étre favorisée par une barriére hématoenchéphalique lache (Ueno et al., 1996). Nous avons
choisi le mode d’injection de doses physiologiques par i.p. pour plusieurs raisons : i) mimer de fagon
la plus pertinente possible I’action physiologique de la leptine dans un contexte ou nous ne
connaissons pas les concentrations locales de leptine dans le BO ii) la grande limitation technique de
I’implantation de canule plastique (diameétre élevé) qui n’endommage pas 1’hémibulbe de souris
(structure aux dimensions trés réduites) pour étre compatible avec un enregistrement IRM dans
I’aimant. Dans le futur, il serait intéressant d’étudier 1’action de la leptine en se rapprochant d’une

injection locale, par exemple par voie intracérébroventriculaire.

2. Variations du comportement d’exploration en fonction de I’état métabolique,
de I’état nutritionnel et de I’odeur présentee

Au début de I'introduction de cette these, j’ai insisté sur la définition que 1’on pouvait donner
d’une odeur alimentaire, odeur apprise dans un contexte ou elle est associée de fagon répétée a une
nourriture palatable. Nous avons décidé d’associer une odeur d’ardme d’amande du commerce a une
pate légérement sucrée dont nous avons donné une quantité minimale (environ 0.5g par souris) par
jour afin de ne pas perturber leur balance énergétique. Les résultats obtenus précédemment a I’'IMNC
par Mounir Bendahmane chez le rat (nourri et a jeun) et nos propres données chez la souris indiquent
qu’aprés plusieurs présentations, les animaux associent clairement I’odeur d’amande avec de la

nourriture. Dans nos résultats, nous avons trouvé une nette augmentation de 1’exploration de la pate
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odorisée par rapport a une pate non odorisée chez les souris obéses ob/ob et DIO nourries, indiquant
qu’il n’y a pas de phénomeéne de satiété sensorielle chez ces animaux, qui explorent méme apres un
repas (figures 3.4 et 3.5). Ces temps d’exploration sont également supérieurs a ceux des souris témoins
de chaque type de souris obése. Nos résultats concordent avec ce qui a été décrit dans la littérature,
notamment chez les ob/ob, qui trouvent plus rapidement de la nourriture odorisée cachée, nourriture a
laquelle elles ont été habituées pendant plusieurs jours, par rapport a des souris témoins utilisées dans
les mémes conditions d’habitation et de test (Getchell et al., 2006b).

Toutefois, a jeun (17 heures), nous avons observé des différences comportementales
importantes selon le groupe considéré : si les DIO exploraient I’odeur d’amande significativement plus
longtemps a 1’état nourri, ce n’était en revanche pas le cas chez les ob/ob qui restaient immobiles dans
la cage test. Les témoins augmentaient également leur temps d’exploration de 1’odeur d’amande a
jeun, sans toutefois atteindre un degré significatif chez les témoins D10, malgré une forte tendance. Si
les résultats obtenus lors de nos expériences dans D’actimétre confirment une mobilité
significativement diminuées chez les animaux obéses (DIO et ob/ob), il m’est difficile d’expliquer
I’absence de mobilité spécifique des ob/ob a jeun en comportement spontané, a part peut-étre en
évoguant un manque de motivation encore plus sévére que celle que nous avons constatée clairement
dans la tache de discrimination olfactive si elle était effectuée avec une récompense hydrique seule,
sans I’apport d’une récompense palatable sucré (figure 3.28). A jeun, la littérature indique un
comportement des rongeurs, méme des modéles obeses, anticipant la prise alimentaire et induisant la
recherche de nourriture, ce que nous avons observé chez les DIO, mais pas chez les ob/ob. De fagon
intéressante, chez le rat, un antagoniste de la leptine induit la diminution de I’activité locomotrice
volontaire dans une roue d’exercice (Matheny et al., 2009). Ces données indiquent que la leptine peut
impacter la mobilité générale des animaux et pourrait expliquer en partie nos observations sur

I’activité d’exploration spontanée des ob/ob a jeun.

Il convient de préciser toutefois que lors de notre tdche comportementale opérante Go/NoGo,
nous n’avons pas relevé de différence de mobilité particuliére entre animaux ob/ob et témoins : d’une
part, les expériences ont été réalisées chez des animaux ayant un accés ad libitum a la nourriture mais
restreints en eau, et d’autre part, il semblerait qu’une tiche de comportement opérant ne soit pas
affectée par ce manque de mobilité. Il semble que les animaux obéses engagés dans une tache
d’apprentissage avec récompense ne soient pas affectés par les problémes moteurs que nous avons
constatés dans leur exploration spontanée. Chez le rat obese Zucker fa/fa, chez lequel le récepteur ob-
R a la leptine est déficient, une tiche aversive d’odeur conditionnée montre que les animaux obéses
percoivent plus aisément les odeurs a la fois par rapport & des animaux témoins et lorsqu’ils sont a
jeun, sans qu’un impact sur la mobilité soit signalé (Aimé et al., 2014). De facon intéressante, une

autre étude sur le rat obese Zucker montre que des animaux obeses de 4 mois nourris ad libitum
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augmentent significativement leur activité d’échantillonnage et de recherche de nourriture dans une
tache de « nose-poke » (dans laquelle les animaux utilisent des indices olfactifs pour détecter la source
odorante) face a des animaux témoins, mais uniquement lorsqu’ils ont été familiarisés avec 1’odeur
auparavant, dans ce cas du bacon, aliment trés énergétique. En revanche, des animaux de 12 mois
nourris as lib ou restreints, augmentent leur activité d’échantillonnage pour une odeur neutre ou
familiére. 1l existe par ailleurs chez ces animaux une corrélation entre prise alimentaire, prise de poids,
et augmentation de I’activité d’échantillonnage. Il s’agit a ma connaissance de la seule étude montrant
une augmentation de 1’activité liée a la recherche de nourriture chez des modeles obéses, en réponse a
une odeur neutre. Ces données suggerent par ailleurs que la leptine ait un réle différent selon 1’age des
animaux, ici 4 et 12 mois, mais aussi selon leur régime alimentaire (Thanos et al., 2013). Ces données
sont accord avec ce que nous avons observé au cours des tiches d’exploration pour 1’odeur d’orange
neutre puisque par rapport a des souris témoins, des souris obéses jeunes (DIO et ob/ob) n’explorent
pas plus cette odeur, qu’elles ont rencontré plusieurs fois avant le jour test mais sans qu’elle ne soit
associée a la nourriture (figures 3.6 et 3.7). On comprend ici toute 1I’importance de I’apprentissage de
I’association entre odeur et nourriture palatable dans la mémorisation et la valence d’une odeur qui
devient de fait alimentaire, surtout dans le contexte d’un organisme obése, dont la balance énergétique
est déréglée et pousse I’individu a exprimer un comportement hyperphagique et de fait, rechercher
constamment de la nourriture. Dans ce cadre, nous pensons que les données que nous avons obtenues
ne sont pas spécifiques de ’ardme d’amande en tant qu’odeur alimentaire : n’importe quelle odeur,
pourvue qu’elle ne soit pas aversive naturellement, peut devenir une odeur alimentaire si elle est
associée de fagon répétée a une nourriture palatable, et avoir une valence trés forte pour les souris
ob/ob.

3. Implication de la leptine dans la distribution spatiale de I’activité dans le BO

Avant de discuter les résultats d’imagerie MEMRI analysés par SPM, je voudrais faire un

rappel des différentes comparaisons statistiques effectuées, en présentant a nouveau le tableau 3.1.
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Tableau 3.1. Récapitulatif des différents tests realisés avec SPM. Une seule tranche issue de la
partie médiale de 1’axe antéropostérieur est montrée pour chaque test. Les images montrent les voxels
qui sont statistiquement supérieurs dans le groupe de la colonne de gauche comparé au groupe de la
lére ligne. Une absence de pixels colorés montre une absence de différence entre les deux groupes
comparés dans le sens indiqué.

La discussion MEMRI/SPM se fera suivant trois axes : a) I’augmentation d’activité suite a la
présentation d’une odeur alimentaire chez les ob/ob ; b) I'impact de la leptine sur I’activité du BO en
activité spontanée ou suite a la présentation d’une odeur alimentaire ; c¢) la diminution de ’activité

suite a la présentation d’une odeur non rencontrée au préalable chez les ob/ob.

a) Dans le cadre d’une activité spontanée sans stimulation olfactive, nous n’observons pas de
différence majeure entre animaux ob/ob et animaux témoins (test 2 figure 3.14). Lors de la
présentation d’odeur d’amande, I’activation du BO est plus importante chez les animaux ob/ob que

chez les témoins, en particulier dans les couches superficielles latérales, médiales et dorsales du BO
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(GL, EPL) et débordent vers les couches profondes (MCL, GCL) (test 3 figure 3.15). En comparant
I’activité  des ob/ob stimulées avec une odeur d’amande aux ob/ob stimulées avec de I’air, la
stimulation olfactive engendre bien une activation de la GL latérale qui semble spécifique de 1’odeur
d’amande. Toutefois, par rapport a des animaux témoins, les animaux obéses stimulés avec de
I’amande présentent une activation bien plus importante de la GL, ventralement, dorsalement, et sur
un axe rostro-caudal plus étendu (test 4 figure 3.16). Il reste néanmoins a préciser chez les ob/ob si
I’odeur d’amande apprise induite ou non une augmentation d’activité par rapport a une odeur

d’amande inconnue.

b) L’injection de leptine impacte fortement 1’activité spatiale. Suite a I’injection et en activité
spontanée, les ob/ob ayant recu la leptine présente une plus forte activation au niveau des couches
profondes de la partie dorsale du BO (GCL notamment) (figure3.17, test5). En contrepartie, le test 5
inverse (ob/ob air > ob/ob air + leptine) (figure 3.18), qui permet de visualiser les zones non activées
dans le test 5, nous permet d’affirmer que chez le groupe ayant recu la leptine, I’activation des couches
superficielles en activité spontanée est plus faible. En outre, ce méme test 5 inverse met en évidence
les zones de la couche superficielle dont 1’activation (ou plutdt I’augmentation d’activation par rapport
a des souris témoins) est uniquement dépendante de la leptine, avec comme constaté dans le test 2
(ob/ob air > témoins air), une trés forte activation de la GL qui est spécifiqguement suractivée chez les

souris ob/ob déficientes en leptine.

Ce schéma d’activation est similaire aprés une stimulation avec de ’amande. Suite a I’injection de
leptine, le groupe stimulé avec I’odeur d’amande montre une plus forte activation au niveau des
couches profondes du BO, une activation qui est également plus étendue (figure 3.19 test 6). Le test 6
inverse (ob/ob amande 5% > ob/ob amande 5% + leptine) (figure 3.20) montre de nouveau une
activation plus faible des couches latérales, mais moins étendue qu’en activité spontanée. En cas de
présentation d’une odeur, la leptine semble donc impacter de maniere plus large les couches profondes

et de maniere plus restreinte les couches superficielles qu’en activité spontanée.

Ces données nous indiquent que I’action de la leptine n’est pas spécifique de la présentation d’une
odeur alimentaire chez les ob/ob. Elle semble avoir une action similaire, indépendamment du fait que
I’animal soit stimulée par de 1’air ou par une odeur alimentaire. D’apres nos résultats, la leptine régule
’activité bulbaire de fagon plus fine et non homogene sur I’ensemble du BO et entraine une activation
des couches profondes et une inhibition des couches superficielles, comme pour bloquer les entrées
sensorielles des OSN et activer davantage la sortie par une action directe sur la boucle MC/GC ou une
action indirecte sur les fibres centrifuges. L action de la leptine n’est donc pas globalement inhibitrice
comme reportée en électrophysiologie dans la MO (Savigner et al., 2009). En revanche, chez le rat

normal et a jeun, la leptine augmente bien ’activité c-fos en activité spontanée, mais induit une
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diminution de I’activité c-fos liée a la stimulation avec une odeur alimentaire (Prud’Homme et al.,
2009) : nous n’avons pas observé cet effet inhibiteur chez les souris ob/ob ou les couches profondes
sont activées et encore davantage activées par la leptine. En faisant trés attention a la comparaison rat /
souris, état a jeun (baisse de leptine aigle) / état obése (absence chronique de leptine) et a la technique
utilisée (c-fos vs MEMRI), nous pouvons quand méme nous interroger sur la question d’une perte de

I’inhibition dans les couches profondes du BO chez les ob/ob.

Enfin, si I’activation induite par 1’odeur d’amande chez des ob/ob comparée a des témoins est
différente en présence de leptine, car située non plus latéralement mais dans les couches profondes et
les couches superficielles médiales, latérales et dorsales, elle reste néanmoins supérieure en intensité
chez les ob/ob (figure 3.21 test 7) : de fait, I’injection de leptine ne restaure pas une activité chez les

ob/ob qui soit équivalente aux témoins.

c) La présentation d’une odeur neutre de pentylacétate induit une trés forte activité chez les
souris témoins par rapport a 1’activité spontanée, dans tous les couches du BO. Toutefois, chez les
ob/ob, la stimulation au pentylacétate ne permet de voir qu’une activation des couches profondes (test
9 figure 3.23), confirmant de fait notre observation lors du test 4(figure 3.16), selon laquelle la forte
activité spontanée observée chez les ob/ob ne permet pas de distinguer I’activité latérale aprés une
stimulation lors d’une comparaison intergroupe. Il est trés intéressant de noter que lors de la
présentation d’une odeur neutre, ce sont les témoins qui présentent une activation du BO plus
importante, dans les couches dorsales superficielles du BO postérieur, et dans les couches latérales
superficielles du BO antérieur (Test 10 figure 3.24). Malgré une augmentation de 1’activité spontanée,
et une activité induite par une odeur d’amande plus importante, la signification de 1’odeur pour
I’animal semble également jouer un role important dans 1’établissement de la distribution de 1’activité

spatiale.

Il est intéressant de confronter ces données avec certains articles ou les capacités olfactives de
rongeurs ayant une obésité d’origine monogénique semblent étre meilleures que celles d’animaux
témoins, mais uniquement lorsque les odeurs ont acquis une signification pour 1’animal, que ce Soit
apres apprentissage chez le rat Zucker (Aimé et al., 2014), ou apres association a de la nourriture chez
la souris ob/ob (Getchell et al., 2006a; Thanos et al., 2013).

Dans le paragraphe suivant, je décrirai brievement les modifications des oscillations au cours
de I’apprentissage d’une tache olfactive de Go/No Go chez les animaux obéses. J’expliquerai ensuite
les mécanismes potentiels qui expliquent cette régulation de la dynamique temporelle par la leptine et
en quoi ces données sont concordantes avec une partie de mes résultats d’imagerie. Enfin je proposerai
un schéma de travail qui résume les hypothéses que je détaillerai concernant les mécanismes et les

circuits dans lesquels la leptine pourrait &tre impliquée dans le cadre de la modulation bulbaire.
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4. Plasticité de la représentation temporelle des odeurs chez les souris obeses suite
a un apprentissage

Comportementalement, nous n’avons pas observé de différences significatives entre nos souris
ob/ob et témoins, qui ont toutes correctement discriminé les odeurs a I’issue de la tiche de Go/No Go.
Lorsque les animaux étaient a 1’état débutant, nous n’avons pas constaté¢ de différence dans la
puissance des réponses oscillatoires, et leur évolution correspondait a ce qui est décrit dans la
littérature : pendant la présentation d’une odeur, la puissance des oscillations béta augmente par
rapport a la ligne de base, tandis que le gamma diminue légérement (Gray and Skinner, 1988a; Martin
et al., 2004a; Lowry and Kay, 2007; Lepousez and Lledo, 2013; Chery et al., 2014) . Au cours de
I’apprentissage dans le cadre de cette tiche spécifique, dés le moment ou les odeurs acquiérent une
signification comportementale pour [’animal, 1’amplitude des oscillations béta augmente
progressivement lors de 1’échantillonnage de 1’odeur (Ravel et al., 2003; Martin et al., 2004), tandis
que la réponse gamma diminue de fagcon prononcée (Ravel et al., 2003; Martin et al., 2004a, 2006;
Gourévitch et al., 2010; Lepousez and Lledo, 2013). Toutefois, la particularité de notre étude a été
d’enregistrer ces activités et la plasticité des réponses oscillatoires béta chez les animaux ob/ob :
lorsque ces derniers sont experts, [’augmentation de 1’activité béta liée a la présentation de 1’odeur est
beaucoup plus importante que chez les animaux témoins. Comme relevé dans la littérature,

parallélement & cela, les oscillations gamma diminuent.

D’aprés I’hypothése proposée par (Engel and Fries, 2010) et développée par (Martin and Ravel,
2014), le béta et le gamma sont des mécanismes distincts intervenants a différentes étapes du
processus d’apprentissage. Les oscillations béta seraient nécessaires pour la synchronisation d’un large
réseau de structures corticales et contribueraient ainsi a la construction de la mémoire olfactive. Cette
coordination des oscillations permettrait de marquer préférentiellement le circuit cérébral qu’il serait
nécessaire de renforcer pour une réactivation rapide et efficace lors d’une présentation ultérieure du
stimulus olfactif. La puissance des oscillations béta dans le BO est sous la dépendance des retours
centrifuges (Martin et al., 2006). Par conséquent, on peut faire I’hypothése que 1’augmentation de la
puissance des oscillations béta observée chez les ob/ob en ’absence de régulation par la leptine, qui
n’intervient que lorsque les animaux sont experts, implique trés probablement une perturbation au sein
de ce réseau entre BO et structures corticales et neuromodulatrices, et une modification de ’activité
des retours centrifuges par la leptine. Toutefois, I’ensemble de nos résultats laisse penser que la leptine
aurait aussi un impact localement dans le BO, comme nous allons le discuter dans le paragraphe
suivant. Si nous pouvons discuter de 1’origine de cette modulation de I’activité béta chez les souris

ob/ob, il parait en revanche plus difficile d’interpréter I’'impact fonctionnel de cette hausse. En effet,
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nous n’avons pas distingué¢ de différences comportementales dans I’acquisition de cette tiche de
Go/No Go. A ma connaissance, dans le cadre de taches de discrimination olfactive, il n’existe pas chez
les rongeurs d’expériences ou une augmentation de la puissance des oscillations béta a été induite et a
eu un impact comportemental clairement défini. Il n’y a pas de relation linéraire entre puissance des
oscillations béta et capacités mnésiques. Cependant une étude plus fine de nos données
comportementales pourrait révéler des différences entre les ob/ob et les témoins. Deux études ont
montré une corrélation entre la puissance des oscillations évoquées par 1’odeur et le comportement,
mais il s’agissait d’oscillations gamma. En effet, la perturbation spécifique des récepteurs GABA-A
localisés sur les cellules granulaires (qui sont celles qui recoivent les entrées centrifuges) induit une
augmentation de 1’activit¢ gamma dans le BO. Or ces souris présentent également de meilleures
performances d’identification d’odeurs, mais une altération de la capacité a discriminer des mélanges
d’odorants (Nusser et al., 2001). D’autre part, (Beshel et al., 2007) ont montré dans une tache de
discrimination olfactive chez le rat, non pas dans un test de Go/No Go mais de double choix alternatif,
qu’une discrimination difficile (liée & la similaritté moléculaire des odorants) entrainait une forte
augmentation de gamma pendant 1’échantillonnage de 1’odeur, qui n’est pas observée pour une
discrimination plus facile. L’inhibition des retours centrifuges, qui abolit les oscillations béta
provoque également une augmentation de la puissance des oscillations gamma (Martin et al., 2006).
Dans le cadre de 1’étude de I’altération des activités oscillatoires dans la maladie de Parkinson,
I’augmentation de la puissance des oscillations induit une détérioration de la flexibilité
comportementale, ¢’est-a-dire une perte de la capacité a s’adapter a un changement de stimulus dans la
tache comportementale (Engel and Fries, 2010). En partant de cette constatation, il serait intéressant
de défier les souris ob/ob dans des taches olfactives plus complexes ou qui nécessitent une flexibilité,
comme dans le cadre d’un changement de paires d’odeurs ou d’inversion des valences. Dans ce
contexte, les ob/ob avec de fortes oscillations béta pourraient avoir du mal a s’adapter. Si tel est le cas,
il serait de fait nécessaire d’évaluer les dynamiques oscillatoires dans un réseau plus large de
structures, incluant le cortex piriforme et I’hippocampe impliqués dans ce traitement (Gourévitch et
al., 2010), et qui présentent eux aussi une forte densité de récepteurs a la leptine (Irving and Harvey,
2014). Un complément d’étude intéressant pourrait également étre la réalisation d’une tache de Go/No

Go avec injections chroniques de leptine.

5. Leptine, obésité et régulation de mécanismes olfactifs

Je voudrais maintenant proposer mes hypotheses de travail sur le role de la leptine dans la

représentation spatiotemporelle des odeurs au sein du BO.
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Plusieurs études effectuées in vitro sur tranches de BO ont essayé de déterminer le role des
peptides, signaux du statut nutritionnel, comme les orexines et insuline, sur les interactions entre les
MC et GC. Les récepteurs aux orexines sont localisés sur les corps cellulaires des GC et MC et dans
les synapses réciproques entre les deux types cellulaires (Hardy et al., 2005). Des études suggérent que
les orexines ont un effet hyperpolarisateur indirect sur les MC, par des transmissions dépendantes de la
dépolarisation des GC qui en retour inhibent les MC (Hardy et al., 2005). La présence de I’insuline,
hormone anorexigene et son action dans la MO et le BO, et notamment son impact sur I’excitabilité
des cellules mitrales via la modulation des canaux potassiques Kv1.3 ont été bien décrits (Fadool et
al., 2000, 2011; Lacroix et al., 2008; Marks et al., 2009; Savigner et al., 2009). Récemment, des
expériences effectuées sur des tranches de BO ont montré que i) les MC sont sensibles a la variation
des concentrations de glucose, autrement dit, ce sont des cellules glucosensibles (Fadool et al., 2011) ;
if) I’insuline, hormone anorexigéne, augmente non seulement 1’excitabilité des MC en inhibant leurs
canaux potassiques voltages dépendants, mais réduit également D’activité des projections
glutamatergiques et GABAergiques des interneurones sur les MC. L’insuline agirait sur les MC en
fonction de I’activité évoquée par les OSN, et diminuerait la variabilité¢ des réponses de la population

des MC en fonction de 1’état nutritionnel (Kuczewski et al., 2014).

Pour la leptine, bien que ses récepteurs soient détectés dans toutes les couches du BO (Caillol et
al., 2003; Prud’homme et al., 2009), aucune étude électrophysiologique n’a pour 1’instant été réalisée.
Une étude importante réalisée au centre INRA de Jouy a montré qu’une injection intra-cérébro-
ventriculaire de leptine 1 heure avant la stimulation olfactive augmentait chez les rats a jeun ’activité
c-fos spontanée dans les couches MCL et GCL (mais pas GL) et qu’elle diminuait ’activité de c-fos
en réponse a une odeur alimentaire (Prud’homme et al., 2009). Nos résultats sont en accord avec cette
¢tude en étendant 1’explication du mode d’action de la Ieptine au fonctionnement du BO chez des
souris obéses. Nous pouvons émettre I’hypothése qu’en 1’absence totale de signalisation leptinergique,
en état de désinhibition, 1’activité des projections des OSN vers le BO est plus ¢levée (Savigner et al.,
2009), ce qui expliquerait la forte augmentation de 1’activité spontanée chez les souris ob/ob.
Toutefois, I’absence de leptine pourrait également impacter 1’activité intrabulbaire, et comme nous
I’avons constaté dans 1’augmentation du nombre de cellules néoformées chez les souris ob/ob :
I’augmentation mécanique du nombre de nouveaux neurones (GC et PGC) formés dans le BO pourrait
a la fois modifier le nombre de sites d’entrée postsynaptique du manganese et ’activité de la boucle
d’interaction MC/GC. Comme nous l’avons montré en injectant la leptine a des souris ob/ob,
I’hormone semble augmenter 1’absorption de manganése par les neurones des couches profondes du
BO, tout en diminuant 1’absorption des couches superficielles du BO, suggérant une action
globalement excitatrice de la leptine sur la couche GCL et MCL et inhibitrice sur la couche GL

(directement et/ou par I’intermédiaire de I’inhibition des afférences des OSN). De fagon intéressante,
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dans notre étude la leptine ne semble pas agir de fagcon uniforme sur ’ensemble du BO, en stimulant
par exemple les couches profondes indépendamment de toute stimulation olfactive (conformément a
Prud’Homme et al., 2009), en inhibant les couches latérales en fonction de 1’odeur présentée, et en ne
semblant pas impacter les couches dorsales superficielles. Cet effet pourrait étre lié a une expression
différentielle et hétérogéne de Ob-R dans le BO, mais trés peu d’études, a part celle de Prud’homme et
al., (2009) ont pour I’instant décrit I’expression de Ob-R dans le BO, I’immunodétection de Ob-R
étant encore un défi technique a 1’heure actuelle (communication personnelle de Vincent Prévost,
INSERM / Lille). Dans ce contexte, des études de patch clamp pourraient permettre d’étudier
précisément 1’effet de la leptine sur les différentes populations cellulaires du BO, notamment entre
PGC et GC. Cette étude cellulaire menée chez les ob/ob pourrait aussi expliquer pourgquoi nous ne
retrouvons pas chez la souris ob/ob ’effet inhibiteur de la leptine sur I’activité des couches profondes

induite par 1I’odeur alimentaire visualisée chez le rat a jeun (Prud’homme et al., 2009).

Comment expliquer ’impact spécifique de la leptine sur ’odeur alimentaire, une odeur ayant
acquis une signification pour ’animal, et non pas sur I’odeur neutre inconnue ? Comme je 1’ai décrit
pour les études comportementales, I’ensemble de la littérature décrit une meilleure performance
olfactive des animaux uniquement suite a un apprentissage, ou lorsque 1’animal a associé la nourriture
a un aliment, ce qui est le cas de I’odeur d’amande que nous avons utilisée. Par contre face a une odeur
neutre comme 1’ardbme d’orange pour 1’exploration spontanée ou le pentylacétate utilisé pour la
stimulation en MEMRI, les animaux ob/ob ne présentaient pas de réponse comportementale ou de
signaux MEMRI supérieurs par rapport aux témoins. L’imagerie SPM a méme montré que les
animaux témoins stimulés avec le pentylacétate présentaient une activité supérieure dans le BO par
rapport aux animaux ob/ob. La réponse comportementale et 1’activité bulbaire des animaux ob/ob en
réponse a la leptine sont donc fortement liées a 1’apprentissage. Ces observations sont tout a fait
cohérentes avec (i) D’augmentation des oscillations béta que nous avons observée en
électrophysiologie, qui est-elle-méme le méme marqueur fonctionnel du réseau olfactif fortement lié a
I’apprentissage ; (ii) avec la régulation de la maturation des neurones néoformés en période

postprandiale.

Pour I’augmentation du béta en 1’absence de leptine chez les ob/ob, il est probable que la leptine ait
une action forte sur les projections centrifuges du BO. Dans ce cadre, les ECB et les récepteurs CB1
(Soria-Gomez et al., 2014) peuvent servir d’effecteurs a la signalisation leptinergique sur les fibres
centrifuges, de fagon similaire a des mécanismes décrits dans I’hypothalamus (Cardinal et al., 2014). 1l
a ét¢ montré qu’une injection locale d’un agoniste des récepteurs CB1 dans le BO induisait chez la
souris témoin a jeun une augmentation de la prise alimentaire (Soria-Gomez et al., 2014). Cette
augmentation de la prise alimentaire pourrait étre due a une diminution de I’habituation aux odeurs

alimentaires, c¢’est-a-dire a un maintien de I’exploration olfactive, qui a été détectée chez ces mémes
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souris injectées. L’interaction leptine-récepteurs CB1 serait spéecifique de la GCL puisque dans la GL,
méme si des OR-b existent, il y a moins de récepteurs CB1 détectés. L’action des CB1 étant de freiner
la libération de glutamate par les fibres centrifuges, en I’absence de leptine, les CB1 pourraient étre
inactifs et « laisser couler » le flux de glutamate pour aboutir & une suractivation des GC. De plus, il
n’est pas exclu que les interactions leptine-ECB puissent avoir lieu dans I’AON, le tractus olfactif

latéral ou le cortex piriforme (Suérez et al., 2011).

Pour la neurogenese, il a été montré que, durant le sommeil post-prandial (ou la concentration de
leptine est élevée), 1’élimination des GC néoformées non intégrées dans le réseau serait effectuée sous
I’influence de facteurs encore inconnus mais au nombre desquels on compte les hormones
anoréxigénes et I’activité des fibres centrifuges qui sont essentielles a 1’insertion fonctionnelle des GC
immatures dans le circuit bulbaire (Yamaguchi et al., 2013). L’hypothése de I’implication de la
fonction des retours centrifuges du PC vers le BO a été récemment testé (Komano-Inoue et al., 2014) :
en cas d’inhibition de ces retours chez la souris vigile, I’apoptose des GC diminue. Or chez les ob/ob,
le flot d’information entrant dans les couches profondes par les centrifuges serait augmenté, ce qui
devrait suivant « I’hypothése centrifuge » augmenter 1’apoptose et 1’élimination des GC néoformées,
ce qui n’est pas cohérent avec nos résultats. Nous pouvons donc penser que la leptine agit sur
I’apoptose et la maturation des GC par un mécanisme indépendant des GC, mécanisme qui reste a étre
décrit et qui serait différent de celui qui a été décrit dans I’hippocampe ou la leptine stimule la

neurogenese (Garza et al., 2012).

ob/aob (pas de leptine) ob/ob + injection de leptine

GCL*

Courant de

Courant de migration rostrale

migration rostrale

* Neurogenese augmentée  ** Oscillations béta élevées

Figure 4.1 Représentation schématique de la variation des signaux MEMRI et de leurs bases cellulaires
étudiées pendant la these. Les signaux sont représentés en activité spontanée et en réponse a 1’odeur
alimentaire, chez les souris ob/ob & gauche et chez les souris ob/ob injectée avec de la leptine a droite. La
participation de la neurogenése et des oscillations a ces variations est également indiquée.

Nous postulons suite & 1’ensemble de ces résultats que I’absence de leptine chez les ob/ob

impacte la représentation spatiotemporelle intrabulbaire des odeurs, uniguement lorsque celles-ci ont
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acquis une valeur appétitive aprés un apprentissage. Cette modulation n’est pas entiérement inhibitrice
et régule finement et de facon différentielle I’activité du BO, en inhibant I’entrée des afférences au
niveau de la GL et en activant les retours centrifuges au niveau de la GCL. Un mécanisme intéressant
a proposer impliquerait un couplage avec les récepteurs CB1 des ECB exprimés sur les retours
centrifuges. Il est possible que d’autres structures du cortex olfactif soient modulées par I’action de la
leptine ou des ligands des ECB, et en plus de structures non identifiées nous pouvons proposer le PC
comme un candidat potentiel puisque il y a une augmentation de 1’expression des ARNm des

récepteurs a la leptine chez les ob/ob par rapport a des animaux témoins (Huang et al., 1997).

Conclusion

Les interactions olfacto-alimentaires sont étudiées depuis récemment sous 1’angle de la
pathologie métabolique dévastatrice qu’est I’obésité. Nous avons mené une série d’études in vivo pour
comprendre 1’influence de 1’obésité et de la leptine sur I’activité spontanée et évoquée par une odeur
alimentaire et neutre en MEMRI. Nous avons également apporté des données sur la dynamique
temporelle du BO chez des souris ob/ob en situation d’apprentissage ainsi que sur la neurogenese
basale. Alors que les études sur les souris DIO montrent une perte de fonction olfactive profonde dans
la MO couplée a une baisse des performances olfactives (Thiebaud et al., 2014), nous montrons dans
notre étude sur l’autre modéle murin important de I’obésité, les ob/ob, que I’absence de leptine
influence fortement la distribution de ’activité spatiale dans le BO, I’activité des boucles MC/GC en
situation d’apprentissage ainsi que la neurogenése basale, vers le sens d’'un gain de fonction. En
MEMRI, I’injection de leptine montre un effet massif d’activation sur les couches profondes et un
effet inhibiteur sur les couches superficielles. Nous pensons que les mécanismes d’apprentissage de
I’odeur alimentaire accompagné du recrutement de 1’ensemble du réseau olfactif sont essentiels dans
I’interaction avec la régulation leptinergique et sont a explorer davantage dans le cadre du modéle
ob/ob mais aussi dans le modéle DIO. A I’issue de ce travail de thése, nous prévoyons la publication
de deux articles, I’'un concernant la représentation spatiale des odeurs par MEMRI chez les ob/ob,

’autre portant sur 1’étude des oscillations chez ces animaux obeéses.
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La compréhension des mécanismes cérébraux régulant la prise alimentaire est devenue cruciale face a la pandémie mondiale
d’obésité. L’ingestion d’aliments est sous le contrdle d’un large réseau de structures cérébrales, dont I’hypothalamus, le systeme limbique et
les systemes sensoriels, qui régulent la balance énergétique en régulant I’apport de nourriture et la dépense énergétique. Etant donné
I’importance de I’olfaction dans I’appréciation des aliments, il est primordial d’identifier des mécanismes précis liant olfaction et nutrition.

Chez les mammiferes, le systéme olfactif est vital pour les comportements de survie, notamment pour la détection de la
nourriture et I’appréciation de sa qualité. Nous avons choisi d’étudier I’activité dans le Bulbe Olfactif principal (BO), la premiére structure
cérébrale qui permet la représentation spatiotemporelle des odeurs. De fagon intéressante, des récepteurs aux hormones anorexigenes
(leptine, insuline) et orexigeénes (ghréline) sont exprimés a la fois dans ’hypothalamus et le BO. En particulier, il a été montré que la leptine
diminuait ’expression du marqueur d’activité c-fos dans les cellules du BO chez des animaux a jeun en réponse a une odeur alimentaire.
Toutefois, I’impact de la leptine (et de I’obésité) sur ’activité du BO in vivo demeure inconnu.

Pour évaluer I’action de la leptine et de 1’obésité sur la plasticité olfactive, nous avons choisi le modele murin ob/ob. Dans cette
souche, le géne ob qui permet la synthese de leptine est inactif, ce qui déclenche une hyperphagie et une obésité précoce. Nous avons
d’abord décrit la répartition spatiale de 1’activité dans le BO en réponse a une odeur alimentaire et a une odeur neutre chez ces souris en les
comparant & des souris témoins grice une technique de neuroimagerie fonctionnelle, I’Imagerie par Résonance Magnétique renforcée au
Manganése (MEMRI). Par le développement d’une méthode de comparaison statistique indépendant de 1’utilisateur, le SPM (Statistical
Parametric Mapping), nous avons mis en évidence une augmentation de I’activité spontanée et de I’activité induite par odeur alimentaire
dans le BO des ob/ob. Cependant, ’activité induite par une odeur neutre n’était pas plus élevée. L’injection de leptine a pour résultat
d’augmenter le signal MEMRI dans les couches profondes du BO et ne restaure que partiellement I’activité des ob/ob.

Nous avons alors voulu décrire les changements anatomofonctionnels dans les circuits du BO chez ces souris en quantifiant
I’expression de marqueurs cellulaires par RT-PCR, mais nous n’avons pas trouvé de différence significative entre ob/ob et les témoins.
Néanmoins, en quantifiant la neurogenese dans le BO par injections de BrdU, nous avons mis en évidence une survie accrue des cellules
granulaires et périglomerulaires chez les ob/ob, ce qui suggére une action régulatrice de la leptine sur I’élimination des neurones néoformés.

Pour évaluer la dynamique temporelle de 1’activit¢ du BO, nous avons enregistré par électrophysiologie les variations de
P’activité oscillatoire du potentiel de champ local dans les couches profondes du BO pendant ’apprentissage d’une tache de discrimination
olfactive, le Go/NoGo. L’apparition d’une oscillation lente dite béta (15-40 Hz) pendant cet apprentissage est un marqueur fonctionnel de
I’état du réseau olfactif. Elle est dépendante des retours centrifuges provenant du cortex olfactif, majoritairement du cortex piriforme. Si
nous n’avons pas observé de différence importante dans la discrimination olfactive, nous avons en revanche mis en évidence un probleme
motivationnel chez les animaux ob/ob, qui n’effectuaient la tdche que si la récompense hydrique contenait du sucre. Nos enregistrements
montrent une forte augmentation des oscillations béta chez les souris obéses aprés apprentissage comparé aux souris témoins.

L’ensemble des données obtenues pendant cette thése ont permis de mieux décrire de fagon intégrée les mécanismes olfactifs
dans le BO dans le contexte de I’obésité. La conjonction de techniques complémentaires, notamment en imagerie, électrophysiologie et
comportement, nous a permis de mieux comprendre la modulation du fonctionnement du BO dans le cadre de I’obésité et du role de la
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Title : Olfactory-feeding crosstalk: describing the profound changes in the spatiotemporal representation of odors in the main olfactory
bulb of obese mice.
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Olfaction makes possible both the detection and the processing of odors related to food location and palatability. Interestingly,
receptors to anorexigen and orexigen hormones and neuropeptides found in the hypothalamus are also expressed in the main olfactory
bulb (MOB), suggesting that feeding state has an impact on odor representation. However, neuronal mechanisms linking olfaction, food
intake and metabolic disorders are still unclear.

In this PhD thesis, we wanted to further understand mechanisms of the olfactory-feeding crosstalk and tested the effects of
obesity on olfactory activity in the MOB. Leptin, a peptidergic hormone produced by adipocytes, is a major regulator of the energy
balance and inhibits food intake. Ob/ob mice are deficient in leptin from birth and are widely used as a murine model of obesity since they
are hyperphagic and become rapidly obese. We used a functional neuroimaging technique, Manganese Enhanced Magnetic Resonance
Imaging (MEMRI), in association with statistical parametric mapping (SPM) to monitor food odor-evoked spatial activity in the MOB of
these mice. Manganese is a paramagnetic ion that is an analog of calcium. It was previously shown to accumulate in specific regions of
MOB activated by odorants. It also has the great advantage on other imaging techniques to make possible the follow-up of image
spontaneous activity.

Using MEMRI, we found that odor-evoked signal is different, both in terms of intensity and localization between lean and
ob/ob mice for the spontaneous activity and in response to food odor. However, this is not the case for a neutral odor. Moreover, leptin
impacts both spontaneous activity and food odor-evoked signal intensity in both groups. Interestingly leptin strongly activates deep layers
(mitral cell layer and mainly granule cell layer) of the MOB. To pinpoint what cellular/molecular mechanisms can be responsible for
these changes in the spatial distribution of activity, we analyzed the effects of the lack of leptin on the composition and activity of the
MOB cellular network.
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We quantified bulbar adult neurogenesis and found that 21 days after BrdU injections, a cell birth marker, ob/ob mice showed
an increased number of both new periglomerular and granular cells as compared to control, suggesting that leptin regulates new neuron
elimination. We also tested whether an inflammation could be occurring in the MOB. Using RTPCR of different neuronal and glial
markers we did not observe strong signs of inflammation.

Then we probed changes in local network activity in the deep layers of the MOB by recording local field potentials during a
Go/NoGo odor discrimination task. We observed that the power of beta oscillations, the functional marker of the olfactory network
between the MOB and the olfactory cortex, is way higher in the MOB of ob/ob mice compared to control mice.

Taken all together these results suggest that there is a strong modulation of spontaneous and food odor-activity of the MOB in
the obese mice in the absence of leptin. The injection of this hormone strongly activates the deep layers of the MOB. This area of the
MOB s also characterized by strong oscillations of the LFP and we have shown that during the learning of an olfactory discrimination
task the beta oscillation related to MOB-olfactory cortex network is upregulated in obese mice. We conclude that regulation of the
centrifugal fibers could be a major role of leptin in the MOB network and the source of profound changes in activity in obese mice.
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