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Résumé

L’obésité est principalement du & la surconsommation d’aliments riches en énergie, en
particulier les aliments hyperlipidiques (HL). En plus des comorbidités comme le diabéte et les
maladies cardiovasculaires, 1’obésité est associée a des troubles émotionnels et cognitifs. La
prévalence de 1’obésité chez les enfants et les adolescents augmente sans cesse et ceci est inquiétant
car ce sont des périodes cruciales pour la maturation de structures cérébrales comme 1’hippocampe et
I’amygdale, indispensables a la mise en place des processus cognitifs et émotionnels pour le restant de
la vie. Il est donc déterminant d’évaluer I’impact de la consommation d’un régime HL obésogéne
durant ces périodes développementales sur les processus cognitifs et émotionnels.

Dans une premiere étude nous mettons en évidence chez le rat que 1’exposition a un régime HL
durant la période périnatale (gestation et lactation) entraine 1’atrophie dendritique des neurones
pyramidaux du CA1l de I’hippocampe et de I’amygdale basolatérale (BLA) des descendants adultes.
Ces résultats sur 1’hippocampe enrichissent les données comportementales déja existantes indiquant
des altérations de la mémoire dépendante de 1’hippocampe suite au régime HL périnatal. Nous
montrons également que les changements morphologiques du BLA s’accompagnent d’un déficit
spéecifiqgue de la mémoire aversive olfactive, qui dépend fortement de I’intégrité du BLA. Ceci
démontre pour la premiére fois les effets déléteres, cellulaires et comportementaux, d’un régime
HL périnatal sur les fonctions amygdaliennes.

La seconde étude se focalise sur les perturbations de la mémoire induites par la consommation
d’un régime HL pendant 1’adolescence et vise a approfondir la compréhension des mécanismes
impliqués. Dans un premier temps, nous montrons que la consommation d’un régime HL du sevrage a
I’age adulte (couvrant 1’adolescence) chez la souris perturbe la consolidation de la mémoire de
reconnaissance d’objet (MRO) lorsque le contexte est nouveau lors de 1’apprentissage. Ceci
s’accompagne d’une libération plus importante de glucocorticoides au niveau circulant et
d’endocannabinoides (eCB, anandamide en particulier) au niveau hippocampique chez les souris HL.
Le blocage des récepteurs aux glucocorticoides (GR) ou des récepteurs aux cannabinoides de type 1
(CB1R) juste aprés I’apprentissage améliore la MRO a long-terme des souris HL. Ces traitements
normalisent également la sur-activation c-Fos de 1’hippocampe suite a I’apprentissage chez les souris
HL soulignant I’importance de cette structure. En effet, la délétion spécifique des CB;R
hippocampique améliore fortement la MRO a long-terme des souris HL et nous mettons en évidence
que la plasticité synaptique in vivo de la voie CA3-CAl hippocampique représente un mécanisme
perturbé par I’activation des CBjR suite a ’apprentissage chez ces souris. Enfin I’inactivation des
neurones glutamatergique hippocampique par une approche pharmacogénétique (DREADD-GI)
améliore la MRO a long-terme chez les souris HL, de facon similaire au blocage ou a la délétion des
CB;R suggérant une levée d’inhibition de ces neurones par 1’activation des CB;R chez les souris HL
qui conduirait a leur déficit de MRO a long-terme. Nos résultats indiquent que la consommation d’un
régime HL pendant I’adolescence modifie le systeme eCB de I’hippocampe conduisant a des
perturbations de la plasticité synaptique et de la consolidation de la mémoire.

Dans leur ensemble ces données permettent d’améliorer notre compréhension des effets
déléteres de 1’exposition précoces aux régimes HL obésogénes sur les fonctions mnésiques.

Mots clés: Enfance, Adolescence, Obésité, Régime Hyperlipidique, Hippocampe, Amygdale,
Morphologie, Mémoire, Consolidation, Plasticité, Glucocorticoide, Endocannabinoide, Rat, Souris.



Abstract

Clinical and experimental studies have established that obesity, resulting mainly from
consumption of energy-dense food such as high-fat diet (HFD), is associated with adverse cognitive
and emotional outcomes. The prevalence of obesity during childhood and adolescence has reached
epidemic levels. This is particularly worrisome since these periods are crucial for hippocampal and
amygdala maturation, two brain structures necessary for shaping memory and emotional functions. It
is thus critical to determine the impact of HFD exposure during these early developmental periods on
memory and emotional processes.

First, we show that perinatal HFD exposure (throughout gestation and lactation), leads to
dendritic shrinkage of pyramidal neurons in the CAl of the hippocampus but also in the basolateral
amygdala (BLA) in adult rats. These results add to the growing literature indicating changes in
hippocampal-dependent memory after perinatal HFD exposure. Regarding amygdala, perinatal HFD
exposure specifically impairs odor aversion memory, a task highly dependent on BLA function,
without affecting olfactory or malaise processing. These results are the first to show that perinatal
HFD exposure impairs amygdala functions, at cellular and behavioral levels.

Next, we investigated the cellular mechanisms underlying memory impairment induced by
adolescent HFD consumption. We first show that HFD consumption from weaning to adulthood
(covering adolescence) impairs long-term, but not short-term, object recognition memory (ORM) in
novel context condition which was associated with higher circulating corticosterone and enhanced
hippocampal endocannabinoid levels (anandamide in particular) in HFD-fed mice. Systemic post-
training blockade of glucocorticoid receptors (GR) or cannabinoid receptors type 1 (CB1R) prevented
HFD-induced memory deficits. These treatments also normalized training-induced c-Fos over-
activation specifically in hippocampus in HFD group stressing the importance of this structure.
Indeed, hippocampal CB1R deletion improved memory in HFD-fed mice. Moreover, we identified
changes of in vivo hippocampal synaptic plasticity after training as a potential mechanism impaired by
HFD in a CB1R-dependent manner. Finally, chemogenetic inhibition of hippocampal glutamatergic
cells improved memory in HFD group similarly to CB1R deletion or blockade suggesting CB1R-
dependent disinhibition of these neurons in HFD-fed mice. These results indicate that high-fat diet
consumption during adolescence alters the hippocampal eCB system leading to impairment of
hippocampal synaptic plasticity and deficit in recognition memory consolidation.

Taken together, our results provide new evidences of how HFD consumption during early
developmental periods exerts its deleterious effects on cognitive functions and identify the
endocannabinoid system as a potential target for treating cognitive impairment associated with
obesity.

Keywords : Perinatal, Adolescence, Obesity, High-fat diet, Hippocampus, Amygdala, Structural and
Synaptic plasticity, Glucocorticoids, Endocannabinoids, CB;R, Memory, Consolidation, Rat, Mice.
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INTRODUCTION GENERALE

I. Obésité et régimes hyper-lipidiques

1. Définition et caractérisation

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) définit le surpoids et 1’obésité comme une
accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la
santé. L’indice de masse corporelle (IMC) est un moyen simple de mesurer 1’obésité dans la
population : il correspond au poids de la personne (en kilogrammes) divisé par le carré de sa
taille (en metres). Une personne ayant un IMC de 30 ou plus est généralement considérée
comme obése. Une personne dont I’'IMC est égal ou supérieur a 25 est considérée comme
étant en surpoids (OMS).

Bien que préconisé par I’OMS, car utile pour mesurer le surpoids et 1’obésité dans une
population, ’IMC reste un outil de mesure du rapport poids/taille qui ne refléte pas le degré
d’adiposité (ou I’accumulation de graisse) de I’individu. En effet, alors qu’un poids excessif
donnera un IMC élevé catégorisant I’individu comme obese, il n’y pas de strict équivalent
entre poids et obeésité vu que le poids de I’individu inclut sa masse grasse, le poids de ses
tissus osseux, musculaires, ainsi que 1’eau dans son organisme.

Il existe un autre indicateur de surpoids qui tient compte plus spécifiquement
I’accumulation de graisse de 1’individu. C’est le cas du rapport entre le tour de taille et le tour
de hanches (RTH : ratio taille/hanches). Ce rapport prend en compte le profil de répartition de
la masse graisseuse qui est différent suivant le sexe de I’individu. Les femmes en surpoids
présentent un profil dit gynoide, avec une accumulation de graisse au niveau des hanches, des
fesses et des cuisses (forme de poire) alors que les hommes ont un profil dit androide, avec
une accumulation de graisse au niveau de I’abdomen et de la poitrine (forme de pomme). La
disposition androide de masse grasse, et en particulier ’accumulation du tissu adipeux
viscéral, représentent un facteur de risque important pour les co-morbidités associées a
I’obésité. Au contraire, 1’obésité gynoide et I’accumulation de tissu adipeux sous cutané sont

moins deléteres (Blouin et al, 2008; Shi and Clegg, 2009).

2. Prévalence
L’obésité est maintenant considérée comme pandémique. En effet, sa prévalence ne cesse

d’augmenter, notamment dans les zones urbaines des pays a revenus moyens. Les derniéres
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estimations de ’OMS, en 2014 font état de plus de 1,9 milliard d’adultes (plus de 18 ans) en
surpoids, dont 600 millions d’obéses. En France, le nombre d’obeses a été multiplié par plus
de 1,6 en 10 ans, et on recense actuellement plus de 30% de personnes en surpoids auxquels
s’ajoutent 15% d’obeses dans la population francaise adulte.

Chez ’enfant, la prévalence du surpoids et 1’obésité s’accroit de maniére encore plus
alarmante. En 2014, ’OMS estimait que 41 millions d’enfants de moins de 5 ans étaient en
surpoids ou obeéses. Or les enfants et les adolescents obéses risquent fortement de le rester a
I’age adulte (dans 80% des cas) et sont plus susceptibles de manifester des co-morbidités liées
a I’obésité a un age précoce. La prévention de 1’obésité chez les enfants et les adolescents
apparait comme 1’un des plus grands défis pour la santé publique (OMS).

La cause fondamentale de I’obésité et du surpoids est un déséquilibre énergétique entre
les calories consommeées et dépensées. En effet, suite aux changements sociaux, économiques
et culturels, les habitudes alimentaires ont évolué vers une consommation des aliments hyper-
caloriques (riches en lipide et en sucre simple). Le mode de vie actuel favorise notamment la
prise de repas de type ‘ cafétaria’, ‘fast-food” ou ‘a emporter’, surtout chez les adolescents,
ainsi que la destruction des repas, avec la consommation d’aliments a forte valeur énergétique
en dehors des repas (Jaworowska et al, 2013).

Il est important de noter que la surconsommation n’est pas la seule cause
d’augmentation du surpoids. La diminution de I’activité physique due a la sédentarisation et
I’'urbanisation de population entraine une diminution de dépense énergétique (Oppert and
Charreire, 2012) et ceci participe au surpoids. Par ailleurs, avec une méme alimentation et une
méme pratique physique, la prise de poids varie selon individus et dépend notamment de leur
métabolisme (flore microbienne, acteurs endocriniens...). La vulnérabilité au développement
de I'obésité implique donc I’interaction entre plusieurs facteurs par exemple les facteurs
génétiques et environnementaux (Speakman and O’Rabhilly, 2012).

De plus, le rythme de vie dans les sociétés actuelles se traduit par une augmentation de
stress. Le stress favorise la prise de poids, par son effet sur le métabolisme des hormones
sécretées, ainsi qu'en engendrant une réorientation alimentaire vers des aliments gras et sucrés

(théorie de la comfort food).

3. Co-morbidités associées a ’obésité
La hausse de I’IMC est un facteur de risque majeur pour certaine maladies chroniques

comme les maladies cardiovasculaires (principalement les cardiopathies et les accidents
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vasculaires cérébraux), qui étaient la premiére cause de decés en 2012.
L’hypercholestérolémie, I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie sont de facteurs de risque qui
peuvent conduire au développement du diabéte de type 2. Lorsqu’au moins 3 des 5
symptémes sont présents chez le méme individu (surpoids, hypertension artérielle,
hypercholestérolémie, hyperglycémie et hyperinsulinémie), on parle alors de syndrome
métabolique. Le surpoids et 1’obésité sont également responsables de certaines formes de

cancers.

L’indice le plus prédictif du risque de manifester ces comorbidités associées au surpoids
est le RTH (Dagenais et al, 2005; Yusuf et al, 2005). La possibilité de développer des
complications secondaires a 1’obésité est corrélée avec la distribution androide de masse

grasse et I’accumulation de tissu adipeux viscéral (Matsuzawa et al, 1995).

1. Modeéeles génétiques
a. les souris KK-AY

La souche de souris KK est un modele de résistance a 1’insuline et d’intolérance au
glucose au niveau périphérique, qui se traduit par une obésité modérée et le développement de
diabete. Les origines du développement de ’obésité et diabéte chez les souris KK sont
considérées comme polygéniques. Cependant lorsque la mutation du géne d’Agouti (A”) est
introduite chez la souche KK, le développement du diabéte est plus prononcé. Le géne AY est
exprimé d’une maniére ubiquitaire chez les souris KK-AY et la protéine agouti se comporte
comme un antagoniste des récepteurs mélanocortines 4 et donc inhibe les signaux de
I’hormone alpha-melanocyte stimulating (a-MSH) qui régule la balance énergétique. Le poids
corporel de ces souris se stabilise a 1’age de 4-5 mois avec le poids moyen de 50-60 g. A cet
age la, la masse grasse représente approximativement 33% du poids total. Vu que 1’obésité est
partialement causée par hyperphagie, la restriction alimentaire permet d’établir le poids
normal. Cependant les souris KK-AY présentent un phénotype incluant I’hyperglycémie,
I’hyperinsulinémie et I’intolérance au glucose, ce qui en fait plutdt un modeéle du diabete de
type 2 (Butler and Gerritsen, 1970).

b. les souris ob/ob
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La souris ob/ob est un modele d’étude de 1’obésité monogénique et du diabete. Ces
souris n’expriment pas de la leptine, hormone anorexigéne, ce qui engendre une absence de
satiété et donc une augmentation de la prise alimentaire. L’obésité observée chez ces souris
est due a une augmentation de la lipogenese, suivi du développement d’une hyperinsulinémie,
puis d’une résistance a I’insuline, ce qui est en effet un bon modele d’é¢tude d’état pré-
diabétique et du diabéte. Cependant, 1’obésité chez ’homme est caractérisé par une hyper

sécrétion de la leptine et/ou une résistance a la leptine, et non par une absence de leptine.
c. les souris db/db

Les souris db/db portent une mutation des récepteurs de la leptine (Hummel et al, 1966).
Elles présentent des phénotypes similaires a ceux des souris ob/ob mais avec la prise du poids
et D’apparition de 1’obésité plus importante. Les co-morbidités associées sont une
hyperglycémie sévére, une résistance a I’insuline, un diabéte de type 2 mais aussi des troubles
cardiovasculaires. Par ailleurs, ces souris sont résistantes aux traitements par la leptine. Elles

sont par conséquent, un mode¢le plus proche de I’obésité chez I’Homme.
d. les rats Zucker

Les rats Zucker sont communément utilisés comme modéle d’obésité chez les rats. Ces
rats présentent une mutation récessive autosomique du géne fa (fatty-gene). La mutation
homologue de ce géne entraine une apparition de 1’obésité d’une maniére précoce due a la
désensibilisation des récepteurs a la leptine. Les rats Zucker obeses sont hyperphagiques et
ont une diminution de la dépense énergétique conduisant a un développement de 1’obésité tres
précoce dans leur vie. Malgré la présence des taux élevés en leptine circulante, ces rats sont
hyperphagiques. D’autres peptides orexigéniques comme la neuropeptide Y, la galanine, et
I’orexine sont également sur-régulés chez ces rats. En plus d’une obésité, ces rats développent
une résistance a I’insuline mais les taux glycémiques restent normaux et ils ne développent
pas de diabéte. En considérant cet aspect la, les rats Zucker présentent de fortes similarités

avec la majorité de la population obése chez I’'Homme.

e. les limites des modeles génétiques

Les modéles génétiques sont utiles pour la compréhension des mécanismes de la mise
en place de I’obésité et des co-morbidités associées. Toutefois, I’obésité génétique représente
seulement moins de 1% des cas d’obésité chez I’homme. De plus, I’obésité actuelle dépend

d’une interaction entre facteurs génétiques et environnementaux (Nilsson et al, 2012).
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Par ailleurs, dans la plupart de ces modeles génétiques, I’obésité est accompagnée du
syndrome métabolique, pouvant aller jusqu’au développement du diabéte de type 2. Par
conséquent, il est difficile de dissocier les effets de 1’obésité elle-méme de ceux des co-

morbidités, en particulier ceux du diabéte dont on connait les effets sur la cognition.

2. Modéeles induits par ’alimentation

Les modéles d’obésité monogénique chez les rongeurs sont utiles car 1’obésité (et
I’adiposité) engendrée est souvent sévere. Cependant les modéeles monogéniques en particulier
le modele de la déficience du systeme de la leptine n’est pas représentatif de 1’obésité
humaine. Ainsi, les modé¢les de 1’obésité induite par le régime alimentaire (DIO pour diet-
induced obesity) représentent un modele plus proche de 1’obésité chez humain. En effet, chez
I’Homme le surpoids est principalement la conséquence de la dérégulation de la balance
énergeétique, induit notamment par la consommation d’un régime hypercalorique.

Lors d’une exposition aux divers régimes, il apparait que, chez les rongeurs, certains
individus prennent du poids suite a la consommation d’un régime proposé, d’autres se
maintiennent a un poids normal, présentant donc une résistance a I’induction de 1’obésité par
le régime. Par exemple, chez les souris, la souche C57BL6/J est généralement considérée
comme une souche vulnérable alors que les souches A/J et SWR/J présentent un phénotype
résistant au régime obésogene (Surwit et al, 1995; West et al, 1995). 1l y a également, chez les
rats, des souches considérées résistantes a I’obésité induite par le régime hyperlipidique
comme les rats S5B/PI et Lou/C alors que d’autres sont sensible au régime comme les rats
Wistar, Sprague-Dawley et Long Evans (Schemmel et al, 1972). Donc il est évident que le
fond génétique joue un rdle dans la prise du poids suite a la consommation d’un régime
hypercalorigue.

Le réegime occidental (western diet) contient de forts taux en lipides et carbohydrate.
L’induction de I’obésité par le régime varie en fonction de la provenance et la quantité des
calories apportées. Par exemple, pour le régime contenant 42% des calories (kcal) provenant
des lipides, si la source de lipides proviennent du lard, 1’obésité et la résistance a 1’insuline
sont plus prononcées qu’en utilisant de I’huile de coco ou de poisson (Buettner et al, 2006).

Un autre type de régime utilisé pour induire le surpoids et 1’obésité chez le rongeur est
le régime dit « cafétaria », qui consiste a exposer les animaux a un mélange d’aliments
palatables (chocolat, biscuits, fromage,...). Ce type de régime présente 1’avantage d’étre tres
palatable et plus semblable a la situation d’alimentation humaine. Cependant, ce régime est

critiquable par rapport a la standardisation des contenus nutritionnels.
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Aussi, les regimes les plus souvent utilisés pour induire I’obésité chez les rongeurs sont
les régimes D12451 et D12492 de chez Research Diet dont 45% et 60% des kcals proviennent
de lipides saturés issus du lard. 1l y a également des apports en sucres (en particulier 17% de

sucrose pour le D12451).

3. choix du régime

Dans ces travaux de thése, nous nous sommes interessés aux effets de la consommation
d’un régime hyperlipidique D12451 qui a pour avantage d’apporter des calories provenant des
lipides et essentiellement du lard mais aussi des glucides simples (sucrose) modélisant plus
fidelement les apports caloriques actuels chez I’Homme, sans pour autant induire de diabéte
de type 2. Par ailleurs, ce régime induit une obésité modérée, ce qui permet d’étre
représentatif d’une plus grande partie de la population actuelle, et s’accompagne de

modification de 1’axe du stress et de troubles cognitifs qui font I’objet de cette these.

I1. Obésité, axe corticotrope et systeme endocannabinoide

1. Activation de I’axe corticotrope

Quand le cerveau détecte un signal de danger, I’ensemble des réponses physiologiques
impliquant des composants du systeme autonomique, neuroendocrinien, métabolique, et
immunitaire est activé. Un systéme clé dans la réponse au stress est 1’axe corticotrope (axe
HPA pour hypothalamus-pituitary-adrenal) qui est composée de 3 structures principales :
I’hypothalamus, 1’hypophyse et les glandes surrénales (Lupien et al, 2009) (Figure 1). Le
point de départ de I’activation de I’axe HPA a lieu au niveau de I’hypothalamus et plus
précisément dans le noyau paraventriculaire (PVN) de I’hypothalamus. L hypothalamus est le
centre intégrateur de 1’axe et regoit des afférences provenant des centres supérieurs comme le
cortex préfrontal, 1’hippocampe et I’amygdale (Herman et al, 2003). Au niveau
physiologique, I’axe HPA s’active de maniere autonome en suivant un rythme circadien, mais
aussi suite a certaines stimulations induisant des modifications de 1’homéostasie (sommeil,
prise alimentaire). Par ailleurs, un stress systémique (stress provenant de stimuli interne

comme une hémorragie ou une hypoxie) ou un stress psychologique (nécessitant une
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intégration des stimuli sensoriels externes comme un stress social, la contention) provoque

une forte activation de 1’axe HPA.

Frontal cortex

Anterior pituital

Adrenal cortex

Glucocorticoids —————

Figure 1. Organisation fonctionnelle de I’axe corticotrope. L ‘activation de l’axe corticotrope est
initiée au niveau du noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN) par la réception d’information
provenant en particulier de [’amygdale. Le PVN répond par la libération de la corticolibérine (CRH)
et de [’arginine vasopressine (AVP) qui vont alors stimuler la sécrétion d’adrénocorticotropine
(ACTH) dans ['hypophyse antérieure. L’ACTH va agir au niveau du cortex des glandes surrénales et
induire la synthese et la libération des glucocorticoides (GC, le cortisol chez [’'Homme et la
corticosterone chez le rongeur), de [’adrénaline et de la noradrénaline dans la circulation sanguine.
Ces hormones vont induire la réponse adaptive de [’organisme au stress, en augmentant la vigilance,
[’attention ainsi qu’en favorisant [’oxygénation du cerveau, du cceur et des muscles. Elles permettent
également une prise de décision concernant la stratégie a adopter face au stress, de type ‘combattre
ou fuir’ (fight ou fligth). Des mécanismes rétrocontrles négatifs sont ensuite mis en place pour
assurer la régulation de [’axe corticotrope impliquant des actions des GC au niveau de [’hypophyse,
["hypothalamus, [’hippocampe ainsi qu’au niveau du cortex frontal (Adapté de Lupien et al., 2009.)
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2. Circulation et actions des glucocorticoides

Une fois libérée dans la circulation sanguine, 80-90% des GC se lient a la transcortine
(ou CBG pour corticosteroid binding glubulin) qui présente une forte affinité mais faible
capacité de rétention des GC. Environ 15% des GC se fixent a I’albumine avec une faible
affinité. Cette forme liée des GC est inactive, mais constitue une réserve plasmatique bio-
disponible de ’hormone. Les 5-10% restants des GC restent libres, et représentent une forme

active de I’hormone (Breuner and Orchinik, 2002).

Ce sont les GC libres qui vont agir sur leurs récepteurs. Les récepteurs aux GC sont les
récepteurs mineralocorticoides (MR) et les récepteurs glucocorticoides (GR). Les GR ont une
faible affinité pour la corticostérone et ils sont occupés seulement pendant le stress ou au
moment du pic circadien, ou les taux des GC sont élevés. Au contraire, les MR ont une forte
affinité pour la corticosterone (10 fois supérieure par rapport aux récepteurs GR) et ils sont
saturés en condition basale (Reul and de Kloet, 1985). Les actions découlant de 1’activation
de ’axe HPA suite a un stress implique donc les GR, tandis que les MR sont impliqués dans

les conséquences de I’activation basale de 1’axe corticotrope (de Kloet et al, 2005).
3. Rétrocontrole négatif

Les GC sont capables de controler leur propre sécrétion en exercant un rétrocontréle
négatif sur la production de CRH et d’ACTH (Figure 1). Ce rétrocontrole négatif implique a
la fois des actions rapides non-génomiques et actions génomiques au niveau de I’hypophyse et
de multiples sites dans le cerveau permettant de limiter la production d’hormone par cet axe,
donc réduisant la durée d’exposition des tissus cibles aux GC. En effet, une exposition

prolongée aux GC, comme dans le cadre d’un stress chronique, est délétere pour I’organisme.

Le premier niveau du rétrocontrdle négatif se fait par I’ACTH, qui inhibe la libération
de I’arginine vasopressine (AVP), et donc inhibe sa propre libération. Le second niveau du
rétrocontrole se fait par ’action des GC libres sur les GR présents au niveau de I’hypophyse,
de I’hypothalamus et des structures cérébrales du systéme limbique (I’amygdale, le cortex

préfrontal médian (CPFm) et I’hippocampe).

Ainsi un implant de corticostérone dans I’hippocampe diminue la libération d’ACTH
(Kova“cs and Makara, 1988). Par ailleurs, I’infusion de dexamethasone (GC synthétique) dans
I’hippocampe ou le CPFm diminue la libération des GC par I’axe HPA (Mizoguchi et al,

2003). Au contraire, les études des 1ésions de 1’hippocampe montrent une hypersécrétion des
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GC au niveau basal (Fendler et al, 1961; Knigge and Hays, 1963), mais aussi suite a un stress
(Ulrich-Lai and Herman, 2009). Les effets inhibiteurs de I’hippocampe sur le PVN seraient
indirects et transmis par les neurones glutamatergiques en provenance du subiculum ventral

de I’hippocampe qui projettent sur des neurones GABAergiques innervant le PVN.

A Tinverse de I’hippocampe du CPFm, la stimulation de 1’amygdale augmente la
biosynthese (Saito et al, 1989) et la libération des GC (Redgate and Fahringer, 1973).
Inversement, des Iésions de 1’amygdale diminuent la sécrétion des GC suite a des stimuli
stressants (Feldman and Conforti, 1981; Knigge, 1961). Par ailleurs, les GC vont agir sur les
GR de I’amygdale et provoquer une sécrétion de CRH, qui se traduira par le maintien de
I’activation de 1’axe HPA et la libération des GC. En effet, le blocage des GR de I’amygdale
par ’injection de mifepristone (antagoniste de GR) diminue la libération des GC (Herman et
al, 2012). L’ensemble de ces mécanismes induis par les GC permettent donc de réguler

I’activation de I’axe HPA.

1. Définition

Les GC sont des hormones stéroidiennes dérivées du cholestérol et synthétisés par les
glandes corticosurrénales. Le GC majoritaire est le cortisol chez ’Homme et la corticostérone

chez le rongeur (Figure 2).

Cortisol Corticostérone

Figure 2. Structure chimique du cortisol et de la corticostérone.
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Comme toutes hormones, les GC une fois libérés diffusent dans 1’ensemble de
I’organisme par la circulation sanguine pour agir a distance de leur site de production en se
fixant sur leurs récepteurs. Les GC font partie de la classe des hormones dérivées des lipides
et sont donc lipophiles. Cette propriété leur confére la capacité de traverser la bicouche
lipidique des cellules, de ne pas étre stockées au sein de la cellule mais d’étre immédiatement
liberées apres leur synthése, ainsi que d’entrer facilement dans le cerveau en passant la

barriere hémato-encéphalique.

2. Biosynthese des glucocorticoides

La synthese des GC a lieu dans les cellules de la zone fasciculée des glandes surrénales.
Des réactions enzymatiques successives permettent de transformer le cholestérol en
cortisol/corticostérone (Figure 3). Cette voie de biosynthése des GC est activée par I’ACTH

en se fixant sur des récepteurs spécifiques surrénaliens.

Cholestérol Pregnénolone Progestérone
o o
— o&g —
HO HO HO
0 o o
o 11BHSD2 HO
‘_
—_—
11BHSD1
11-déhydrocorticostérone Corticostérone 11-déoxycorticostérone

Figure 3. Biosynthése de la corticostérone. La corticostérone est synthétisée a partir du cholestérol
via une modification de la chaine latérale et des réactions d’oxydoréduction successives. La
corticostérone est en état équilibre avec son métabolite inactif (11-déhydrocorticostérone) par les
actions des isoenzymes 11-4 hydroxydéshydorgénases de type 1 et 2 (Adapté de de Boeck, 2008).

La forme active (cortisol ou corticostérone) est en equilibre avec son métabolite inactif
(cortisone ou 11-déhydrocorticostérone, respectivement) qui a subi une déshydrogénation sur
le carbone 11 de la molécule. Deux isoformes de 1’enzyme 11-B hydroxydéshydrogénase (11

BHSD) catalyse les réactions d’interconversion entre ces formes actives et inactives (Figure
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3). L’isoenzyme 11BHSD de type 1 (11BHSD1) possede une activité réductase qui est capable
de catalyser la conversion de la forme inactive en forme active. Elle est présente dans de
nombreux tissus cibles des GC, tels que le foie, le tissu adipeux, les muscles et le systeme
nerveux central. Au contraire, 1’isoenzyme 11BHSD de type 2 (11pHSD2) possede une
activité déshydrogénase, conduisant a la forme inactive de 1’hormone. Cette enzyme est
présente dans les tissus peériphériques (rein, cdlon et glandes salivaires) mais pas dans

certaines structures cérébrales telles que I’hippocampe.

3. Récepteurs aux glucocorticoides

a. Récepteurs intracellulaires

Les GC agissent sur leurs cellules cibles par I’intermédiaire de récepteurs spécifiques.
Deux types de récepteurs intracellulaires distincts ont été identifiés dans les tissus cibles
périphériques ainsi que dans le cerveau : le récepteur aux minéralocorticoides (MR, ou
récepteur de type I) et le récepteur aux glucocorticoides (GR, ou récepteur de type Il ;(De
Kloet et al, 1998; Reul and de Kloet, 1985). Ces récepteurs ont une demi-vie relativement
longue par rapport a celle des GC (90min) : environ 20 a 30h en absence de ligand.

Dans le cerveau, I’expression des MR est confinée au niveau du systeme limbique
notamment dans 1’hippocampe, 1’amygdale et ’hypothalamus. Par contre, la distribution des
GR est ubiquitaire avec une forte densité dans 1’hippocampe, I’hypothalamus et I’amygdale.
Les deux types de récepteurs se retrouvent alors co-localisés dans des neurones des structures
du systéme limbique et surtout dans I’hippocampe. C’est notamment le cas des neurones du
CAL et du gyrus denté (Joéls, 2007). Il y a aussi une différence de répartition des récepteurs le
long de I’axe dorso-ventral de ’hippocampe : les MR sont deux fois plus nombreux dans
I’hippocampe ventral que dans I’hippocampe dorsal, alors que les GR sont trois fois plus
nombreux dans I’hippocampe dorsal que dans I’hippocampe ventral (Robertson et al, 2005).

Les GC exercent leurs actions en se fixant sur leurs récepteurs cytoplasmiques qui
possedent plusieurs domaines fonctionnels incluant un domaine de fixation au ligand, un
domaine de fixation a I’ADN et deux domaines impliqués dans I’activation des génes, une
fois que la fixation a I’ADN a eu lieu, via une association avec d’autres protéines (Karin,
1998). Les GR et MR sont donc des facteurs de transcription. Dans un état inactif, les GR et
MR sont fixés a un complexe protéique composant de protéines chaperonnes HSP. Ces
complexes protéiques empéchent la localisation nucléaire des ces récepteurs qui ne sont pas

occupés par le GC. En revanche, la liaison de I’hormone GC a son récepteur induit la
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phosphorylation et un changement conformationnel du récepteur, entrainant la dissociation du
récepteur avec ses protéines chaperonnes. Les récepteurs sont donc actifs et peuvent étre
transférer dans le noyau, ou ils se fixent directement sur ’ADN au niveau d’une séquence
GRE ou nGRE et interagissent avec d’autres facteurs de transcription nucléaire afin de réguler
la transcription de genes cibles (Figure 4).

Les GC peuvent également transférer les GR avec la protéine anti-apoptotique (Bcl-2)
vers la mitochondrie ou le complexe GC-GR-Bcl-2 favorise la séquestration du calcium,
régule 1’oxydation mitochondriale et la formation des radicaux libres. A noter que les taux
élevés de GC causent une défaillance de ce mécanisme entrainant une augmentation de la
formation des radicaux libres (Du et al, 2009). La localisation du GR joue un role important
dans plusieurs mécanismes physiologiques, le niveau d’expression du GR est également
important dans tels mécanismes. Les modeles génétiques animaux induisant une
surexpression du GR dans la télencéphale provoque des troubles émotionnels (Wei et al,

2004) alors que les animaux déficients en GR ont des effets opposés (Jacobson, 2014).

Glucocorticoids
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Figure 4. Mécanismes d’action des récepteurs au GC : exemple du GR. Les GC se fixent sur leurs
récepteurs cytoplasmiques GR qui se transferent dans le noyau, ou ils se fixent directement sur [’ADN
au niveau d’une séquence GRE ou nGRE ou interagissent avec d’autres facteurs de transcription
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nucléaire afin de réguler la transcription de ces génes cibles (Adapté de Revollo and Cidlowski,
2009).

b. Récepteurs membranaires

Récemment, des récepteurs aux GC ont été mis en évidence au niveau membranaire
(mGR et mMR). Ce type du récepteur appartient aux récepteurs couplés aux protéines G
(RCPQG). lls sont responsables des effets rapides non-génomiques des GC sur différents types
de cellules et tissus aussi bien que sur les réponses comportementales dans différentes espéces
de vertébrés. Les tissus et les systemes cibles des effets rapides non-génomiques des GC sont
le muscle, le pancréas, le ceeur, le tissu adipeux, le systeme immunitaire et le cerveau. Dans ce
travail de these, nous nous concentrons sur les effets cellulaires rapides des GC sur le cerveau

chez les vertébrés.

Il a été démontré que les effets rapides non-génomiques des GC au niveau du PVN sont
dépendants de I’activation de la protéine Gs, suggérant la régulation positive de la production
de I’AMPc par les GC (Malcher-Lopes et al, 2006). De récentes études montrent que les GC
peuvent induire, via leurs récepteurs membranaires, la synthese et la libération des
endocannabinoides (eCB) de cellules neuroendocriniennes du PVN (Di et al, 2003; Malcher-
Lopes et al, 2006). Dans I’hippocampe, certaines évidences ont montré que les GC, via leurs
effets rapides non-génomiques, augmentent la transmission glutamatergique (Karst et al,
2005a), régulent le trafic membranaire des récepteurs AMPA (Chaouloff and Groc, 2011;
Groc et al, 2008; Krugers et al, 2010), augmentant ainsi la transmission et la plasticité

synaptique dans 1’hippocampe.

4. Actions des glucocorticoides et du stress sur le cerveau

Il'y a 2 moyens de répondre au stress. D’un c6té, le corps répond face a des événements
stressants en libérant des médiateurs chimiques, par exemple, les catécholamines qui
augmentent la pression sanguine et les battements du cceur. Ces médiateurs chimiques nous
permettent de nous adapter de maniére appropriée selon les situations avec des actes simples
comme grimper 1’escalier ou sortir du lit le matin. D’un autre c6té, une élévation chronique de
ces meédiateurs, provoquant entre autres une augmentation chronique de la pression sanguine

et des battements du cceur, pourrait induire des effets déléteres.
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A cause des actions paradoxales de ces mediateurs chimiques (protecteur de
I’organisme mais aussi capable d’engendrer des dommages), le mot stress présente des
ambiguités et des connotations qui ne facilite pas son utilisation précise. Le terme allostasie a
alors été introduit par Sterling et Eyer, référant a un processus actif avec lequel le corps
répond a des éveénements quotidiens pour maintenir 1’homéostasie. Seulement quand
I’allostasie s’active de maniére chronique, celle-ci pourrait conduire & la physiopathologie ou

a la charge allostatique.

Le cerveau est considéré comme une cible du stress et des hormones du stress.
L’hippocampe, possédant la plus forte densité de GR, est 1’'une des structures cérébrales les
plus vulnérables aux effets du stress et des GC. Une meilleure compréhension des effets du
stress et des GC sur I’hippocampe dans les conditions physiologiques permettrait de mieux

expliquer les mécanismes physiopathologiques liés au stress et aux hormones du stress.
a. Action du stress et des GC sur le remodelage structural de I’hippocampe

En plus des effets rapides via les récepteurs, les hormones de stress peuvent également
agir en changeant la morphologie des neurones. Comme déja mentionné au-dessus,
I’hippocampe est une des régions cérébrales les plus sensibles et vulnérables aux effets du
stress et des GC. Au sein de I’hippocampe, les neurones du gyrus denté (DG) regoivent des
afférences en provenance du cortex entorhinal. Une cellule granulaire du DG innerve en
moyenne 12 neurones du CA3 et chaque neurone du CA3 innerve approximativement 50
autres neurones pyramidaux du CA3 ainsi que les cellules inhibitrices. Les cellules du CA3
projettent alors sur le CAL. Le résultat de ce phénomeéne est une amplification de 600 fois de
la transmission excitatrice et de 300 fois de la transmission inhibitrice, fournissant un certain

degré de contrdle du systéeme (McEwen, 1999).

L’équilibre du systeme DG-CA3-CA1 dépend d’une régulation structurale de chaque
sous-région de 1’hippocampe; alors que de nouveaux neurones naissent encore a 1’age adulte
dans le DG (voir ci-dessous), les neurones pyramidaux du CA3 et CA1 subissent un
remodelage réversible de leurs dendrites face a des conditions particulieres comme le stress

chronique, la restriction alimentaire et une augmentation importante de I’activité physique.

La couche sous-granulaire du DG contient des cellules qui partagent certaines propriétés
des astrocytes et donnent naissances aux neurones granulaires (Kempermann and Gage, 1999;
Seri et al, 2001). Chez le rat adulte, 9000 nouveaux neurones sont produits chaque jour dont

la moitié environ survit au-dela de 28 jours (Cameron and McKay, 2001). La production de
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nouveaux neurones dans le DG est nommée la neurogenese adulte. Il existe plusieurs
modulateurs hormonaux, neurochimiques et comportementaux de la neurogenése dans le DG
incluant 1’estradiol, I’IGF-1, les anti-dépresseurs, 1’exercice volontaire et ’apprentissage
dépendant de I’hippocampe (Aberg et al, 2000; Czéh et al, 2001; Trejo et al, 2001). Différents
systéemes neurochimiques peuvent réguler la neurogenese comme les acides aminés
excitateurs (principalement le glutamate), la sérotonine, la norépinephrine, les
benzodiazépines, les opioides endogénes, le BDNF, I’IGF-1 et les GC (Figure 5). En rapport
avec le stress, certains types de stress aigue et chronique diminuent la neurogenese ou la

survie des neurones dans le DG.

STRESS Adrenal steroid actions
k Glutimate extracellular levels

fipjoal Condrites NMDA receptors Neurochemical systems for structural plasticity
. receptor
l SHT tumover 3. Circulating glucocorticoids
5HT2A receptors 4. Serotonin
S MR+GR SHT1A receptors 5. Noradrenlin .

6. Endogenous opioids

GABAa-benzodiazepine receptors 7. Benzodiazapines

Ajronal reuptake 8. BDNF

9. IGF-1, ghrelin, leptin, insulin
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Figure 5. La plasticité structurale au sein de I’hippocampe. La plasticité structurale dans
["hippocampe repose sur la synaptogenese, la neurogenese et le remodelage dendritique impliquant

les interactions fonctionnelles des GC avec d’autres systéemes neurochimiques tels que le glutamate
(Adapté de McEwen, 2007).

Alors que la production de nouveaux neurones dans le DG agit comme une plasticité
structurale locale, les neurones du CA3 et du CAL subissent un remodelage de leurs dendrites
en réponse aux stimuli comme le stress. 1l a été montré que le stress chronique de contention
(pendant 21 jours) ou de défaite sociale provoque une diminution de la complexité dendritique
des neurones du CA3 et du CAl de I’hippocampe (McEwen, 1999; Sousa et al, 2000) ;
(McKittrick et al, 2000). Par ailleurs, les épines géantes sur les neurones pyramidaux du CA3
sont également affectées par le stress chronique de contention (Stewart et al, 2005). De
maniere intéressante, 1’apprentissage en piscine de Morris permet de corriger ces altérations

induites par le stress chronique (Stewart et al, 2005).
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Concernant les mécanismes moléculaires et cellulaires qui pourraient étre impliqués
dans le remodelage structural, les GC sont des mediateurs importants suite & un stress
chronique. Le r6le des GC implique des interactions avec certains systemes neurochimiques

au sein de I’hippocampe comme le systéme glutamatergique, sérotoninergique ou opioide

(McEwen, 1999 ; Figure 5).

Au centre de toutes ces interactions est le glutamate. La libération du glutamate par la
voie des fibres moussues joue un réle important dans le remodelage des dendrites des
neurones du CA3 et du CA1 de I’hippocampe. La régulation de la libération du glutamate par
les GC pourrait donc avoir un impact profond sur le remodelage des dendrites. Par exemple, il
est connu que I’exces d’activité glutamatergique, associée a une secrétion exagéree des GC
lors d’une ischémie ou d’un traumatisme cranien, est responsable de la perte neuronale
(Sapolsky et al, 1986). Le stress aigu de contention s’accompagne d’une augmentation des
taux de glutamate extracellulaire dans I’hippocampe qui est absente chez les animaux
surrénalectomisés suggerant implication des GC dans cet effet (Lowy et al, 1993). En effet,
I’activation des MR et GR membranaires par la corticostérone induit la libération de
glutamate (Karst et al, 2005b; Treccani et al, 2014) ; Figure 6). De facon intéressante, le
blocage des récepteurs NMDA (ou des GR) bloque la rétraction dendritique des neurones
hippocampiques induite par le stress chronique (Magarifios and McEwen, 1995; Watanabe et
al, 1992).

Les taux élevés de glutamate extracellulaire induits par le stress chronique entrainent
une augmentation d’activation des transporteurs du glutamate présents au niveau des cellules
gliales (Wood et al, 2004). De plus, le stress chronique de contention augmente 1’expression
des protéines pré-synaptiques impliquées dans la libération des vésicules synaptiques (Grillo
et al, 2005; Magarifios et al, 1997a).

Les protéines de surface comme le NCAM (neural cell adhesion molecule) et le NCAM
polysialé (PSA-NCAM) sont exprimées dans les neurones du DG et du CA3. Il a été montré
que I’expression de NCAM et de PSA-NCAM est affectée par le stress chronique de
contention de 21 jours (Sandi, 2004). Cette modification d’expression de NCAM et de PSA-
NCAM induit par le stress chronique est associée a une atrophie de I’hippocampe et a des
déficits d’apprentissage spatial. L’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA), une protéase
extracellulaire et aussi une molécule de signalisation, est libérée lors d’activation neuronale. Il

a été montré que le tPA est associé a la perte des epines dendritiques et a la modification
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d’expression des sous-unités du récepteur NMDA induites par le stress chronique dans les

neurones du CA1 de I’hippocampe (Pawlak et al, 2005).
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Figure 6. La régulation de la libération du glutamate par les glucocorticoides. Les
glucocorticoides régulent la libération du glutamate via des effets non génomiques des récepteurs
minéraocorticoides (MR) et les glucocorticoides (GR) pré-synaptiques associés a la membrane et via
leurs actions indirectes sur la production des endocannabinoides a partir des neurones post-
synaptiques (Adapté de McEwen et al., 2015).

Les facteurs neurotrophiques jouent également un role dans la complexité de I’arbre
dendritique. Par exemple, les souris déficientes pour le BDNF montrent une diminution de
nombres d’embranchement d’arbre  dendritique des neurones hippocampiques
comparativement aux souris sauvages. Par ailleurs, le stress chronique n’accroit pas la
diminution du nombre d’embranchement dendritique de ces neurones chez les souris
déficientes pour le BDNF suggeérant que les effets du stress chronique sur la complexité
dendritique passe par le BDNF. De maniére intéressante, la surexpression du BDNF protége
contre la réduction du nombre d’embranchement dendritique induite par le stress chronique

dans les neurones de 1’hippocampe (Govindarajan et al, 2006). Il semble que le BDNF et les
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GC aient des effets opposés, le BDNF permettant de restaurer le niveau d’excitabilité¢ normale

des neurones hippocampiques induite par I’injection de la corticostérone (Hansson et al,
2006)

Le CRF (corticotrophin releasing factor) qui régule la sécrétion d’ACTH de
I’hypophyse antérieure, joue également un rdle dans le remodelage dendritique des neurones
du CA1 de I’hippocampe (Chen et al, 2006; Pawlak et al, 2005). Le CRF est exprimé dans les
neurones GABAergiques de 1’hippocampe au cours du développement et le stress précoce
induit une diminution de la longueur dendritique ainsi que du nombre d’embranchement des
neurones pyramidaux hippocampiques chez le rat a ’age adulte (Brunson et al, 2001, 2005).
En effet, il a été montré que le CRF inhibe la complexité dendritique des neurones du CAL et
CA3 de I’hippocampe (Chen et al, 2004).

Les endocannabinoides (eCB) sont des molécules de signalisation qui jouent un réle
important dans la réponse au stress. En plus de leur réle dans I’arrét de la réponse au stress
aigu, les eCB sont aussi importants dans la régulation de la plasticité structurale en condition
du stress. Par exemple, les souris déficientes en récepteur CB; présentent une réduction de la
longueur et de la complexité dendritique des neurones dans le cortex préfrontal alors que la
complexité dendritique des neurones du BLA est augmentée par rapport a celle des souris du
phénotype sauvage. De maniere importante, le stress chronique ou un traitement chronique a
la corticostérone diminue les niveaux d’eCB (en particulier ’anandamide) en augmentant
I’activité des enzymes impliquées dans leur dégradation (Bowles et al, 2012) et perturbe les
voies de signalisation des eCB via la dérégulation du récepteur CB; (Hill et al, 2005).

b. Action du stress et des GC sur la plasticité synaptique de I’hippocampe

Les animaux ont la capacité d’apprendre et d’adapter leur comportement en réponse aux
changements environnementaux. Il est maintenant largement accepté que cette capacité repose
sur les réorganisations morphologiques et fonctionnelles des connections synaptiques entre
neurones dans le cerveau appelé plasticité synaptique (Milner et al, 1998). Cette plasticité est
basée sur les changements en quantité des neurotransmetteurs libérés au niveau de synapses et
sur I’efficacité des réponses des cellules a ces neurotransmetteurs. S’il existe des formes de
plasticité a ‘court-terme’ qui dure de quelques secondes a quelques minutes, nous parlerons
ici de la plasticité synaptique a ‘long-terme’ impliquant des changements pouvant aller jusqu'a
plusieurs semaines. En effet I’activité neuronale peut générer des formes persistantes de

plasticité synaptique comme la potentialisation a long-terme (LTP). La caractéristique la plus
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intéressante de la LTP, découverte dans I’hippocampe en 1973 (Bliss and Lomo, 1973), est
qu'elle permet le renforcement durable des synapses entre deux neurones qui sont actives
simultanément (Citri and Malenka, 2008). En effet, lorsque les axones qui font des
connexions sur les neurones pyramidaux de I'nippocampe sont stimulés a haute fréquence,
I'amplitude du potentiel excitateur enregistré dans ces neurones est augmentée pour un longue
période. La LTP est associée a des changements pré-synaptiques, comme le potentiel d’action,
qui peuvent augmenter la probabilité que les terminaisons synaptiques libérent les
neurotransmetteurs mais également a des changements post-synaptiques tels que des
phosphorylations de protéines et des modifications d’expression de certains genes. En
conséquence, de nouvelles protéines sont synthétisées et participent aux changements
morphologiques et synaptiques incluant des modifications du trafic des récepteurs, de
I’expression des récepteurs et de la conformation des épines (Kandel, 2001). A noter qu’il
existe une autre forme de plasticité a long-terme, la dépression a long-terme (LTD)

correspondant a une diminution de la réponse synaptique (Citri and Malenka, 2008).

Depuis quelques années, la LTP a été proposée comme un modele physiologique de
I’apprentissage et de la mémoire basée sur I’idée que des changements d’efficacité synaptique
sont impliqués dans le stockage d’information (postulat de Hebb). Cette idée a suggéré que le
stress perturbe la mémoire dépendante de 1’hippocampe en affectant I’induction de la LTP
dans I’hippocampe. En effet, des études d’enregistrement électrophysiologique in vitro (Foy
et al, 1987; Shors et al, 1989) ainsi qu’in vivo (Diamond et al, 1994; Xu et al, 1997) ont
montré que le stress perturbe I’induction de la LTP dans le CA1 de I’hippocampe. Plusieurs
types de stress ont été utilisés incluant 1’administration d’un choc électrique (Shors et al,
1989), I’exposition des animaux a un nouvel environnement (Xu et al, 1997) ou & une
plateforme surélevé (Xu et al, 1998). De maniére importante, 1’étude de Shors et ses
collaborateurs ont démontré que la perturbation de la LTP suite a un stress a lieu seulement
chez les rats qui ne sont pas capable d’échapper aux chocs ¢électriques. En effet, des rats qui
ont recu des chocs électriques mais qui avaient la possibilité d’échapper a ces chocs ne
présentaient pas de déficit de LTP (Shors et al, 1989). Donc, il apparait que les effets du
stress sur la plasticité¢ synaptique impliquent plutdt les facteurs psychologiques que
simplement des facteurs physiques (Kim et al, 2006).

En ce qui concerne les mécanismes cellulaires impliqués dans les effets du stress aigu
sur la LTP, I’activation des GR a été proposée. En effet, le blocage de 1’activation des GR

avant ou immeédiatement apres le stress bloque les effets du stress sur la LTP (Xu et al, 1998;
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Yang et al, 2004, 2005). De plus, Yang et ses collaborateurs ont démontré que la perturbation
de la LTP chez les rats stressés impliquerait I’activation du récepteur au BDNF ainsi que de la
voie des MAPK kinase. L’infusion intrahippocampique d’un antagoniste du récepteur tyrosine
kinase B au BDNF ou d’un inhibiteur de la protéine MEK 1/2 annule les effets du stress sur
la LTP dans le CAL (Yang et al, 2004). De facon intéressant, les effets du stress sur la LTP
dans le CA1 sont persistants et dépendent de la synthese de protéines (Xu et al, 1998).

Quelques études suggeérent également que les effets du stress aigu sur la LTP impliquent
la transmission glutamatergique. Le prétraitement avec un antagoniste du récepteur NMDA
permet en effet de bloquer les effets du stress sur I’induction de LTP dans 1’hippocampe (Jj et
al, 1996). De maniére intéressante, 1’exposition des animaux a un milieu enrichit
immédiatement apres le stress permet de reverser les effets sur la LTP (Yang et al, 2006). Cet
effet protecteur impliquerait 1’activation des récepteurs cholinergiques puisque l’activation
pharmacologique de ces récepteurs engendre les mémes effets protecteurs sur la perturbation
de la LTP induite par le stress (Yang et al, 2006).

Certaine évidence indique également que le stress aigu perturbe 1’induction de LTP dans
le DG de I’hippocampe (Shors and Dryver, 1994). Il semble que les effets du stress sur
I’induction de LTP dans le DG dépendent du type de stress appliqué. En effet, le léger stress
induit par la manipulation (handling) diminue la LTP dans le DG alors qu’un stress aigu
induit par I’immersion du rat dans une piscine augmente 1’induction de la LTP (Korz and
Frey, 2003). De maniére intéressante, le blocage des GR, mais pas des MR, annule les effets
du handling sur la LTP alors que le blocage des MR, mais pas des GR, annule les effets de la
nage en piscine sur la LTP (Korz and Frey, 2003).

Cependant, I’effet du stress sur la plasticité hippocampique n’est pas restreint a la LTP.
Des études récentes ont démontré une augmentation d’induction de la LTD dans le CA1 par le
stress (Lowy et al, 1993, 1995; Wong et al, 2007; Yang et al, 2005). Une application d’un
antagoniste des récepteurs NMDA avant le stress bloque les effets sur la LTD suggérant que
les effets du stress sur la LTP et la LTD implique I’activation des récepteurs NMDA (Jj et al,
1996; Wang et al, 2006). Par ailleurs, certaines études indiquent le stress aigu induit une
libération exagérée de glutamate et un excés du glutamate active les récepteurs NMDA-extra-
synaptiques entrainant une augmentation de LTD dans le CAl (Duffy et al, 2008;
Hardingham et al, 2002; Yang et al, 2005).
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Mais comment le stress aigu perturbe la plasticité synaptique en augmentant la LTD et
diminuant la LTP ? Certaines études suggérent que le stress et la LTP partagent des
mécanismes moléculaires en commun et que le stress saturerait la LTP et donc inhiberait son
induction (Diamond et al, 2004; Huang et al, 2005). La deuxiéme possibilité est que le stress
modifie le seuil d’induction de la LTP et la LTD (Abraham, 2004; Huang et al, 2005; Kim
and Yoon, 1998). De tels modifications des différentes formes de plasticité synaptique par
I’activité antérieure, encore appelé changements ‘métaplastiques’, sont 1’une des
caractéristiques importantes des circuits neuronaux et en particulier du CA1 de I’hippocampe

(Kirkwood et al, 1996; Mockett et al, 2002).
c. Action du stress et des GC sur le remodelage structural de I’amygdale

Grace a son role central dans la réponse au stress, ’amygdale pourrait contribuer
directement a certains déficits comportementaux induits par le stress et pourrait initier les

changements d’autres régions du cerveau comme ’hippocampe et le cortex préfrontal médian.

Le stress influence la structure et la fonction de I’amygdale et les études cliniques
indiquent que les changements anatomiques ont lieu dans I’amygdale avant ceux observés
dans I’hippocampe chez les patients dépressifs (McEwen, 2003). Des études précliniques
indiquent également que le stress altére la structure et la fonction de I’amygdale chez le
rongeur. Chattarji et ses collaborateurs ont par exemple démontré que des rats ayant subi un
stress d’immobilisation durant 10 jours (chronic immobilisation stress : CIS) montrent une
hypertrophie des neurones pyramidaux dans un noyau particulier de I’amygdale, I’amygdale
basolatérale (BLA). Plus spécifiquement, le stress CIS augmente la longueur dendritique et le
nombre d’embranchement des neurones pyramidaux du BLA comparé aux rats non-Stresses
(Vyas et al, 2002a).

Ces résultats sont a ’opposé des analyses neuroanatomiques antérieures qui montrent
chez le rat I’atrophie des neurones pyramidaux de 1’hippocampe (Conrad et al, 1999;
Magarifios et al, 1997b; McLaughlin et al, 2007; Watanabe et al, 1992) et du cortex préfrontal
médian (Cook and Wellman, 2004; Holmes and Wellman, 2009; Liston et al, 2006; Radley et
al, 2004). Alors que I’atrophie dendritique induite par le stress est un processus réversible
dans I’hippocampe (Luine et al, 1994) et au niveau du cortex préfrontal (Radley et al, 2005),
I’hypertrophie dendritique dans le BLA induite par le CIS semble persister dans le temps
(Vyas et al, 2004). Le CIS augmente également la densité des épines des neurones

pyramidaux du BLA. Cependant la densité des épines des neurones pyramidaux du BLA n’est
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pas affectée par le stress d’immobilisation aigu (Mitra et al, 2005). Une autre observation
importante parmi ces études est que le stress chronique imprévisible (chronic unpredictable
stress : CUS) n’affecte pas la morphologie des neurones pyramidaux du BLA mais induit une
hypertrophie des neurones bipolaires du BLA (Vyas et al, 2002a). Ceci suggére que la nature

du stress engendre des changements morphologiques spécifiques dans le BLA.

Alors que le traitement chronique a la corticostérone induit une atrophie des neurones
pyramidaux de I’hippocampe, il n’affecte pas ceux du BLA (Morales-Medina et al, 2009;
Pégo et al, 2008). Cependant, un traitement aigu a la corticostérone induit une hypertrophie
dendritique des neurones pyramidaux du BLA quand les analyses morphologiques sont
effectuées 11 jours aprés 1’injection de corticostérone (Mitra and Sapolsky, 2008 ; (Kim et al,
2014). Donc, la durée d’exposition a la corticostérone et le délai aprés exposition sont des
facteurs importants qui déterminent les changements morphologiques induits par le stress

dans le BLA chez le rongeur.

Plusieurs études indiquent que le stress aigu augmente la libération du glutamate dans le
BLA que ce soit aprés un stress de contention (Reagan et al, 2012; Reznikov et al, 2007) ou
d’autres types de stress (Deyama et al, 2007; Hegoburu et al, 2009; Miranda et al, 2002). De
maniere intéressante, contrairement aux effets d’un stress aigu, le stress répété diminue les

taux du glutamate dans 1’amygdale (Grillo et al, 2015).
d. Action du stress et des GC sur la plasticité synaptique de I’amygdale

Des enregistrement électrophysiologiques in vivo ont permis de montrer aprés
conditionnement de peur, une augmentation du potentiel d’action évoqué par le stimulus
préalablement associé au choc électrique dans le BLA (Maren and Quirk, 2004). L’activité
noradrénergique dans le BLA jouerait un rdle crucial. La noradrénaline augmente la
transmission excitatrice des récepteurs p-adrénergiques dans le BLA (Ferry et al, 1997; Gean
et al, 1992; Huang et al, 1996) induit une dés-inhibition GABAergique des projections des
neurones du BLA facilitant I’induction de LTP au niveau des synapses thalamo-
amygdaliennes (Tully et al, 2007). La sérotonine pourrait également intervenir mais son
action dépend de la corticostérone. En effet, la sérotonine inhibe les potentiels d’action
évoques par le glutamate dans les neurones du BLA, mais cette inhibition n’a pas eu lieu chez
les rats surrénalectomisés. De maniére intéressante, une forte dose de la corticostérone chez

les rats surrénalectomisés permet a la sérotonine d’inhiber la transmission excitatrice dans le
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BLA confirmant le rble de la sérotonine dans la modulation de la plasticité synaptique

dépendante de la corticostérone (Stutzmann et al, 1998).

Par ailleurs, une forte dose de corticostérone induit une réduction de la transmission
synaptique inhibitrice associée avec une augmentation de 1’excitabilité intrinséque des
neurones pyramidaux dans I’amygdale (Duvarci and Paré, 2007). Par conséquent, le stress
aigu et le stress répété pourraient altérer 1’équilibre entre la transmission excitatrice et
inhibitrice et induire des changements de connectivités synaptiques au sein de 1’amygdale.
Ces changements de connectivités synaptiques pourraient participer au remodelage structural

au sein de I’amygdale décrit ci-dessus.

Par ailleurs de nombreuses études indiquent que I’activation du BLA module la
plasticité synaptique dans d’autres régions du cerveau. L’activité du BLA influence sur
I’induction de la LTP dans I’hippocampe (Akirav and Richter-Levin, 2002; Frey et al, 2001,
Ikegaya et al, 1997; Nakao et al, 2004). De maniére intéressante, une Iésion de ’amygdale

annule les effets du stress sur la LTP dans I’hippocampe (Kim et al, 2001).

1. Role des glucocorticoides dans la prise alimentaire et le poids

Il existe un lien étroit entre les GC, la prise du poids et I’obésité. Un exemple classique
est celui du syndrome de Cushing ou I’exces de la sécrétion du cortisol est associé a I’obésité
viscérale (Orth, 1995). Chez I’Homme, certaines études indiquent qu’une élévation a long-
terme du cortisol circulant est associée a la prise du poids. Une étude prospective a montré
qu’une augmentation des taux du cortisol salivaire coincide avec une augmentation de ’'IMC
chez les étudiantes infirmieres (Roberts et al, 2007).

De plus, des études cliniques et expérimentales indiquent que les individus ressentant un
stress ont une préférence pour les aliments hypercaloriques, notamment gras et sucrés (Bell et
al, 2002; Grunberg and Straub, 1992; Pecoraro et al, 2004). C’est la théorie de comfort food
(nourriture réconfortante) selon laquelle 1’action du stress et des GC conduit a la prise du
poids et I’obésité (Born et al, 2010; Dallman et al, 2004, 2005; Foster et al, 2009).

Le fait que le stress, via une augmentation de la synthese et de la sécrétion des GC,
perturbe également la prise alimentaire n’est pas surprenant. En effet, au niveau de

I’hypothalamus, il y a un lien étroit entre les systémes neuroendocriniens qui gouvernent la
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prise alimentaire et ceux qui régulent la réponse au stress. Le noyau arqué de 1’hypothalamus
contient deux populations neuronales, celle contenant les neurones exprimant le neuropeptide
Y (NPY) et la protéine AgRP (pour agouti-related protein) qui stimule la prise alimentaire et
celle qui contient les neurones a mélanocortines qui inhibe la prise alimentaire (EImquist et al,
2005; Williams and EImquist, 2012).

Chez les rongeurs obéses, la surrénalectomie permet une diminution de la prise
alimentaire, des taux du glucose, des taux d’insuline et des triglycérides (Castonguay et al,
1986; la Fleur, 2006). En effet, la surrénalectomie diminue les effets orexigéne du NPY
(Sainsbury et al, 1997), de I’AgRP (Drazen et al, 2003) et de I’orexine (Ford et al, 2005) et
augmente les effets de satiété par la leptine (Drazen et al, 2003). De maniére importante, les
effets de la surrénalectomie sur la prise alimentaire peuvent étre annulés par I’administration
de corticostérone, indiquant I’importance des GC dans le contréle hypothalamique de la prise

alimentaire.
2. Le surpoids entraine des dérégulations de I’axe corticotrope

Si le stress provoque une prise de poids, il semble aussi que les individus obeses
présentent une dérégulation du fonctionnement de 1’axe HPA. En effet, les études cliniques
ont démontré que les personnes obéses présentent une augmentation de la sécrétion du cortisol
en réponse au stress. Des tels effets sont particulierement marquants chez les individus
présentant une obésité abdominale (Pasquali et al, 2006). Les tests de suppression a la
dexaméthasone montrent que les patients obéses ont des dérégulations du rétrocontréle

négatif, résultant en une hyperactivité de I’axe HPA (Duclos et al, 2001; Jessop et al, 2001).

Chez I’animal, de nombreuses études sur la fonctionnalit¢ de 1’axe HPA dans les
modeles d’obésité ont été réalisées. Le modele génétique db/db est associé a des taux tres
élevés en corticostérone qui sont bien améliorés par surrénalectomie (Makimura et al, 2000;
Saito et al, 1989; Shimomura et al, 1987). L’exposition au régime HL durant la période
périnatale induit la sécrétion prolongée des GC chez la descendance adulte suite a un stress de
contention (Lin et al, 2015; Sasaki et al, 2013a). Cette libération prolongée des GC est
associée a une augmentation des GR et MR au niveau de I’hippocampe et ’amygdale et une
augmentation des comportements de type anxieux chez les descendantes femelles (Sasaki et
al, 2013a). Ces résultats suggeérent que 1’environnement nutritionnel précoce peut affecter la

voie de signalisation des GC et peut réguler le fonctionnement de 1’axe corticotrope.
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L’impact de la consommation d’un régime HL depuis le sevrage a la puberté sur le
fonctionnement de 1’axe HPA a également été investigué. Les taux de GC au niveau basal
sont plus élevés chez les femelles exposées au régime HL que chez celles exposées au régime
contrble (Boukouvalas et al, 2008). Ceci est accompagné d’une augmentation des
comportements de type anxieux. Chez les males ces effets sont absents (pour les GC) ou
moins marqués (pour 1’anxiété) indiquant que la consommation d’un régime HL post-sevrage
a un impact plus important sur I’axe HPA des femelles qui favoriserait les troubles

émotionnels (Boukouvalas et al, 2008).

De maniére intéressant, il a récemment été montré au laboratoire que 1’exposition de
rats males au régime HL du sevrage a I’age adulte (3 mois) ne modifie pas les niveaux de base
des GC mais prolonge leur libération suite a un stress de contention ou a un malaise gastrique
(Boitard et al, 2015a). De tels effets sont absents lorsque la méme durée d’exposition au
régime HL commence a 1’age de 12 semaines (Boitard et al, 2015a). Toutefois certaines
¢tudes indiquent des changements au niveau de 1’axe HPA chez le rat adulte soumis a un
régime HL. En effet, la consommation d’un régime HL a I’dge adulte provoque une
augmentation des niveaux plasmatiques de base des GC aprés 1 ou 3 semaines sous le régime.
L’exposition prolongée (9 et 12 semaines) ne modifie plus les taux de base mais entraine une
augmentation des taux d’ACTH et de GC suite a un stress de contention (Tannenbaum et al,
1997). De maniére intéressante, 1’exposition au régime HL pendant 4 jours suffit a entrainer
une augmentation de la sécrétion de corticostérone suite a un stress modéré (injection de

saline) comparativement aux animaux contréles (Legendre and Harris, 2006).

Donc, les régimes hypercaloriques perturbent le fonctionnement de 1’axe HPA, que ce
soit au niveau basal, ou en réponse a un stress, méme si les effets obtenus peuvent varier entre
les études selon le modele expérimental (I’espece, le sexe, le type de régime, la durée et la

période de I’exposition).

L’obésité s’accompagne également d’une hyperactivité du systéme eCB dans tous les
tissus, dont le cerveau, et ’effet des GC sur la plasticité cérébrale et la cognition impliquent

fortement le systeme eCB. Nous allons donc voir plus en détail ce systéme.
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1. Historique et caractérisation

La transmission des propriétés médicinales des plantes a été transmise de génération en
génération pour guérir les maladies et soulager la douleur. Le cannabis est une des plus
anciennes plantes cultivées par ’homme. Des écrits rapportent sa culture en Chine 28 siecles
avant J.C. (Mikuriya, 1969). Plus de 1000 ans avant J.C., son usage meédicinal est décrit en
géme

Inde. Arrivé en Europe au 1 siécle grace a un médecin anglais, O’Shaughnessy, 1’usage de

cette plante s’est ensuite répandu dans la pharmacopée des pays occidentaux.

Avec I’arrivée du cannabis en Europe, les chercheurs ont tenté d’isoler et d’identifier les
molécules responsables des effets psychoactifs de la marijuana. Ce n’est qu’en 1964 que
Robert Mechoulam et collaborateurs isolent et purifient la A® tetrahydrocannabinol (A%-THC),
connu a ce jour comme le principal composé psychoactif du cannabis (Mechoulam and Gaoni,
1965). Depuis cette époque, un nombre important d’analogues biologiquement actifs de la A-

THC ont été synthétisés. Ces composés sont nommeés les cannabinoides (Howlett, 1995).

Un progrés remarquable a eu lieu lors de la découverte du récepteur qui lie la A-THC.
Le premier récepteur aux cannabinoides (CB;) a été cloné et caractérisé en 1991 (Matsuda et
al, 1990) et le second (CB,) a été identifié en 1993. Ils sont tous les deux des récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Le CB; est abondamment
exprimé dans le cerveau, tandis que le CB, est présent principalement dans le systéeme
immunitaire au niveau périphérique. Le développement d’antagonistes sélectif de chaque
récepteur (Rinaldi-Carmona et al, 1994) mais aussi le développement de souris génétiquement
modifiées dépourvues du CB; (Ledent et al, 1999; Zimmer et al, 1999) ou du CB, (Buckley et
al, 2000) ont permis de déterminer la contribution relative de chaque récepteur aux effets

pharmacologiques des cannabinoides.

L’importante étape suivante fut la découverte des ligands endogénes pour les récepteurs
aux cannabinoides, les endocannabinoides (eCB). Le N-arachidonylethanolamide fut le
premier isolé et nhommé anandamide ou AEA (Devane et al, 1992) puis ce fut le 2-
arachidonylglycérole ou 2-AG (Mechoulam et al, 1995; Sugiura et al, 1995). Les études
biochimiques ont démontré que ces molécules sont produites « a la demande » en fonction de
I’activité neuronale et sont libérées dans I’espace extracellulaire. En 2001, leur mode d’action
rétrograde au niveau de la synapse a été mise en évidence (Kreitzer and Regehr, 2001;
Maejima et al, 2001; Ohno-Shosaku et al, 2001; Wilson and Nicoll, 2001). Les eCB sont
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donc produit principalement au niveau post-synaptique et agissent au niveau preé-synaptique

afin de diminuer la libération de neurotransmetteurs, comme le glutamate et le GABA.

2. Récepteur des cannabinoides
a. CB;

Le CB; est le principal médiateur des effets des cannabinoides endogenes et exogénes
sur le cerveau. Le récepteur CB; appartient a la famille des RCPG. Il a d’abord été cloné chez
le rat (Matsuda et al, 1990), puis chez I’homme (Gérard et al, 1990) et chez la souris
(Chakrabarti et al, 1995). Sa séquence primaire d’acides aminés présente 97-99%
d’homologie entre ces trois especes. Chez 1’humain, le géne CNR1 codant pour le CB; est
localisé sur le chromosome 6. Il existe chez I’homme le polymorphisme du géne CNR1 et
certains polymorphisme sont liés au trouble métabolique comme 1’obésité (Gazzerro et al,
2007; Russo et al, 2007), aux maladies neuropsychiatriques telle que la schizophrénie
(Chavarria-Siles et al, 2008; Ujike and Morita, 2004) ou encore la dépression chez des
patients atteints de la maladie de Parkinson (Barrero et al, 2005). Il a été proposé que le CB;
forme des homodimeéres in vivo (Wager-Miller et al, 2002). La forme des hétéromeéres in vitro

a été également rapportée.

Les CB; sont les plus abondants parmi les RCPG dans le cerveau chez le rat et chez
I’homme. Leur densité cérébrale rivalise avec celle des récepteurs ionotropiques du glutamate
et GABA, les deux principaux neurotransmetteurs (Herkenham et al, 1990). Le clonage des
CB; par Matsuda et ses collaborateurs (Matsuda et al, 1990) a permis d’explorer la
distribution régionale et cellulaire de I’expression de I’ARNm du CB; par hybridation in situ
et la localisation cellulaire et subcellulaire du CB; par immunohistochimie. Depuis ce temps,
de nombreuses études histochimiques ont caractérisé 1’expression du CB; dans le systéme
nerveux (Figure 7). La localisation pré-synaptique du CB; a été confirmée par microscopie
optique et électrophysiologie au niveau de 1’hippocampe du rat (Katona et al, 1999) Hoffman
and Lupica, 2000).

Malgre la forte expression du CB1 dans le cerveau, la distribution cellulaire du CB;
semble hétérogéne. L’expression du CB; est particulierement condensée dans les régions du

télencéphale comme 1’hippocampe, le cortex, I’amygdale et le bulbe olfactif (Katona et al,
1999, 2001; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992; Marsicano and Lutz, 1999; Tsou et al,
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1999). Les cellules positives pour le CB; dans ces régions montrent une distribution dispersée,
et représente une minorité de la population totale. Ces cellules appartiennent essentiellement a
la population hétérogene des neurones GABAergiques (Katona et al, 1999; Marsicano and
Lutz, 1999; Tsou et al, 1999). Une forte expression de I’ARNmM du CB; est détectée dans les
interneurones positifs pour la cholecystokinine (CCK), alors qu’il y a peu d’expression dans
les interneurones positifs pour la parvalbumine (PV) (Marsicano and Lutz, 1999; McDonald
and Mascagni, 2001; Tsou et al, 1999).

Lamina X

Spinal cord

Figure 7. Distribution du CB; dans le cerveau de la souris adulte. A-D: distribution en coupes
parasagittales (A et D) et coronales (B et C) de souris sauvage (A-C) et de souris présentant une
délétion pour le CBl (D). Le CBI est fortement exprimé dans [’hippocampe (Hi) (dont le gyrus
dentelé, DG), le cortex cérébral, le complexe basolatéral de I’amygdale (BLA), le noyau olfactif
antérieur (AON), le noyau caudé putamen (CPu), I’hypothalamus ventromedial (VMH) et le cortex
cerébelleux (Cb). Un haut niveau d’expression est également présent dans les voies striatales
efférentes comprenant la substance noire réticulée (SNR), le globus pallidus (GP) et le noyau
entopédonculaire (EP). Un marquage quasi-nul est observé chez les souris mutantes (D), indiquant la
spécificité du marquage immunohistochimique. E: marquage du CB1 dans la moelle épiniére. M1,
cortex somatosensoriel primaire; S1, cortex moteur primaire; V1, cortex visuel primaire; NAc, noyau
accumbens; VP, pallidum ventral; Th, thalamus; Mid, mésencéphale; Po, pons; MO, medulla
oblongata; Cg, cortex cingulaire; Ent, cortex entorhinal, Ce, noyau central de I’amygdale. Modifié a
partir de Kano et al., 2009.
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Les effets des cannabinoides dépendant du CB; dans ces régimes cibles du télencéphale
reposeraient donc sur la modulation de sous-population particuliere de neurones
GABAergiques. En effet, la présence de CB; dans les neurones glutamatergiques a été
controversée. Si certaines études ont indiqué la présence de ’ARNm du CB; dans les
neurones pyramidaux excitateurs de I’hippocampe (Mailleux and Vanderhaeghen, 1992;
Marsicano and Lutz, 1999), il a fallu attendre plusieurs année pour reconnaitre la présence du
CB; sur les terminaisons des neurones glutamatergiques (Freund et al, 2003). Récemment,
I’utilisation de souris mutantes ayant une délétion spécifique du CB; dans les neurones
glutamatergiques corticaux a démontrer clairement la présence de la protéine du CB; dans les
neurones de 1’hippocampe, du neéocortex et de 1’amygdale ainsi que leur fonction (Bellocchio
et al, 2010; Domenici et al, 2006; Monory et al, 2006).

b. CB;

La caractérisation moléculaire et le clonage du CB; ont été identifiés chez I’Homme
(Munro et al, 1993), puis la souris et chez le rat (Griffin et al, 2000; Shire et al, 1996). I
semble exister un polymorphisme du gene codant pour ce récepteur, avec deux isoformes
identifiées chez le rat (Brown et al, 2002; Griffin et al, 2000). Comme le CB;, le CB;
appartient a la famille des RCPG a 7 domaines transmembranaires. Cependant, les séquences
d’acides aminés des récepteurs CB; et CB, humains ne présentent entre eux que 44%
d’homologie, et sont codés par des geénes distincts. La localisation du récepteur CB, est
principalement périphérique, avec un fort niveau d’expression dans les cellules du systeme
immunitaire (Munro et al, 1993). Le récepteur CB; est exprimé a des niveaux trés faibles dans
le cerveau (Gong et al, 2006; Onaivi, 2006; Skaper et al, 1996).

c. Autres récepteurs des cannabinoides

Le récepteur cationique vanilloide de type 1 (transient receptor potential vanilloid type
1, TRPV1) est un récepteur canal cationique non-sélective perméable au Ca?*. L’étude des
souris TRPV1-KO a montré que ce type du récepteur est essentiel dans la sensation a la
douleur (Caterina et al, 2000). Le récepteur TRPV1 est présent dans le cerveau, est activé par
I’AEA, mais pas par le 2-AG. Donc, une interaction entre le systeme eCB et le systéeme
endovanilloide semble exister sous certaines conditions physiologiques ou pathologiques
(Maccarrone et al, 2008).

Le récepteur orphelin couplé aux protéines G « GPR55 » est active par les eCB incluant
I’AEA et le 2-AG, ainsi que par le THC mais pas par le WIN55,212-2, I’agoniste le plus
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utilise des recepteurs CB; et CB,. De plus, le récepteur GPR55 est activé par la
palmitoyléthanolamide et la oléoyléthanolamide qui ne sont pas des ligands des CB; et CB;
(Ryberg et al, 2007). L’expression de I’ARNm du GPR55 est trouvée dans plusieurs organes
incluant la glande surrénale, le tractus gastro-intestinal, le rein et le cerveau. Dans le cerveau,
I’expression en ARNm du GPR55 est largement distribué mais leurs taux d’expression sont
beaucoup plus faibles par rapport a ceux des CB; (Ryberg et al, 2007). Ce récepteur ne
partage que 14% d’homologie de séquence avec les CB; et CB, humains. Il est exprimé
principalement dans le cerveau au niveau du néostriatum (Ross, 2009). Bien que les
cannabinoides exercent la majorité de leurs effets a travers des récepteurs membranaires,
I’AEA pourrait activer des récepteurs nucléaires modulateurs de la transcription génique
(récepteurs activés par les proliférateurs du peroxisome de type a, PPAR«) principalement

impliqués dans la régulation du métabolisme (O’Sullivan, 2007).

3. Leur syntheése, transport, et voies de dégradation

a. Synthése des eCB

Le terme endocannabinoides désigne les ligands endogenes des récepteurs des
cannabinoides, dont les plus étudiés sont I’AEA et le 2-AG. L’ AEA est le premier eCB a été
isolée a partir du cerveau du porc (Devane et al, 1992) alors que le 2-AG a été isolé a partir
de I’intestin canin (Mechoulam et al, 1995) puis du cerveau de rat (Sugiura et al, 1995). Le 2-
AG est présent dans le cerveau a la concentration de I’ordre de nanomolaire par gramme de
tissu. Sa concentration dans le cerveau est largement plus importante que celle de I’AEA
(environ 200 fois plus) (Sugiura et al, 2006). Contrairement a I’AEA, le 2-AG est strictement
reconnu par les CB; et CB, suggérant que le 2-AG est un vrai ligand naturel pour les

récepteurs cannabinoides (Sugiura et al, 2006).
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Major endocannabinoids

Anandamide 2-Arachidonoylglycerol (2-AG)

Other possible endocannabinoids

Dihomo-g-linolenoyl ethanolamide Docosatetraenoyl ethanolamide

Noladin ether Virodhamine

N-Arachidonoyldopamine

Figure 8. Structures moléculaires des endocannabinoides. Modifié a partir de Kano et al., 2009.

D’autres eCB putatifs sont le dihomo--linolénoyléthnolamide (Hanus et al, 1993), le
docosatétraénoyléthanolamide (Hanus et al, 1993), I’éther du 2-AG ou éther du noladin
(Hanus et al, 2001), 1I’O-arachinonoyléthanolamine ou virodhamine (Porter et al, 2002) et la
N-arachidonoyldopamine (Huang et al, 2002) ; Figure 8). Le dihomo--linolénoyléthnolamide
et le docosatétraénoyléthanolamide, qui sont des membres de la famille de la N-
acyléthanolamide comme I’AEA, sont présents dans le cerveau et se lient au CB; (Felder et
al, 1993; Hanus et al, 1993). Ces N-acyléthanolamides ont de faibles affinités pour le CB;
(Felder et al, 1995). L’éther de noladin se lie au CB; mais montrait une faible affinité pour le
CB; (Hanus et al, 2001). La virodhamine est un agoniste pour le CB, (Porter et al, 2002). Le

N-arachidonoyldopamine se lie a la fois aux CB et aussi au TRVP1 (Bisogno et al, 2000).

Une caractéristique qui distingue les eCB des autres neuromodulateurs est qu’ils sont
des lipides et donc, ils ne sont pas stockés dans des vésicules synaptiques. Leurs précurseurs
se trouvent dan la membrane cellulaire et sont clivés par des enzymes spécifiques. La

dépolarisation de la membrane des neurones peut induire la formation de novo et/ou la
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libération des eCB (Di Marzo et al, 1994; Stella and Piomelli, 2001). C’est pour cette raison

que cette forme de synthése/libération est considérée ‘a la demande’.

La production d’AEA par les neurones a été rapportée en 1994 (Di Marzo et al, 1994).
Lorsque les neurones corticaux ou striataux ont été exposés a I’ionomycine, un ionophore
calcique, I’AEA a été produit et libéré dans le milieu extracellulaire et cet effet a été bloquée
par le chélateur du calcium, ’EGTA. La production d’AEA a été également obtenue sur
culture de neurones corticaux en appliquant du glutamate et un agoniste du récepteur
cholinergique, le carbachol (Stella and Piomelli, 2001) ou sur coupes hypothalamiques de rat
apres stimulation a haute fréquence (Di et al, 2005). Cette derniére augmentation d’AEA a été
annulée par le blocage des récepteurs AMPA et NMDA.

L’AEA est formé en deux étapes: la premiére est la synthése du phospholipide N-
arachidonoyl phosphatidyléthanolamine (NAPE) a partir de phosphatidyléthanolamine (PE),
une réaction catalysée par I’enzyme N-acyltransferase (NAT). La deuxieme étape est

I’hydrolyse de NAPE par une enzyme phospholipase D (PLD), qui produit I’AEA (Figure 9).

Akyl
Acyl 1
P—0O \/\NH 2

Phosphatidylethanolamine

N-acyl transferase

"—Wmd;oo@

N-arachidonoyl PE

Alkyl
Acyl

Phospholipase D
(o)
HO F : S :
Anandamide

Figure 9. Schéma illustrant le mécanisme de la formation de D’anandamide. PE =

Phosphatidylethanolamine. Adapté de Freund et al., 2003.
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A noter que les taux de la PLD sont éleves dans le cerveau mais sa contribution
régionale n’est pas nécessairement corrélée avec celle du CB;. Des souris déficientes pour la
PLD ne montrent pas de troubles comportementaux particuliers suggérant que I’AEA serait

également produite par d’autres voies de synthese que celle de la PLD (Okamoto et al, 2007).

Le 2-AG a été décrit pour la premiére fois en 1997. Une augmentation des taux du 2-
AG a été rapportée sur des coupes d’hippocampe en réponse a une stimulation électrique
(Stella et al, 1997a) et dans les neurones corticaux en stimulant le récepteur NMDA (Stella
and Piomelli, 2001). La stimulation a haute fréquence des coupes hypothalamiques induit
également une augmentation des taux du 2-AG (Di et al, 2005). Les microglies et les
astrocytes sont aussi capables de produire le 2-AG suite a une exposition a un agoniste du
récepteur glutamatergique métabotropique (mGIuR ; (Walter et al, 2004; Witting et al, 2004),.

Les études biochimiques ont révélé qu’il existe deux voies pour générer le 2-AG (Figure
10). La voie principale combine la phospholipase C (PLC) et la diacylglycérol lipase (DGL).
La premiere étape, 1’hydrolyse du phosphatidylinositol, phospholipide membranaire, par la
PLC produit le diacylglycérol, contenant de I’acide arachidonique, qui par I’action de la DGL
produit le 2-AG (Stella et al, 1997a) ; (Kondo et al, 1998). Une autre voie pouvant générer le
2-AG évoqueraient I’implication des réactions séquentielles de la phospholipase A1 (PLA1)
et la lyso-PLC (Sugiura et al, 1995; Tsutsumi et al, 1994; Ueda et al, 1993). Les voies de la
biosynthése du 2-AG pourraient étre différentes en fonction des tissus et du type de cellules.

Elles pourraient également étre dépendantes des conditions de stimulation.
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Figure 10. Les voies de la biosynthese du 2-arachidonoylglycérol (2-AG). PLC, phospholipase C;
DAG, 1,2-diacylglycérol; DGL, 1,2-diacylglycérol lipase; PLAL, phospholipase Al; PI,
phosphatidylinositol. Adapté de Freund et al., 2003.

b. Transport des eCB

Les neurotransmetteurs classiques sont souvent inactivés par la recapture des neurones
ou des astrocytes et ensuite dégradés. Le transport des eCB, molécules hydrophobes, dans
I’espace extracellulaire pour atteindre les récepteurs CB; et leur recapture restent

hypothétiques.

Certains modeles ont été proposés pour I’AEA. Le premier suggére que ’AEA est
transporté par une protéine porteuse qui en se liant a ’AEA la transfert d’un coté de la
membrane a I’autre coté (Fegley et al, 2004; Ligresti et al, 2004). Le second modéle est que
I’AEA passe au travers de la membrane par la diffusion simple facilitée par le gradient de
concentration des enzymes intervenant dans sa degradation intracellulaire (Glaser et al, 2003).
Le troisieme modeéle est que I’AEA subit une endocytose cavéolaire (McFarland et al, 2004).
Au contraire de I’AEA, il y a peu d’information concernant les mécanismes de recapture du 2-

AG.
c. Dégradation des eCB

Les eCB peuvent étre dégradés par deux voies métaboliques différentes, 1’hydrolyse et
I’oxydation (Vandevoorde and Lambert, 2007). Les enzymes qui sont impliquées dans
I’hydrolyse des eCB sont la fatty acide amide hydrolase (FAAH) qui dégrade I’AEA et la
monoacylglycérol lipase (MGL) qui dégrade le 2-AG. La seconde voie implique la

cyclooxygénase (COX) et la lipoxygénase (LOX) qui induisent I’oxydation des eCB.

4. Signalisation centrale du CB; et la modulation des fonctions

synaptiques

Comme mentionné ci dessus, les CB; sont parmi les RCPG les plus abondants parmi les
dans le cerveau. L’hétérogénéité des voies de signalisation intracellulaire générées par
I’activation du CB; pourrait expliquer les différentes conséquences physiologiques de la

stimulation des CB;.
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a. Voies de signalisation du récepteur CB;- dépendant

La stimulation du récepteur CB; par un agoniste induit le recrutement et 1’activation de
protéines G, principalement de type Gaio, qui @ pour conséquence la fermeture des canaux
calciques, la modulation de différents canaux potassiques et I’inhibition de la production
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par I’adénylate cyclase (Turu and Hunyady,
2010) (Figure 11). En parall¢le, le dimere Py libéré par la protéine Gaj, active la PLC,
régulatrice des taux de calcium intracellulaire par la voie 1’inositol-triphosphate (IP3) et
module I’activité de 1’adénylate cyclase et de différentes kinases (dont celles impliquées dans
les voies MAPK, PI3K, JNK, et ERK) (André and Gonthier, 2010). L’activation du CB;
module également la production de I’AMPc et augmente le calcium intracellulaire a travers
’activation des protéines Gos (Hampson et al, 2000) et des protéines Gog (Lograno and
Romano, 2004; Navarrete and Araque, 2008). L’ AMPc est un second messager intracellulaire
qui, par I’intermédiaire de la protéine kinase A (PKA), active la voie ERK/CREB régulatrice
de I’expression génique. Ainsi, 1’activation de ERK a été impliquée dans le controle des
processus mnésique dépendant du CB; (Cannich et al, 2004). Récemment, il a été montré que
Ieffet amnésiant de la A-THC impliquait I’activation de la voie mTOR, et la signalisation
PI3SK/AKT suite a I’activation du CB; des interneurones GABAergiques de 1’hippocampe
(Puighermanal et al, 2009). Cette activation de la voie mTOR module positivement la
synthese protéique, ce qui a eu pour consequence un deficit mnésique a long-terme
(Puighermanal et al, 2009). La stimulation du CB; est donc associée a de nombreuses voies de
signalisation intracellulaires, dont 1’activation dépend du type de cellules/structure étudiées
(Derkinderen et al, 2001, 2003; Puighermanal et al, 2009; Rueda et al, 2002).
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Figure 11. La transduction du signal induite par P’activation du CB;. La stimulation du CB; active
différents types de protéines G induisant [’ouverture des canaux potassiques, la fermeture de canaux
calciques, ainsi que la modulation de différentes voies de signalisation intracellulaires dont certaines
aboutissent a la régulation de I’expression génique. Adapté d’André & Gonthier, 2010.

b. Inhibition de la libération des neurotransmetteurs

Les approches électrophysioloiques et biochimiques ont permis de montrer que
I’activation du CB; inhibe la libération des neurotransmetteurs (Schlicker and Kathmann,
2001) (Figure 12). Le glutamate (Lévénés et al, 1998), le GABA (Szabo et al, 1998), la
glycine (Jennings et al, 2001), I’acétylcholine (Gifford and Ashby, 1996), la norépinéphrine
(Ishac et al, 1996), la dopamine (Cadogan et al, 1997), la sérotonine (Nakazi et al, 2000) et la
cholecystokinine (Beinfeld and Connolly, 2001) sont régulés par le CB;.

L’inhibition de la libération du glutamate par le WIN55,212-2, un agoniste du récepteur
CB;, a été rapportée pour la premiere fois sur une culture de neurones hippocampiques (Shen
et al, 1996). Le WIN5S5,212-2 inhibe les courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) et cette
inhibition est annulée, un antagoniste spécifique du récepteur CB; indiquant 1I’implication du

récepteur CB; dans ces effets. L’inhibition de la libération du glutamate dependante du CB; a
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été également mis en évidence dans le cervelet, le striatum et le cortex (Schlicker and
Kathmann, 2001).

Les effets inhibiteurs sur la libération du GABA par la stimulation du récepteur CB; ont
été investigues sur des neurones du striatum (Szabo et al, 1998) et dans la substance noire
(Chan et al, 1998). Dans ces neurones, le WIN55,212-2 inhibe les courants post-synaptiques
inhibiteurs (IPSC) et 1’antagoniste spécifique du récepteur CB; annule cet effet confirmant
encore une fois I’implication du récepteur CB; (Chan and Yung, 1998; Szabo et al, 1998).
L’inhibition de la libération du GABA dépendante du CB; a été également rapportée dans
I’hippocampe, le cervelet et le noyau accumbens (Schlicker and Kathmann, 2001).
L’implication des canaux calciques voltage-dépendent a été proposée dans 1’inhibition de la
libération du GABA dans I’hippocampe (Hoffman and Lupica, 2000) et I’inhibition de la
libération du glutamate au niveau cortico-striatales (Huang et al, 2001). L’implication
possible des canaux potassiques dans I’inhibition de la libération du glutamate a été également
suggéree dans le noyau accumbens (Robbe et al, 2001). La signalisation en aval de I’influx
calcique serait également impliquer dans D’inhibition pré-synaptique de la transmission
excitatrice (Yamasaki et al, 2006) et inhibitrice (Takahashi and Linden, 2000) dans le
cervelet. Donc, les mécanismes pré-synaptiques soulignant 1’inhibition de la libération des

neurotransmetteurs pourraient étre différents en fonction de type de synapses étudiées.

c. Régulation des changements morphologiques neuronaux

L activation du CB; peut induire des changements morphologiques des neurones. En
effet une telle activation a inhibé 1) la formation de nouvelles synapses sur des neurones
hippocampiques en culture (Kim and Thayer, 2001), 2) la rétraction des neurites des cellules
neuroblastomes (Zhou and Song, 2001), et 3) I’extension des cones de croissance des
neurones GABAergiques dans le cortex (Berghuis et al, 2007). L’inhibition de la formation de
nouvelles synapses et la rétraction des neurites semble impliquent les voies de signalisation
dépendantes de I’AMPc alors que la rétraction des cones de croissance semble impliquer
’activation de protéines appartenant a 1a famille de RhoA (He et al, 2006).

d. Contrdle de la plasticité synaptique

e Plasticité synaptique a court-terme
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Comme cela a été détaillé précédemment, les eCB sont des messagers rétrogrades au
niveau des synapses. Produits et libérés par des neurones post-synaptiques, les eCB activent
les CB; au niveau pre-synaptique et inhibent la libération des neurotransmetteurs. La
compréhension de ce mécanisme repose sur la découverte d’une nouvelle forme de plasticité
synaptique démontrée quasi simultanément dans le cervelet et 1’aire CA1 de 1’hippocampe
(Llano et al, 1991; Pitler and Alger, 1992). Il s’agit d’une dépression de courte durée de la
transmission GABAergique induite par la dépolarisation membranaire. Ce phénomene a été
nommé¢ ‘suppression de 1’inhibition induite par la dépolarisation’ ou DSI. Cette induction de
la DSI necessite une augmentation du calcium intracellulaire dans les neurones post-
synaptiques (Pitler and Alger, 1992; Vincent and Marty, 1993). En 2001, il est démontré que
I’induction de la DSI dans I’hippocampe est complétement bloquée par 1’ application des
antagonistes du récepteur CB;, SR141716A, AM251 ou AM281 démontrant I’implication du
CB; dans la DSI (Ohno-Shosaku et al, 2001; Wilson and Nicoll, 2001). La méme année, un
phénomeéne similaire a celui de la DSI est découvert au niveau des synapses excitatrice du
cervelet (Kreitzer and Regehr, 2001; Maejima et al, 2001). La transmission excitatrice des
cellules de Purkinje a été transitoirement supprimée par la dépolarisation post-synaptique. On
parle alors de ‘suppression de 1’excitation induite par la dépolarisation” ou DSE. La libération
post-synaptique des eCB étant suffisante pour provoquer une inhibition rétrograde transitoire
de la transmission synaptique, ces molécules endogenes apparaissent comme des médiateurs

majeurs de la plasticité synaptique a court terme.

De maniére intéressante, des études récentes indiquent que le 2-AG, plutdt que I’AEA,
serait impliqué dans cette plasticité a court-terme (Gao et al, 2010; Tanimura et al, 2010;
Yoshino et al, 2011). Ceci est a rapprocher de la libération tonique d’eCB suggérée en
condition basale (Di Marzo, 2011). En effet, sur des neurones hippocampiques en culture, la
transmission inhibitrice basale a été régulée par 1’activité de la MAGL, mais pas par celle de

la FAAH suggérant une libération tonique de 2-AG (Hashimotodani et al, 2007).
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Figure 12. Mécanismes d’inhibition de la libération des neurotransmetteurs régulés par les
endocannabinoides. La dépolarisation de la membrane et [’activation des récepteurs NMDA du
neurone post-synaptique induisent une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire
qui induit a son tour la synthése et la libération des endocannabinoides dans la fente synaptique. Les
endocannabinoides libérés vont agir sur les CB; exprimés au niveau des terminaisons présynaptiques

qui ont pour effet d’inhiber la libération des neurotransmetteurs (Adapté de Kano et al., 2009).

e Plasticité synaptique a long terme

11 est possible d’induire une dépression a long-terme (LTD) qui nécessite 1’activation
pré-synaptique du CB; et se traduit par une diminution persistante (30-40 minutes) de la
libération de neurotransmetteur au niveau pré-synaptique. Les eCB sont libérés a partir des
neurones post-synaptiques en réponse aux stimuli similaires a ceux présenté dans le cas de la
plasticité a court terme (augmentation de calcium intracellulaire, activation des récepteurs
métabotropiques). Au contraire d’autres formes de plasticité a long terme, cette LTD est
indépendante des récepteurs ionotropiques au glutamate (Chevaleyre et al, 2006). La LTD
contrdlée par les eCB s’exerce sur la transmission excitatrice (Gerdeman et al, 2002; Robbe et
al, 2002; Sjostrom et al, 2003) et la transmission inhibitrice (Chevaleyre and Castillo, 2003;
Marsicano et al, 2002) et a été mise en évidence dans I’amygdale (Marsicano et al, 2002),
I’hippocampe (Chevaleyre and Castillo, 2003), le néocortex (Sjostrom et al, 2003) et le noyau
accumbens (Robbe et al, 2002). Ceci suggeére un rdle important de cette forme de plasticité

dans la régulation des circuits neuronaux.
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e Controle d’autres formes de plasticité

Les cannabinoides exogenes influencent également la plasticité synaptique. Des effets
bi-phasiques dépendants de la dose des cannabinoides sur la LTP ont également été rapportés.
A faible dose, la THC augmente I’induction de la LTP alors qu’une forte dose inhibe la LTP
(Kujtan et al, 1983; Nowicky et al, 1987; Vardaris and Weisz, 1977). Néanmoins il est
classiquement admis que I’application des agonistes du récepteur CB; empéche 1’induction de
LTP au niveau des neurones pyramidaux du CALl (pour revue voir (Alger, 2002). Ceci
suggere que les perturbations de mémoire et d’apprentissage suite a 1’administration de
cannabinoides exogénes pourrait impliquer des perturbations de plasticité synaptique.
L’inhibition de la LTP par des cannabinoides semble due a une diminution de la libération du
glutamate durant la mise en place de la LTP via une activation du CB; sur les terminaisons
pré-synaptiques des afférents glutamatergiques (Misner and Sullivan, 1999). En effet les
effets sont observés en présence de picrotoxine (Misner and Sullivan, 1999) ce qui suggére

une action au niveau des terminaisons glutamatergiques.

Alors que les études d’enregistrement électrophysiologique in vitro ont démontré que
I’application des agonistes exogenes des récepteurs CB; inhibent la LTP, 1’action des eCB sur
la régulation de I’induction de la LTP ou la LTD in vivo reste peu exploré. Cependant la
libération transitoire des eCB en réponse a la dépolarisation entraine la suppression de
I’inhibition et donc désinhibe le neurone pyramidal. Ces effets conduisent a une augmentation

de la LTP des synapses excitatrices (Carlson et al, 2002).

La LTD des synapses inhibitrices dépendante des eCB (I-LTD eCB-dependant) a été
également démontrée avec le détail mécanistique qui fait le lien entre la neurotransmission
excitatrice et les récepteurs mGIuR post-synaptiques avec la dépression hétéro-synaptique de
la libération du GABA des interneurones cannabinoide-sensible dans la zone stratum
radiatum de I’hippocampe (Chevaleyre and Castillo, 2003). Chevaleyre et Castillo ont montré
que I’activation des afférents glutamatergiques était suffisante pour induire I’I-LTD et que
cette induction de I'I-LTD était bloquée par un antagoniste du récepteur CB;. L’I-LTD
hétéro-synaptique est dépendante des récepteurs mGIuR, mais pas du calcium, et elle est
complétement blogquée par des inhibiteurs de la DAG lipase suggérant que la synthése du 2-

AG est nécessaire pour induire cette forme de I’I-LTD hétéro-synaptique dans 1I’hippocampe.
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1. Role dans la prise alimentaire et la masse corporelle

Le systeme eCB participe a la régulation de la prise alimentaire et de 1’équilibre
énergétique au travers de 1’action coordonnée entre le cerveau et les tissus périphériques
(Pagotto et al, 2006; Piomelli, 2003; Quarta et al, 2010). 1l est généralement considéré comme
un systéme favorisant la prise alimentaire et le stockage des calories, orientant ainsi
I’organisme vers la prise de poids et le gain d’adiposité (Bermudez-Silva et al, 2012a;
Jamshidi and Taylor, 2001; Williams and Kirkham, 1999). Administrés au niveau central ou
périphérique, le 2-AG et I’AEA augmentent la prise alimentaire (Jamshidi and Taylor, 2001;
Kirkham et al, 2002; Williams and Kirkham, 1999). Cet effet implique 1’activation du CB;
puisque 1’administration d’un antagoniste sélectif du récepteur CB; inhibe I’effet orexigene de
I’AEA ou du 2-AG (Kirkham et al, 2002; Williams and Kirkham, 1999). Inversement, des
souris déficientes en récepteur CB; (CBj-/-) sont résistantes a la prise de poids induit par la
consommation d’un régime HL (Massa et al, 2010; Ravinet Trillou et al, 2004).

Chez des souris obeses, un traitement pharmacologique par un antagoniste du CB;
(SR141716 ou Rimonabant) entraine une diminution de la prise alimentaire durant la premiere
semaine. Pourtant, la perte de poids se prolonge pendant les 5 semaines suivantes malgré une
normalisation de la prise alimentaire (Jbilo et al, 2005; Ravinet Trillou et al, 2003). Ceci a
suggeré que la perte de poids n’est pas exclusivement consécutive a une diminution de la prise
alimentaire (Matias and Di Marzo, 2007; Pagotto et al, 2006) et I’hypothése d’une
augmentation de la dépense énergétique a été avancée en observant une augmentation de la
consommation basale d’oxygene chez des souris obeses traitées avec le Rimonabant (Liu et
al, 2005). Ces observations suggerent que le systeme eCB est associé a des régulations
métaboliques indépendantes de la prise alimentaire. De maniere intéressante, la présence des
CB; a été décrite sur les adipocytes blancs (Bensaid et al, 2003; Cota et al, 2003) et le
systeme eCB participerait a la différentiation du tissu adipeux, puisque le blocage du CB; in
vitro entraine la transformation de tissu adipeux blanc en un tissu riche en mitochondrie
proche du tissu adipeux brun (Perwitz et al, 2010). Ces résultats sont en accord avec
I’augmentation de la dépense énergétique, de ’oxydation lipidique et de la thermogénese
observée aprés administration d’un antagoniste du récepteur CB; in vivo (Nogueiras et al,
2008; Verty et al, 2009). En parall¢le des effets au niveau de I’adipocyte, 1’activation des CB;
des hépatocytes augmente ’expression des enzymes de la lipogénese, ce qui augmente la

synthese de novo des acides gras, en particulier lors d’exposition au régime riche en gras
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(Osei-Hyiaman et al, 2005). Ce role spécifique du CB; hépatique est illustré par le fait qu’un
antagoniste périphérique du récepteur CB; permet de corriger I’insulino-résistance chez des

animaux obéses qui n’expriment CB; qu’au niveau hépatique (Tam et al, 2010).

Chez I’homme aussi le systeme eCB semble étre particuliérement actif chez les sujets
obéses (Bermudez-Silva et al, 2012b). Les concentrations plasmatiques d’eCB sont plus
élevées chez les sujets obéses (Bliher et al, 2006; C6té et al, 2007; Engeli et al, 2008) et une
perte de poids chez 49 sujets obéses grace a une prise en charge hygiéno-diététique d’une
annee est associée a une diminution significative des concentrations plasmatiques d’AEA
tandis et surtout de 2-AG (Di Marzo et al, 2009). Chez I’homme aussi 1’administration du
Rimonabant permet de diminuer le poids mais aussi d’améliorer les paramétres métaboliques
des patients obéses ou en surpoids (Després et al, 2005; Pi-Sunyer et al, 2006; Scheen et al,
2006; Van Gaal et al, 2005). Malheureusement, le Rimonabant présente d’importants effets
secondaires psychiatriques (dépression, anxiété) qui ont conduit a son retrait du marché en
2008. Il n’en reste pas moins que les études réalisées chez ’Homme sont toutes en faveur
d’une hyperactivité du systtme eCB et que ce Systéme constitue encore une perspective
thérapeutique intéressante. De fait, des études récentes indiquent que I’administration d’un
antagoniste exclusivement périphérique du récepteur CB; a des souris obéses permettait
d’obtenir des bénéfices métaboliques significatifs sans effets secondaires psychiatriques
(Cluny et al, 2011; Tam et al, 2010).

2. Surpoids et obésité et perturbation du systéme endocannabinoide

L’obésité induite par la consommation d’un régime HL entraine des perturbations du
systeme eCB au niveau cérébral. Ainsi I’expression du CB; est affectée par la consommation
d’un régime HL chez les souris (South and Huang, 2008) et cela dépend de la durée
d’exposition au régime et de la région du cerveau. Alors qu'une exposition de 3 semaines
augmente la densité du CB; dans le cortex insulaire, le bulbe olfactif et I’hypothalamus, la
consommation du régime HL durant 20 semaines diminue I’expression du CB; au niveau de
la substance noire et de 1’aire tegmental ventral. Il est a noter que la densité du récepteur CB;
dans I’hippocampe n’est pas affectée par la consommation d’un régime HL quelque soit la
durée d’exposition au régime (South and Huang, 2008). L’augmentation du CB; apres 3
semaines de régime HL et la diminution aprés 20 semaines pourraient résulter d’une

diminution puis d’une augmentation de la libération des eCB. Une autre étude a également
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montré que la consommation chronique d’aliments palatables diminue 1’expression du CB;

dans le cortex, I’hippocampe et le noyau accumbens chez le rat (Harrold et al, 2002).

Cependant d’autres ¢tudes se sont focalisés sur I’hippocampe et ont obtenu des résultats
différents concernant les effets de la consommation d’un régime HL. Ainsi chez le rat, la
consommation d’un régime HL pendant 12 semaines augmente 1’expression du CB; et les
niveaux d’AEA dans I’hippocampe. A noter également une augmentation du ratio des
enzymes de synthése (PLD) et de dégradation (FAAH) de I’AEA suggérant 1a encore une
diminution du turn-over de I’AEA chez les rats soumis sous le régime HL. Les niveaux de 2-
AG et le ratio DAGL/MAGL n’est pas affecté par la consommation de ce régime indiquant
que le métabolisme du 2-AG n’est pas modifié¢ par le régime HL (Rivera et al, 2013). En
accord avec cette étude, Massa et collaborateurs ont démontré que les souris obeéses suite a la
consommation d’un régime HL pendant 12 semaines présentent une augmentation de la
densité du CB; dans le CAl et CA3 (mais pas dans le DG) associés a des niveaux plus
importants d’AEA et de 2-AG (Massa et al, 2010). Contrairement a 1’étude précédente, ces
souris obeses montrent une augmentation d’expression de la protéine DAGLa (enzyme de
synthese du 2-AG) suggérant une augmentation de la production du 2-AG chez ces souris
obéses (Massa et al, 2010).

Il semble donc que les régimes HL puissent modifier le systéme eCB au niveau
hippocampique. 1l reste a identifier en quoi cela pourrait participer aux altérations mnésiques

de ces animaux.

II1. Périodes périnatales et adolescence : Développement et

maturation du cerveau

Toutes les taches effectuées par le systéme nerveux mature en allant de la perception
d’informations sensorielles jusqu’aux fonctions cognitives comme la mémoire et
I’apprentissage, dépendent des interconnexions précises entre de nombreuses neurones. Ces
connexions sont établies depuis le développement embryonnaire et la période postnatale
précoce. Le développement du systeme nerveux dépend de 1’expression des génes particuliers
dans différentes régions spécifiques du cerveau et aux différents moments durant le
développement. Ce pattern spatio-temporel d’expression des genes est régulé par plusieurs

acteurs moléculaires et par des processus épigenétiques. Les facteurs qui régulent la
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différentiation neuronale proviennent a la fois des sources cellulaires de 1’embryon mais aussi
des facteurs environnementaux externes tels que les nutriments, les stimuli sensoriels, et
I’influence sociale. L’interaction entre les facteurs intrinséques et extrinséques est critique

pour le développement normal des réseaux neuronaux de I’individu.

Le cerveau humain subit des changements structuraux et fonctionnels de maniere
remarquable lors du troisieme trimestre de grossesse. Ces changements ont commencé avec la
structure bilobée, puis la structure cérébrale devient plus complexe et ressemble au cerveau
d’un adulte. Une augmentation de la complexité refléte largement la croissance de neurones
corticaux, la différentiation et les connexions synaptiques. En particulier, les cortex visuels et
auditifs commencent a se développer rapidement étant donné qu’ils sont les régions cérébrales
impliquées dans le langage et les fonctions cognitives (Thompson and Nelson, 2001). La
my¢linisation et la formation de synapse commence avant la naissance. L hippocampe qui est
une structure clé pour I’apprentissage et la mémoire de reconnaissance a établi la plupart de
ses connexions avec le cortex entorhinal et a commencé a emettre ses projections vers les
noyaux thalamiques et le cortex frontal. Ces structures sont particulierement vulnérables aux

effets déléteres de la malnutrition dans cette période de vie.

L’environnement postnatal précoce englobe plusieurs éléments essentiels dont beaucoup
d’entre eux sont largement transmis par l’interaction mere-enfant. L’étude de modéles
animaux a démontré que les agents bioactif maternels peuvent étre transférés de la mere vers
son enfant via le placenta et que ces molécules bioactives peuvent affecter le développement
cérébral de I’enfant qui pourrait prédisposer au développement de certaines pathologies a
I’age adulte. Ces éléments sont la base de la théorie des origines développementales de la
sant¢ et des pathologies de Barker qui a postulé que I’environnement précoce de la vie
détermine le fonctionnement cérébral et le développement des pathologies a 1’age adulte a
travers la programmation précoce de la structure et des fonctions du cerveau (Barker, 2004).
Par ailleurs, les conséquences d’adversité précoce sur les fonctions cognitives sont également

confirmées par des études précliniques chez le rongeur (Lucassen et al, 2013).
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1. Concept des origines développementales de la santé

Le concept des origines développementales (Developmental Origins of Health and
Disease) est fondé sur 1’observation que 1’environnement précoce (nutrition maternelle et
méme paternelle, composés chimiques, pollution, drogue, infections, style de vie, ...) a des
effets a long terme sur le phénotype de l'individu. Les études épidémiologiques et
expérimentales montrent I’impact d’un retard de croissance intra-utérin, mais aussi de 1’exces
de poids feetal, sur la susceptibilité a développer plus tard un syndrome métabolique, mais
¢galement d’autres pathologies (maladies mentales, ostéoporose, infertilité...). Les processus
épigénétiques, qui régulent 1’établissement des profils d’expression de génes au cours du
développement, en sont la base moléculaire. Ils incluent notamment la méthylation de I’ADN,
les modifications post-traductionnelles des histones et le remodelage de la chromatine. De par
sa plasticité, I’épigénome intégre 1’impact de 1’environnement et génére des modifications
structurelles et/ou fonctionnelles de tissus au cours du développement induisant, chez 1’adulte,
une variabilité dans la réaction et I’adaptation a de nouveaux stimuli environnementaux et une

susceptibilité/résistance a développer certaines maladies (Chavatte-Palmer et al, 2012).

La programmation nutritionnelle pourrait expliquer la prédisposition de certains
individus a développer certaines maladies non transmissibles a 1’age adulte liée par exemple a
la privation nutritionnelle in utéro ou durant I’enfance. En effet, la nutrition maternelle peut
programmer et modifier les patterns d’expressions de certains genes chez I’embryon qui
persistent a 1’age adulte et pourrait favoriser 1’apparition de I’hypertension, la résistance a
I’insuline, I’hyperlipidémie et 1’obésit¢é abdominale, des caractéristiques du syndrome

métabolique (Symonds et al, 2009).

Le terme ‘plasticité¢ développementale’ qui a été propos€ par certains auteurs est défini
comme |’aptitude d’un génotype unique a produire plusieurs phénotypes différents en réponse

a des changements de circonstance environnementale (McMillen et al, 2008).
2. Surnutrition maternelle et développement du cerveau chez I’enfant

Un exces de consommation par la mere de certains nutriments apparait également
influencer le développement du cerveau chez la descendance. Il existe de preuves que la
consommation de régimes hypercaloriques notamment HL conduit a des déséquilibres
énergétiques et peut favoriser le développement de I’obésité a I’age 1’adulte. En plus des
effets de I’obésité maternelle sur les fonctions métaboliques et le systéme endocrinien chez la

descendance, des études récentes chez 1’animal démontrent que les petits de mére obése
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présentent des anormalités cérébrales. Le régime HL maternel diminue la sensibilité a la
leptine hypothalamique (Férézou-Viala et al, 2007) et augmente I’expression des
neuropeptides impliqués dans la prise alimentaire comme la galanine, ’enképhaline et la
dynorphine dans le PVN chez la descendance (Chang et al, 2008). Les enfants qui sont nées
de mere soumise au régime HL présentent également une augmentation de la prise alimentaire
et le poids corporel plus important au moment du sevrage (Chang et al, 2008). Les
descendants de meres obeses présentent également une hyperlipidémie et une augmentation
d’accumulation de lipide peroxydé¢ dans I’hippocampe associ¢é a une diminution de la
neurogenése hippocampique (formation de nouveaux neurones) durant le développement
postnatal (Tozuka et al, 2009a). Ceci suggére que 1’obésité maternelle perturbe la viabilité des
cellules progénitrices et la production neuronale dans 1’hippocampe chez la descendance en
partie a cause de changements métaboliques et du stress oxydatif (Tozuka et al, 2009a).
Cependant des études supplémentaires sont nécessaires afin de comprendre comment les
substances maternelles via le placenta et le lait peuvent affecter le cerveau chez la

descendance qui est en pleine croissance.

1. Chez ’Homme

L’adolescence (du latin adolescere : grandir) est une période de transition entre
I’enfance et I’dge adulte. Le début de 1’adolescence est marqué par la puberté (Blakemore et
al, 2010) processus neuroendocrinien engagé par le corps, qui se traduit par d’important
changements physiques, comme le développement des gonades et I’apparition des caracteres
sexuels secondaires, et qui conduit a la maturité sexuelle. L’age du début de la puberté varie
selon de nombreux facteurs (par exemple, le génome, le climat et la société) et est en générale
plus précoce chez les filles que chez les garcons. On considere que la puberté débute aux

alentours de 12 ans dans les sociétés occidentales.

Si I’adolescence est associée a la puberté, ces notions qui coincident sur le plan
temporel se référent pourtant a des phénomeénes distincts (Spear, 2000). Ainsi 1’adolescence
ferait plutdt référence aux phénoménes de maturation physiologique, neurobiologique et
comportementale ayant pour but de permettre a 1’individu de développer son indépendance et
son autonomie. Elle débuterait vers 1’age de 10 ans, par une période marquée par 1’apparition

de premiers changements comportementaux typiques de 1’adolescence. En effet, ’adolescence
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est caractérisée par une augmentation des comportements sociaux et de la recherche de
nouveauté et par I’apparition de conduite a risque (Spear, 2000). Au niveau neurobiologique,
on observe la maturation de différentes structures cérébrales (detaillé dans le chapitre
suivant). Ces changements vont s’étendre jusqu’a 1’age d’environ 20 ans (Crews et al, 2007).
L’age de la fin de ’adolescence qui marque la transition vers 1’age adulte reste flou (Figure

13).

nv.ne enfance adolescence jeuneadulte  adulte
Homme g 2 5 10 15 20 25 30
(ans) | I | | I | | |
Rat

0 10 21 30 40 50 60 75

(jours)
peri-adolescence

= =

Figure 13. Différence périodes de vie : comparaison du développement entre Homme et rongeur.
(Modifié d’Andersen, 2003).

2. Chez ’animal

L’adolescence a été longtemps considérée comme une période propre de ’Homme.
Cependant il est maintenant bien admis que I’ensemble des mammiféres présentent un stade
développemental qui s’apparente a 1’adolescence humaine. Cette période concomitante a la
puberté est caractérisée par une croissance de maniére importante associée a plusieurs
changements neurocomportementaux similaires a ceux observés chez I’Homme. Ainsi on
retrouve une augmentation des comportements sociaux, des comportements de prise de risque

et de la recherche de la nouveauté (Spear, 2000).

L’age a laquelle I’adolescence débute et prend fin chez I’animal est compliqué a définir.
Selon le critere pris en compte pour la définir (maturité sexuelle, maturation cérébrale,
comportements spécifiques....) et I’espeéce considérée, les limites de 1’adolescence varient
d’un auteur a ’autre. Ainsi, chez le rongeur, Spear la situe entre les jours post-natals 28 et 42
(P28-42). Andersen la considére comme s’étendant de P30 et P50 et Tirelli la divise en 3
périodes : la pré-puberté allant de P21-34 (P21 étant le sevrage), 1’adolescence de P34-46 et
I’adolescence tardive de P46-59 (Andersen, 2003; Spear, 2000; Tirelli et al, 2003) (Figure
13). En ce qui concerne le début de I’age adulte, il y a cette fois un consensus entre auteurs,

qui la considere en général comme débutant & P60 (McCormick and Mathews, 2007). Il est
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important de noter que les études ciblant la période de 1’adolescence sont peu hombreuses et
la majorité des études chez le rongeur considere les animaux comme adolescents a partir du

sevrage. Nous considérerons donc 1’adolescence du sevrage a I’age adulte soit de P21 a P60.

1. Maturation du cerveau

Chez les mammiféres, le développement du cerveau est loin d’étre terminé a la
naissance de I’individu, sa maturation continue lors de ’enfance et de 1’adolescence. Cette
derniére apparait comme une période prépondérante lors de laquelle la majorité des
transformations cérébrales morphologiques et fonctionnelles ont lieu, en particulier pour
certaines structures. Pendant I’enfance on observe une surproduction neuronale dans le
cerveau, qui se traduit par un nombre important de synapses. Ensuite, les neurones vont
poursuivre le processus d’élimination compétitive, ou ‘pruning’, lors de laquelle les neurones
surnuméraires non intégrés au réseau seront détruits. Cette stratégie développementale de
surproduction et d’élimination permettrait d’assurer la mise en place d’un réseau fonctionnel,
en ¢liminant les neurones et synapses qui n’auraient pas établi de connections appropriées. On
retrouve ces deux étapes dans le systeme nerveux central de 1’ensemble des mammiferes.

Ce phénomeéne de pruning est trés prononcé lors de 1’adolescence et entraine la perte
d’environ 50% des neurones dans certaines régions cérébrales. On peut considérer que cette
étape présente une importante opportunité de plasticité et aiderait au re-cablage du réseau qui
s’apparente ensuite au réseau de connexions final typique du cerveau adulte. Enfin,
I’élimination des synapses inutiles, couteuses en énergie, contribuerait a favoriser une
meilleure efficacité du réseau. Cela se refléte par la diminution de 1’utilisation d’énergie par le
cerveau lors de I’adolescence (Spear, 2000).

En parallele de cette diminution du nombre de neurones, on observe, lors de
I’adolescence, une augmentation de la rapidit¢é du transfert d’informations d’une région
cérebrale a une autre. La connectivite fonctionnelle devient donc plus efficace et plus rapide.
Cela s’explique par une importante myélinisation des axones et une augmentation de leur
diamétre lors de I’adolescence, ce qui permet d’augmenter la vitesse de transmission de
I’influx électrique le long de I’axone. Ainsi, la maturation du cerveau ne s’arréte pas a la
maturation séquentielle de différentes structures, mais permet le développement de réseaux de
structures sous la forme d’ensembles fonctionnels. En effet, ce processus dynamique favorise

la mise en réseau de structures sollicitées pour des fonctions similaires, et réduit la
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connectiviteé fonctionnelle avec les autres structures. Ainsi, la cohésion du réseau contribuerait
a la modification des patterns d’activations cérébraux, avec une augmentation de la spécificité
de certaines régions cérébrales a répondre lors de certaines taches, au cours de 1’adolescence
(Spear, 2000)

Le pruning et la myélinisation permettent de réorganiser le réseau neuronal lors de
I’adolescence afin d’optimiser les comportements nécessaires a 1’entrée dans 1’age adulte. En
effet, en plus de ces modifications, visibles dans I’ensemble du cerveau, 1’adolescence est
caractérisée par des modifications comportementales reflétant d’importants remaniements
cognitifs. Si 1’augmentation des comportements sociaux, la recherche de nouveauté et
I’apparition de conduites a risques sont les plus visibles, I’adolescence se caractérise aussi par
des modifications concernant 1’attention, la gestion des émotions et la prise de décision ainsi
que I’apparition du raisonnement abstrait chez ’Homme. De plus, ¢’est durant cette période
développementale qu’un certain nombre de troubles neuropsychologiques peuvent apparaitre
(anxiété, dépression, schizophrénie, psychoses, addictions, et troubles nerveux du
comportement alimentaire telles la boulimie et I’anorexie).

Plus particulierement, trois structures présentent une forte maturation lors de
I’adolescence. Il s’agit du cortex préfrontal, de 1’hippocampe, et de 1’amygdale (Andersen,
2003). Ces structures sont impliquées dans la cognition et la gestion des émotions, et leur
développement contribuerait a 1’émergence des comportements adultes. Nous allons détailler

de maniere spécifique les changements qui s’y déroulent lors de 1’adolescence.

a. Cortex préfrontal et contréle de cognition

Les changements neurobiologiques que nous venons d’évoquer (pruning et
myélinisation) sont particulierement remarquable au niveau des zones frontales, et
particulierement du cortex préfrontal (CPF). En plus de la diminution du volume de la matiere
grise (i.e. nombre de neurones), et de I’élimination synaptique, les niveaux relatifs des
différents neurotransmetteurs et 1’expression de leurs récepteurs se modifient pendant
I’adolescence correspondant au pattern retrouvé chez les adultes (Cournot et al, 2006).
L importance de la maturation de cette structure est de permettre la mise en place du controle
cognitif, de la régulation de 1’attention, de I’inhibition, du contréle de 1’action, de la flexibilité
comportementale et d’autres réponses cognitive complexes. De plus, a cette période, la
connectivité du CPF est en plein développement, conduisant a la maturation tardive (vers le
début de I’age adulte) du controle ‘top-down’ du CPF vers les autres structures cérébrales. Par

exemple, le nombre de projections du CPF sur la BLA diminue de 50% pendant la fin de
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I’adolescence (P45-90). Ce pruning des synapses du CPF sur la BLA est donc relativement

tardif, et entraine des changements au sein de ces deux structures (Cressman et al, 2010).

b. Hippocampe et mémoire épisodique

Durant les premieres phases du développement de I’individu, le nombre de neurones et
de synapses excitatrices dans I’hippocampe augmentent de maniére importante. Ces synapses
sont remodelées lors de 1’adolescence grace au pruning. Si les différentes parties de la
formation hippocampique sont différenciables des la naissance chez ’Homme, et que les
changements structuraux majeurs ont lieu pendant les premieres années de la vie, notamment
dans le gyrus denté et le cortex entorhinal, I’hippocampe n’est pas totalement mature aussi
précocement. En effet, si le volume de I’hippocampe atteint son apogée a 1’age de 10 ans
(rapporté a la taille du cerveau), la myélinisation de certaines régions et la neurogenese
hippocampique (formation de nouveaux neurones dans le gyrus denté) perdure tout au long de
la vie, méme si ces deux phénomenes s’atténuent progressivement avec 1’age.

Il apparait que le niveau de la neurogenése est plus important en début d’adolescence
(P30) qu’a I’age adulte (P120) dans les deux zones cérébrales ou la neurogenese perdure a
I’age adulte, i.e. le gyrus denté et la zone sous-ventriculaire (He and Crews, 2007). En effet, si
la neurogenese hippocampique se traduit par une augmentation du nombre total de neurones
de 25% pendant les périodes précoces de la vie, englobant 1’adolescence (de P14 a P60 chez
la souris), il apparait qu’a 1’age adulte (aprés P60), le nombre total de neurones reste stable, la
neurogenése adulte permettant alors de compenser la perte de la mort neuronale (Cushman et
al, 2012). Ainsi, une diminution importante de la neurogenese a lieu lors du passage de
I’adolescence a I’age adulte. Enfin, ’adolescence reste une période importante de pruning
dans I’hippocampe, induisant une diminution de 25% des récepteurs NMDA glutamatergiques
dans les cellules pyramidales (entre P28-60).

Au niveau fonctionnel, I’activation de 1’hippocampe par la nouveauté va émerger en
début d’adolescence, autour de P30 chez le rat (Spear, 2000). Chez I’'Homme, la mémoire
épisodique se met en place pendant I’enfance, s’améliore aux alentours de 10 ans, et
continuerait a se développer pendant 1’adolescence. En plus de ces changements au sein de
I’hippocampe, les projections de cette structure sur le CPF se mettent en place a 1’adolescence
(Ghetti and Bunge, 2012).
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c. Amygdale et gestion des émotions

Si l’architecture neuroanatomique de I’amygdale est présente dés la naissance, le
volume de I’amygdale augmente en continu pendant I’enfance et I’adolescence. La
prolifération cellulaire y est trés importante (Saul et al, 2014), ce qui en fait une exception
comparativement aux autres structures cérébrales qui subissent le pruning. Cela pourrait
indiquer que la maturation amygdalienne est plus tardive que celle des autres structures.

Au niveau comportemental, tandis que les adultes discriminent clairement les situations
dangereuses de celles qui ne le sont pas, les adolescents sont moins performants dans ce type
de discrimination. Cependant, les émotions a composante sociales, comme 1’exposition a des
visages apeurés, engendrent une activation exagérée de 1’amygdale chez les adolescents
comparativement aux adultes et aux enfants. Si la réponse de I’amygdale s’atténue avec la
répétition des stimuli, quel que soit 1’age, un plus fort controle par le CPF serait nécessaire
pour atténuer cette réponse émotionnelle chez les adolescents (Malter Cohen et al, 2013).

Ce biais émotionnel de sur-activation de I’amygdale perturbe les capacités cognitives
des adolescents. En effet, si ils sont capables de prendre les mémes décisions rationnelles que

les adultes en conditions neutres, ils sont beaucoup plus affectés en conditions stressantes.

2. Maturation de ’axe corticotrope

Au début de I’adolescence, la sécrétion des GC en réponse a différents stress est
retardée et prolongée comparativement a I’adulte. L’axe HPA continue a étre actif de maniére
prolongée suite a I’exposition a un stress pendant toute 1’adolescence. En effet, une
augmentation des niveaux d’ACTH et de GC, induit par un stress physique ou psychologique
aigu, met deux fois de temps a revenir au niveau basal chez le rat en début d’adolescence
comparativement aux rats adultes. Si les fluctuations de corticostérone plasmatique
deviennent similaires a celles observées chez ’adulte vers P30-40, les fluctuations d’ACTH
en réponse au stress se régularisent plus tardivement vers P50-60 (Foilb et al, 2011). Ceci
suggere que la mise en place d’un rétrocontrdle fonctionnel a lieu lors de ’adolescence. En
effet, avant P30, le rétrocontrdle négatif est immature, comme en témoigne la forte
concentration de corticostérone, plus d’une heure apres un stress aigu chez des rats de P21 et
P25 (Schapiro et al, 1962). Chez la souris, les males présentent une plus forte sécrétion de GC
en réponse a un stress de contention a P30 qu’a P75. De plus, suite a I’injection de
dexamethasone (GC de synthése qui active le rétrocontrole négatif de 1’axe, ce qui freine la

sécretion endogene de GC), les taux de GC induits par un stress sont plus elevés a P28 qu’a
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P81. La sécretion prolongée de GC en réponse a un stress ne dépend ni d’une différence
d’élimination de I’ACTH, ni de la capacité de liaison des GR et MR (McCormick and
Mathews, 2007). En revanche, on sait que suite & un stress aigu, de nombreuses régions
cérébrales s’activent chez I’adulte tandis que chez le jeune cette activité est plus locale et plus
importante dans le PVN de I’hypothalamus, notamment au niveau des neurones responsables
de la sécrétion de CRH. Cela suggére une moindre activation des structures impliquées dans
le rétrocontrdle négatif chez les jeunes rats (McCormick and Mathews, 2007; Romeo, 2010).

Chez le rat adolescent, I’hippocampe n’est pas encore mature, et 1’exposition répétée
aux GC pendant I’adolescence entraine une diminution du volume de cette structure ainsi que
des déficits de mémoire spatiale chez le rat adulte (Lupien et al, 2009). Chez I’'Homme
I’exposition répétée a des stress lors de 1’adolescence n’engendre pas de modifications dans
I’hippocampe, qui serait moins sensible car déja mature. En revanche, le cortex préfrontal,
immature, serait plus vulnérable aux effets de cet environnement stressant. En effet, les GR
sont plus nombreux dans le CPF lors de 1’adolescence que pendant les autres périodes de la
vie, offrant I’opportunité d’une plus forte action des GC sur cette structure. Cela pourrait étre
la cause du plus faible volume de matiére grise (t¢émoignant d’une mort neuronale) observée
dans le CPF suite a une exposition a des conditions stressantes lors de 1’adolescence (Lupien
et al, 2009). Concernant 1’amygdale, son activation est exagérée en réponse a des stimuli
stressants. Si 1’atténuation de sa réponse avec la répétition d’un stimulus sans conséquences
est similaire a celle décrite chez I’adulte, I’extinction de sa réponse lorsque les conséquences
déléteres d’un stimulus sont retirées est moins rapide que chez les adultes. Cela suggere que
I’inhibition par le CPF n’est pas assez fonctionnelle pour atténuer la réponse de peur chez les
adolescents (Malter Cohen et al, 2013).

3. Systeme endocannabinoide et adolescence

a. Changements a I’adolescence

Le systeme eCB subit d’importants changements pendant 1’adolescence différents selon
le sexe et la région du cerveau. Chez le male, dans I’ensemble des structures les taux du 2-AG
sont maximal a P29, diminuent & P38 et augmentent a P50 (Ellgren et al, 2008). Les taux
d’AEA augmente de P29 a P50 dans le CPF alors que dans I’hippocampe, 1’amygdale, et
I’hypothalamus, ils augmentent de P25 a 35, diminuent a P45 et re-augmentent une fois a
I’age adulte (P70). L’activité de FAAH suit le méme pattern que celui de I’AEA (Lee et al,
2013). Chez la femelle, la concentration d’AEA augmente de P46-60 dans le CPF, puis
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diminue de P60-75 alors que la concentration du 2-AG reste stable a travers de la période
d’adolescence (Rubino et al, 2015). L’expression du CB; dans le CPF atteint le pic
d’expression a P25 et diminue progressivement jusqu’a I’age adulte (P70 ;(Heng et al, 2011).

b. Impact d’une exposition aux cannabinoides a /’adolescence

e Chez ’'Homme

L’usage chronique du cannabis avant I’age de 17 ans présente des conséquences plus

séveres sur les fonctions cognitives comparativement a 1’'usage chronique a 1’age adulte. En
effet, I’'usage chronique du cannabis avant 1’dge de 17 ans est associ¢ a des déficits de
mémoire de travail (Becker et al, 2010; Schweinsburg et al, 2008), d’attention (Meier et al,
2012), de fonction exécutive (Fontes et al, 2011) et de mémoire visuo-spatiale (Pope et al,
1997). La magnitude de ces déficits est proportionnelle a la fréquence, la dose et 1’age de
début de I’usage (Meier et al, 2012; Schweinsburg et al, 2008). Des changements d’activité et
de volume de I’hippocampe ont été mis en évidence chez les adolescents consommant du
cannabis comparativement a ceux qui n’en consomment pas et ont €té associés a une
diminution des performances cognitives dépendantes de I’hippocampe méme apres une
période d’abstinence (Ashtari et al, 2011). L’utilisation du cannabis pendant 1’adolescence
présente donc des effets délétéres a long terme sur les fonctions et structures de I’hippocampe.

e Chez I’animal

L’exposition chronique de rats adolescents a des agonistes CB; ( THC et WIN55,212-2)

induit des déficits de mémoire plus marqués que lorsque 1’exposition chronique a lieu a 1’age
adulte (Quinn et al, 2008; Schneider and Koch, 2003). De maniére similaire, des déficits de la
mémoire de travail ont été observés chez les rats adultes ayant été exposés a des agonistes
CB; durant 1’adolescence dans une tiche de labyrinthe radial (Rubino et al, 2009) et de
reconnaissance d’objet (Abush and Akirav, 2012). L’ensemble de ces résultats obtenus chez
I’animal et ’'Homme confirme que 1’adolescence est une période critique et vulnérable aux

effets déléteres de 1’exposition chronique aux cannabinoides sur les processus cognitifs.
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IV. Obésité et mémoire

1. Différents systéemes de mémoire
a. Généralité

La mémoire est un ensemble de processus qui permet d’acquérir, de stocker et de
rappeler des informations, afin de permettre 1’adaptation du comportement futur de 1’individu
en vue de son expérience passe. Apres la perception sensorielle des stimuli, certains éléments
vont étre filtrés pour étre retenus, tandis que d’autre seront oubliés. Si quelques éléments
peuvent étre retenus a tres court terme (quelques minutes) dans ce qu’on appelle la mémoire
de travail et la mémoire a court terme, les informations a retenir plus longtemps vont étre
stockés dans la mémoire a long terme suite a un passage transitoire en mémoire a court-terme.

Le mémoire de travail et la mémoire a court terme permettent le stockage de maniere
transitoire et labile. La mémorisation a long terme peut étre schématisée en 3 étapes
successives qui sont I’encodage, le stockage, et la restitution des informations. L’encodage
permet I’acquisition et le traitement des informations. Ensuite, le stockage de ces informations
se fait lors de la consolidation. Cette phase permet le passage de I’information d’une forme
labile et instable a une forme plus stable. Enfin, le rappel ou la restitution est la phase de
récupération de I’information. Le stockage des informations fait donc appel au phénomene de
consolidation. Le terme ‘consolidation’ est attribué a Muller et Pilzecker, qui ont démontré en
1900 qu’une information récemment acquise était sensible a des distracteurs pendant un délai
de quelques minutes. Ainsi, une information qui vient d’étre encodée doit subir un processus
de consolidation qui lui confére une stabilité initiale. Deux processus de consolidation ont été
proposés (Figure 14). Le premier est accompli dans les premiéres minutes suite a 1’encodage
de P'information et se mettrai en place dans les structures et les circuits neuronaux qui
encodent 1’expérience. Ce phénoméne est communément appelé la consolidation cellulaire
(ou synaptique) (Figure 14A). Ce phénomene de consolidation cellulaire correspond a la
création de nouvelles connexions synaptiques ou a la réorganisation de synapses existantes,
conduisant a des changements morphologiques qui se mettent en place au cours des premieres
heures suite a un apprentissage (Dudai, 2004). Un autre type de consolidation prend des
semaines, des mois voire méme des années pour étre accompli et il est nommé consolidation
systémique. Il apparait donc que ce type du processus de consolidation s’opere sur un délai
bien plus long (Figure 14B). La consolidation systémique implique la réorganisation des

circuits cérébraux qui sont impliqués dans la meémoire a long terme et concerne en particulier
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le désengagement de 1’hippocampe au profit des structures corticales (idée du transfert de la

trace mnésique).
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Figure 14. Décours temporel des processus de la consolidation mnésique. Le décours de la
consolidation cellulaire (A) est déterminé en fonction de la sensibilité de la mémoire a des inhibiteurs
de synthése protéique et celui de la consolidation systémique (B) en fonction de la sensibilité a une
lésion de I’hippocampe. D apres Dudai, 2004.

b. Machinerie cellulaire de la consolidation

Plusieurs études suggerent que 1’hippocampe est activé durant la consolidation de la
mémoire (pour certaines formes ou aspects de la mémoire). Des changements moléculaires et
cellulaires similaires se mettent en place suite a I’induction de la potentialisation a long terme
(LTP) ou suite a un apprentissage suggérant que les mécanismes moléculaires et cellulaires
impliqués dans (LTP) participaient également a la consolidation de la mémoire (Malenka and
Nicoll, 1999). Ainsi I’inhibition de la synthése protéique, qui bloque le maintien de la LTP
(LTP tardive) mais pas son induction (LTP précoce) in vitro (Frey et al, 1988), bloque
également la mémoire a long terme sans affecter la mémoire a court terme. La synthése de
nouvelle protéine serait indispensable a la stabilisation des changements synaptiques
nécessaires a la mémoire a long terme. Corroborant cette hypothése il a été montré que

I’activation ou D’inactivation sélective de certaines kinases ou de certains geénes apres
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I’entrainement régulent la consolidation de la mémoire comme ils participent au maintien de
la LTP hippocampique (Abel et al, 1998; Dudai, 1996) ; (Seidenbecher et al, 1997).

Par exemple on remarque une augmentation de la forme phosphorylée de la protéine
kinase A (PKA) et de celle de CREB (CAMP response element-binding protein) dans
I’hippocampe aprés apprentissage suggérant que I’activation de la voie AMPc-PKA-CREB
participe a la consolidation de la mémoire (Bernabeu et al, 1997; Huang and Kandel, 1995;
Schafe et al, 1999). En effet les inhibiteurs de la PKA ou un antisens de CREB infusés dans
I’hippocampe apres 1’apprentissage perturbent la mémoire a long terme (Colley et al, 1990;
Huang et al, 1992; Jerusalinsky et al, 1994) ; Guzowski and McGaugh, 1997; Tully, 1997).

Néanmoins les structures cérébrales ne joueraient pas toutes le méme role dans la
consolidation de la mémoire. Les inhibiteurs de la Calcium-calmodulin-dependent kinase 11
(CAMKII) perturbent la consolidation de la mémoire lorsqu’ils sont infusés dans 1’amygdale
ou I’hippocampe immédiatement aprés 1’apprentissage (Barros et al, 1999; Malenka and
Nicoll, 1999). Cependant, I’infusion intrahippocampique d’un agoniste de I’AMP cyclique (la
8-Br-AMPc), 3 heures aprés 1’apprentissage atténue les effets amnésiants de 1’inhibiteur de la
CAMKII infusés dans I’amygdale. Au contraire, un tel traitement n’a pas d’effet sur une
amnésie induite par 1’infusion de I’inhibiteur de la CAMKII dans I’hippocampe. Ces résultats
suggéerent que I’amygdale joue un r6le modulateur dans la consolidation de la mémoire alors
que I’hippocampe est au centre du processus de consolidation de la mémoire.

c. Proposition de classification de différents systemes de mémoire

Les premiéres études de neuropsychologie ont permis d’observer que des lésions de
certaines zones du cerveau chez des patients victimes de traumatismes, d’opérations
chirurgicales ou de syndromes Iésionnels entrainaient parfois des troubles comportementaux
bien spécifiques. Le cas le plus connu est celui du patient H.M. opéré par les docteurs Milner
et Scoville au milieu des années 50 (Scoville and Milner, 1957). En enlevant la partie
antérieure du lope temporal médian incluant 1’hippocampe dans les deux hémisphéres du
cerveau pour soigner un syndrome épileptique majeur, ils déclenchérent chez ce patient une
amnésie antérograde drastique. En effet, H.M. présentait une incapacité a former de nouveaux
souvenirs. A partir du jour de I’opération, H.M. n’enregistra plus le moindre fait ou
éveénement, tout en gardant les mémes capacités d’apprentissage concernant par exemple une
tache de dessin en miroir. Et ce méme s’il était incapable de se souvenir qu’il avait déja fait
cet exercice les jours précédents. Autre fait majeur, Milner et Scoville montrerent que si H.M.
ne gardait plus un souvenir de maniére durable, sa capacité a retenir une ou plusieurs

informations pendant quelques instants demeurait intacte. Pour la premiére fois de maniere
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experimentale, des chercheurs distinguerent plusieurs formes de mémoires, possédant des
bases neurobiologiques probablement différentes : mémoires a court terme indépendantes de
I’hippocampe et mémoires a long terme différentes suivant qu’elles dépendent ou non de
I’hippocampe (Milner, 1972).

De nombreuses études chez le singe et le rongeur ont alors permis de mettre en évidence
le role de certaines structures dans 1’encodage ou le rappel de certaines informations. En effet,
il apparait qu’il existe différents systémes de mémoire, en fonction du type d’information a
mémoriser. Or ces différents systemes de mémoire sont intiment liés a la fonctionnalité de
certaines structures. Différentes classifications ont été proposées mettant en relation le type
d’informations mémorisées et les structures nécessaires a leur mémorisation. Nous
présenterons ici le modéle de classification des mémoires a long terme chez I’Homme de

Squire, repris et modifié par Henke (Henke, 2010; Squire and Zola, 1996) (Figure 15).

I Mémoire a long-terme |

Mémoire déclarative Mémoire non-déclarative
explicite implicite
v I ! !
Mémoire Mémoire Apprentissage
épisodique sémantique Non-associatif

L /2 A
Hippocampe Voies
(lobe temporal médian) reflexes

Figure 15. Classification des systemes de mémoire selon Henke. Ce modele propose une
dichotomie entre la mémoire déclarative ou explicite dans laquelle le rappel d’une information se fait
de maniére consciente et verbalisable. Inversement, la mémoire non-déclarative ou implicite,
regroupant les apprentissages et processus cognitifs dont le rappel se fait de maniére non-consciente.
Dans les mémoires explicites, on trouve la mémoire épisodique (autobiographique) ol sont stockés les
souvenirs contextualisés vecus par l'individu (ce que j’ai fait, ou et quand je l’ai fait). La mémoire
épisodique (je me souviens) va permettre l'individu de revenir dans son passé personnel. La mémoire
sémantique faisant partie également de la mémoire explicite se définit comme un souvenir des faits et
des concepts (je sais) et elle est indépendante de [’aspect spatio-temporel du contexte dans lequel elle
a été acquise (Squire and Zola, 1998). Chez I’Homme, ces deux mémoires impliquent ['intégrité du
lobe temporal médian et notamment de [’hippocampe. Modifi¢ de Henke, 2010.



Au contraire, les mémoires implicites sont bien conservées chez les patients atteints
d’amnésie déclarative, suite a des lésions du lobe temporal médian (Henke, 2010). On y
regroupe différents processus mnésiques :

- la mémoire procédurale (apprentissage de nouvelles aptitudes comme dessiner en
miroir) impliguant majoritairement les ganglions de la base (striatum).

- le processus d’amorcage, lors duquel un indice (premicre lettre du mot) va permettre
de rappeler les informations correspondantes. Ce processus dépend du néocortex.

- le conditionnement classique grace auquel 1’association entre un stimulus neutre et un
renforcement positif ou négatif va permettre 1’attribution d’une valeur prédictive au stimulus.
Il implique en particulier I’amygdale pour sa composante émotionnelle.

- les apprentissages non-associatifs (sensibilisation) sous tendus par les voies réflexes.

2, Systéme hippocampique
a. Cytoarchitecture de I’hippocampe et connexions

Les études d’amnésie chez I’Homme ainsi que les études chez I’animal ont permis
d’identifier différentes subdivisions anatomiques de 1’hippocampe. L hippocampe fait partie
du lope temporal médian qui est crucial dans la mémoire épisodique et la navigation spatiale
(Morris et al, 1982; Scoville and Milner, 1957; Squire, 1992). Cette structure sous corticale
du systeme limbique a une position tridimensionnelle complexe (Figure 16). L’hippocampe
est composé du gyrus denté (DG), et de la corne d’Ammon (constitué¢ de sous-unités CAL,
CA2 et CA3). La formation hippocampique comprend les structures parahippocampiques
permettant 1’entrée (cortex entorhinal) et la sortie (subiculum) des informations.

Il existe deux types cellulaires glutamatergiques principaux au sein de la formation
hippocampique : les cellules granulaires du DG et les cellules pyramidales des champs
ammoniques. Les corps des cellules granulaires se situent dans la couche stratum granulosum
du DG. Les projections axonales de ces neurones vers 1’aire CA3 constituent les fibres
moussues. Les corps cellulaires des neurones pyramidaux se trouvent dans la couche stratum
pyramidal. Pour équilibrer la neurotransmission glutamatergique excitatrice, 1’hippocampe
présente également un nombre important d’interneurones inhibiteurs GABAergiques.

o Afférences

Les principales afférences proviennent du cortex entorhinal qui émet des projections
vers le DG mais aussi le CA1 et le CA3. Par ces voies I’hippocampe regoit la majeure partie
des informations en provenance des aires sensorielles. La projection du cortex entorhinal vers

le DG est nommée la voie perforante. C’est la seule entrée corticale au niveau du DG. En
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revanche, le DG recoit des projections en provenance de régions sous-corticales telles que le
septum ou I’hypothalamus et de régions du tronc cérébral, en particulier le locus coeruleus et
les noyaux du raphé. En plus des afférences du cortex entorhinal, le CA3 et surtout le CAl
recoivent aussi des projections des noyaux amygdaliens et du septum (Pitkanen et al, 2000).
o Efférences

La principale voie efférente est formé par le fornix qui est constitué du prolongement
des axones des cellules pyramidales hippocampiques. Le fornix permet donc un transit des
informations de I’hippocampe vers d’autres régions du cerveau comme le septum et
I’hypothalamus. L’autre voie de sortie importante de 1’hippocampe passe par le subiculum.
Celui-ci recoit des projections en provenance du CAL et projette a son tour vers le cortex
entorhinal. Ce dernier va a son tour émettre des projections vers différentes aires associatives
du néocortex telles que le cortex préfrontal ou le cortex orbitofrontal. En paralléle de ces deux
principales voies, le CA1 de I’hippocampe projette également vers les noyaux de I’amygdale,
les cortex entorhinal, périrhinal et postrhinal et d’autres régions corticales.

e Connexions intrinséques

L’hippocampe posséde des connexions intrinséques reliant ’ensemble de ses régions
appelé circuit trisynaptique (Figure 16). Les connexions synaptiques entre la voie perforante
du cortex entorhinal et les cellules granulaires du DG font un point de départ du circuit.
Ensuite, les cellules granulaires du DG donnent naissance aux fibres moussues qui innervent a
leur tour les cellules du CA3. Les cellules pyramidales du CA3 émettent a leur tour des
projections vers les cellules de CA1 nommeées collatérales de Shaffer, mais également des
collatérales récurrentes, composées par les prolongements axoniques dans I’aire CA3,
projetant sur d’autres cellules de cette aire. Enfin, les cellules du CAl projettent vers le
subiculum.

Dans ce circuit, les principales voies hippocampiques (la voie perforante, les fibres
moussues et les collatérales de Schaffer) sont unidirectionnelles. Ce circuit trisynaptique ainsi
que I’activité récurrente au sein du CA3 jouent un role central dans les modéles théoriques

proposés pour 1’hippocampe.
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Axe longitudinal

Ventral

Figure 16. Représentation schématique de I’hippocampe. Localisation de [’hippocampe dans le
cerveau entier du rongeur en fonction de l’axe longitudinal (a gauche) (adapté de Strange et al.,
2014). Connexions intrahippocampiques du circuit trisynaptique en coupe frontal de [’hippocampe (a
droite). CEL/CEM : cortex entorhinal latéral/médian, VP : voie perforante, FM : fibres moussues,
CS : collaterales de Schaffer, Sb : subiculum.

Par ailleurs I’hippocampe est différenci¢ en partie dorsale (postérieure chez I’Homme)
et ventrale (antérieure chez I’Homme) le long d’un axe longitudinal avec une anatomie et des
fonctions distinctes (Pitkdnen et al, 2000; Strange et al, 2014). L hippocampe dorsal est
impliqué dans la mémoire et la navigation spatiale alors que 1’hippocampe ventral
participerait plutdét aux comportements de type anxieux (Strange et al, 2014). Selon I’axe
dorso-ventral, I’hippocampe a différentes connectivités avec les régions corticales et sous-

corticales qui contribueraient donc aux différentes fonctions des parties dorsale et ventrale.

b. Hippocampe et mémoire
e Mémoire dite de type épisodique chez I’animal
La mémoire déclarative a été longtemps considéré comme le propre de I’Homme,
capable de verbaliser les expériences vécues et notamment « ce que j’ai fait, ou et quand je
I’ai fait » (what, where, when). Si I’existence de la verbalisation et la conscience de soi fait
encore débat chez 1’animal, quelques études ont proposé 1’existence de mémoire dite ‘de type
épisodique’ (episodic-like memory) chez ’animal. Clayton et Dickinson en 1998 furent les
premiers a démontrer une mémoire de type €pisodique chez 1’animal, le geai. Des vers
(nourriture préférée mais périssable) et des cacahuétes (non-périssable) ont été cachés dans
des sites distinctes. Quand on permet au geai d’accéder a ces caches aprés un délai court il
choisit les caches contenant les vers alors qu’apres un intervalle plus long il choisit les caches

contenant les cacahuétes puisque les vers ne sont plus comestibles. Ceci démontre une
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mémoire de type épisodique avec les composantes élementaire (« what » :vers vs cacahuetes),
spatiale( « where » : emplacements distinctes des caches) et temporelle (« when » : délai
court ou long aprées la cache) (Clayton and Dickinson, 1998). Depuis, d’autres études ont
démontré également 1’existence de mémoire de type épisodique chez les rongeurs (Dere et al,
2005; Eacott and Norman, 2004).

e Mémoire de reconnaissance : familiarité et « recollection »

La mémoire de reconnaissance (des gens, des objets, ...) refléte un sous-type de
mémoire de type épisodique. Il est généralement accepté qu’il existe deux formes de mémoire
de reconnaissance durant un test du rappel d’information : la familiarité et la « recollection ».
La familiarité est un sentiment immédiat d’un événement, d’un individu ou d’un objet qu’on a
auparavant rencontré. Cette expérience se référe au ‘savoir’ qui n’implique pas de rappel
conscient des détails d’expérience vécu. Par exemple, * je sais que j’ai déja vu cette personne
avant ; mais je ne me souviens ni ou ni quand’. D’un autre coté, la « recollection » ou ‘se
souvenir’ implique un rappel conscient de détails contextuels d’un événement ou d’expérience
antérieur, qui est I’information spécifique du lieu ou du moment ou I’expérience a eu lieu
(Eichenbaum et al, 2007). Par exemple, ‘je me souviens de vous. On s’est rencontré a la
conférence NeuroMemo de Grasse il y a 3 ans et vous m’aviez posé¢ des questions sur le
conditionnement olfactif conditionné’.

Les deux composantes de la mémoire de reconnaissance, la familiarité et la
« recollection », fonctionneraient séparément (Curran et al, 2006; Yonelinas et al, 2005). Les
patients amnésiques montrent des perturbations de la «recollection » mais pas de la
familiarité. Par ailleurs, les études d’imagerie fonctionnelle indiquent que ces deux processus
sont associés a des régions spécifiques ce qui suggerent que la familiarité et la « recollection »
utilisent des substrats différents ’'une de 1’autre. Cependant, certaines €tudes proposent que la
mémoire de reconnaissance serait un processus unique, représenté par une échelle allant de
faible a fort (familiarité a « recollection ») et impliquant les mémes structure.

Le lobe temporal médian est organisé de facon a stocker la mémoire. Plusieurs régions
du cerveau ont été identifiées comme les structures critiques dans les processus de la mémoire
de reconnaissance. Le cortex périrhinal, le cortex parahippocampique et le cortex entorhinal
sont des structures identifiés comme des composants d’informations de ‘quoi’ (what) et ‘ou’
(where). Ces informations convergent dans 1’hippocampe qui est un site d’association des
informations ‘quoi’ et ‘ou’. Cependant, depuis quelques années, I’implication de

I’hippocampe dans un encodage d’information de ‘quoi’ est débattue.
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v Des données des enregistrements neuronaux chez [’animal

Lors d’une tache de mémoire de reconnaissance chez le singes, certains neurones du
lobe temporal médian s’activent moins a la présentation d’un stimulus visuel déja rencontré
auparavant (Brown and Xiang, 1998; Eichenbaum, 2000; Eichenbaum et al, 1996). La
réduction de la réponse neuronale pourrait impliquer la familiarit¢ de ce stimulus. Des
réductions de réponse neuronale ont été observées dans le cortex périrhinal (réduction de
25%) mais pas dans 1’hippocampe (réduction de 1%) (Riches et al, 1991; Rolls et al, 1989;
Sobotka and Ringo, 1993; Xiang and Brown, 1998). Les neurones de 1’hippocampe encodent
I’information de la familiarité¢ d’un stimulus visuel pour une position spatiale particuliére chez
le singe et le rat (Eichenbaum, 2000; Rolls et al, 1989). Ceci suggére que I’hippocampe a un
role important dans la mémoire de reconnaissance lorsque la tache implique des informations
spatiales ou contextuelles. Inversement, les neurones du cortex périrhinal semblent étre moins
impliqués dans I’encodage d’information spatiale. Enfin, le cortex entorhinal pourrait jouer un
role opérationnel entre le cortex périrhinal et I’hippocampe puisque les neurones de ce cortex
encodent a la fois I’information spatiale et celle de la familiarité (Quirk et al, 1992).

Donc, suggerent que le cortex périrhinal est impliqué dans la discrimination de la
familiarité alors que I’hippocampe participe a la mémoire de reconnaissance lorsqu’elle

implique I’information spatiale ou d’autres informations associatives.

V' Des données d’imagerie des génes précoces
La protéine issue du géne d’expression précoce c-fos est généralement exprimée quand
les neurones sont activés. Dans ce contexte, la protéine Fos peut étre visualisée et utilisée pour
déterminer la distribution anatomique des réponses neuronales a la présentation d’un stimulus
nouveau ou d’un stimulus familier. Lorsque les rats voient de nouveaux stimuli visuels,
I’expression de c-Fos est augmentée dans le cortex périrhinal (Wan et al, 2004; Zhu et al,
1997) et le blocage de I’expression de c-fos dans ce cortex perturbe de la mémoire de
reconnaissance d’objet a long-terme (Seoane et al, 2012). Néanmoins, 1’exposition a un
nombre plus importants de nouveaux objets augmente 1’expression de c-Fos dans le cortex
périrhinal mais également dans le CA1 et le CA3 de I’hippocampe (Albasser et al, 2010).
e Mémoire de reconnaissance d’objet (MRO)
v Des procédures et la quantification comportementale
La tache de reconnaissance d’objet est un test trés populaire pour investiguer une
capacité du rongeur a reconnaitre un stimulus présenté auparavant (Ennaceur and Delacour,

1988). Cette tache non-spatiale présente 1’avantage d’étre non aversive et de ne pas nécessité
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de récompense alimentaire. Méme si de nombreuses procédures différentes sont utilisés
(différents types d’arénes, d’objets ...) la tAche est toujours composée de deux sessions : Une
session d’acquisition ou le rongeur explore deux objets identiques (Figure 17). Aprés un
certains délai, I’animal retourne dans la méme aréne qui contient une copie exacte de 1’objet
présenté durant la session d’acquisition et un nouvel objet. La reconnaissance est alors basée
sur la préférence spontanée des rongeurs a explorer plus 1’objet nouveau par rapport a 1’objet
familier (Aggleton et al, 2010; Broadbent et al, 2010). De manié¢re intéressante, 1’’éveil
émotionnel durant la session d’acquisition peut étre modulé en habituant I’animal a I’aréne en

absence d’objet avant d’effectuer la session d’acquisition (Okuda et al, 2004).

Test de reconnaissance d’objet

Session d’acquisition Session du test

Figure 17. La représentation schématique du déroulement de la tiche de reconnaissance d’objet.

v’ Réle de I’hippocampe dans la MRO chez le rongeur

Une méta-analyse récente indique que seulement 30% des études montrent un effet de la
Iésion de I’hippocampe sur la MRO (Cohen and Stackman, 2015). Il semble que la taille de la
Iésion de I’hippocampe puisse expliquer une partie de résultats. Une autre possibilité repose
sur la possibilité de réorganisation du circuit impliqgué dans la MRO apres lésion de
I’hippocampe. En effet, contrairement aux études lésionnelles, les approches d’inactivation
transitoire suggere que 1’hippocampe est important pour la MRO. L’inactivation transitoire de
I’hippocampe chez la souris avant la session d’acquisition perturbe la MRO quand la session
de rétention est effectuée 24 heures mais pas 5 min apres la session d’acquisition (Hammond
et al, 2004). Ces résultats suggerent que 1’inactivation temporaire de 1’hippocampe perturbe la

consolidation de MRO. Récemment le role essentiel de ’hippocampe dans 1’acquisition, la
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consolidation et le rappel de la MRO a été montré chez la souris apres micro-infusion du
muscimol dans la région du CA1 de I’hippocampe dorsal juste avant, juste aprés la session
d’acquisition ou juste avant le test de rappel (Cohen et al, 2013). D’autres études ont
¢galement montré chez le rat que I’inactivation de I’hippocampe dorsal induisait un déficit de

consolidation de la MRO (de Lima et al, 2006; Rossato et al, 2007).

3. Systeme amygdalien
a. Cytoarchitecture de I’amygdale et connextions
L’amygdale est une structure profonde qui a une forme d’amande. Comme
I’hippocampe, I’amygdale fait partie du lobe temporal médian. Elle se situe a I’extrémité
temporale de la corne des ventricules latéraux, juste en avant de I’hippocampe. L’amygdale
possede plusieurs noyaux hétérogénes et ces noyaux sont distingués sur la base de critéres
cytoarchitectoniques, histochimiques et de leur connectivités (Sah et al, 2003). lls sont
collectivement appelés complexe amygdalien. Les noyaux amygdaliens sont généralement
divisés en trois groupes. Le premier est le groupe du complexe basolatéral composé de noyau
latéral, basal et basal accessoire (BLA). Le second est le groupe du noyau centro-médian qui
est composé de noyau central et noyau médian. Et le dernier groupe est composé du noyau
cortical (Sah et al, 2003). Plusieurs fonctions ont été attribuées au complexe amygdalien
incluant en particulier les processus émotionnels et la mémoire.
e Connexions intrinséques
Les connexions intra-amygdaliennes sont organisées de maniere hiérarchique avec une
convergence des projections sur le noyau central. Ce type d’organisation permet aux
informations sensorielles principalement recues par le noyau latéral d’étre transmises a
I’ensemble des noyaux amygdaliens jusqu’au noyau de sortie de I’information, le noyau
central (Pitkanen et al, 1997). Ces informations peuvent étre transmises du noyau latéral
directement au noyau central ou via le BLA, ce qui permet de générer des réponses
émotionnelles appropriées au regard de I’ensemble des informations.
e Connexions efférentes et afférentes
Le BLA émet des projections glutamatergiques vers les zones corticales sensorielles, le
noyau accumbens et vers le lobe temporal médian notamment 1’hippocampe (Petrovich et al,
2001) ; McDonald, 1991). Le noyau central engendre une réponse émotionnelle adapté
(immobilisation ou fuite, ...) en stimulant les neurones dans le tronc cérébral ou en activant

les noyaux hypothalamiques et le noyau du lit de la strie terminale (BNST).
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Les afférences corticales et thalamiques, principalement glutamatergiques, fournissent

les informations sensorielles. L.’amygdale recoit également des afférences hypothalamiques et

du tronc cérébral (Amaral and Insausti, 1992).

Sensory thalamus and cortex
(aud, vis, somato, gust, olf)

Sensory brainstem

(taste, pain, viscera)
Hippocampus and
entorhinal cortex
\/
Prefrontal cortex
(medial)
Current Biology

Modulatory systems
Prefrontal cortex (NE, DA, ACh, 5HT)
(regulation) (arousal)

Periaqueducal gray
(freazing)

Hypothalamus
(symp ns, hormones)

Dorsal Mot N. Vagus

Ventral striatumn
(inst actions)

Figure 18. Représentation schématique des afférences et des efférences de I’amygdale. La : noyau
latéral, B : noyau basal, Ce: noyau central, itc: cellules intercalées, M : noyau médian, NE :
norépinéphrine, DA : dopamine, ACh : acéthylcholine, 5HT : sérotonine. Modifié de Le Doux, 2007.

2

Current Biology

e Morphologie du complexe basolatéral

Deux types principaux des neurones dans le BLA ont été décrits. 70% des neurones sont
glutamatergiques et ont été décrits comme pyramidaux ou épineux. Leur soma fait environ
15-20 um et ils n’ont pas vraiment une orientation rigide en forme de pyramide. Beaucoup de
ces neurones ont trois a sept dendrites qui émanent du soma. Les dendrites secondaires et
tertiaires sont épineuses. L’une des dendrites est plus large que les autres et correspond a la
dendrite apicale décrite au niveau cortical (Faber et al, 2001). Certains neurones apparaissent
avoir deux dendrites apicales principales et ressemblent aux neurones stellaires du cortex
(McDonald, 1992). Les arbres apicaux dendritiques des neurones du BLA ne sont pas alignés
comme les neurones pyramidaux de I’hippocampe mais organisés de maniére aléatoire (Faber

et al, 2001; Paré et al, 1995).
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Le second groupe des neurones trouves dans le BLA a le soma légérement plus petit
(10-15 pm) et ressemble a des cellules stellaires non-épineuses du cortex. Ces neurones sont
nommeés ‘S’ pour spiny ou stellaires. Ces neurones possédent deux a six dendrites primaires et
sont dépourvus d’épines. Ces neurones sont GABAergiques et font partie des interneurons du
circuit local (McDonald and Augustine, 1993). Certains de ces neurones connectent les
segments initiaux des cellules pyramidales afin de permettre un controle inhibiteur contre
I’excitation de ces neurones (Carlsen, 1988; Lang and Paré, 1998). La moitié de ces cellules
expriment la parvalbumine et 1’autre moitié exprime la calbidine et/ou la calrétinine

(Kemppainen and Pitkanen, 2000).

b. Amygdale et mémoire
e Mémoire du conditionnement associatif chez 1’animal

La découverte du conditionnement associatif revient au scientifique russe Pavlov a la fin
du XIXe (ses écrits n’ayant été¢ publiés en anglais qu’en 1927). Au cours d’expériences
chimiques sur la salive de ses chiens, il a remarqué que ceux-ci salivaient avant méme de
recevoir leur nourriture. Au fur et a mesure il a compris qu’il était possible de provoquer chez
eux un réflexe ‘conditionnel’ en présentant chaque fois un son de clochette suivie d’une
boulette de viande. Aprés plusicurs essais les animaux n’avaient plus besoin de la boulette de
viande pour saliver, le son suffisant apparemment a évoquer la viande.

Les premiéres études ont permis de déterminer que ces conditionnements impliquent
des mécanismes associatifs entre deux stimuli. Un premier stimulus initialement neutre, c'est a
dire n’entrainant aucune réponse chez 1’individu, est associé¢ a un stimulus inconditionnel (SI)
qui lui provoque une réponse inconditionnelle (RI). Le stimulus neutre se transforme alors en
stimulus conditionnel (SC) et induit, lorsqu’il est présenté seul, une réponse conditionnelle
(RC). Dans I’expérience de Pavlov, le son représentait le stimulus neutre devenu conditionnel,
la boulette de viande le Sl et la salivation la Rl devenue RC. L’apparition de cette RC repose
sur trois processus principaux qui se succeédent dans le temps : ’acquisition, la consolidation
et le rappel du conditionnement.

v Mémoire associative aversive

Les paradigmes d’aversion alimentaire sont souvent utilisés dans le conditionnement
aversif. Ces paradigmes sont basés sur 1’association d’une nouvelle odeur (banane ou amande
par exemple) ou d’un nouveau goiit (saccharine ou sucrose) dilué¢ dans 1’eau (alors stimulus
neutre) avec un malaise gastrique (RI), induit par une injection d’un agent émétique le

chlorure de lithium (LiCl, SI) (Figure 19). L’avantage de ces paradigmes est qu’ils sont appris
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apres une seule association odeur-malaise ou godt-malaise. La rétention des aversions est
mesurée par la présentation de novo de I’odeur ou du gofit a ’animal. L’animal ayant appris
cette association diminuera sa consommation d’eau odorisée ou d’eau sucrée.

L’aversion olfactive conditionnée (AOC) nécessite le BLA (Desgranges et al, 2008;
Sevelinges et al, 2009) alors que I’aversion gustative conditionnée (AGC) repose
essentiellement sur 1’intégrité du cortex insulaire (Bermddez-Rattoni, 2004). L’inhibition de
la synthese protéique dans le BLA juste avant ’acquisition perturbe la rétention a long terme
de la mémoire de I’AOC en laissant la rétention a court terme intacte. Ces résultats suggerent
que la synthése de nouvelles protéines est nécessaire a la consolidation de I’AOC (Desgranges
et al, 2008). De maniére intéressante, 1’infusion de corticostérone, directement dans le cortex
insulaire ou dans le BLA juste aprés 1’acquisition de la tiche du conditionnement gustatif
aversive augmentent la rétention de I’AGC indiquant que les glucocorticoides modulent la
consolidation de la mémoire gustative aversive via leur actions dans le cortex insulaire et le
BLA (Miranda et al, 2008).

Conditionnement Test de rétention
Odeur ou godt
SC
! SN
Délai

+ ek =Tooeesew - 1

A

LiCl Malaise visceral RC
Sl RI

Figure 19. Représentation schématique d’un paradigme du conditionnement aversive.

Un malaise gastrique (RI) induit par une injection de LiCl (SI) est associée avec une nouvelle odeur
ou un nouveau godt (stimulus neutre, SN). Apres un certain laps de temps, la présentation de [’odeur
ou du gout (SC) induit un comportement d’évitement de la consommation de [’eau odorisée/sucrée

(RC).
v/ Mémoire associative appétitive
I existe un autre paradigme de conditionnement alimentaire basé cette fois sur I’aspect
appétitif d’un SI: la préférence olfactive conditionnée (POC). La POC repose sur
I’association d’une odeur neutre (banane par exemple) a un gott sucré (sucrose, SI) (Figure
20). Apres plusieurs présentations simultanées de 1’eau odorisée et sucré (banane sucrée), lors

d’un test de choix entre 2 boissons odorisées (mais non sucrées), le sujet préfere 1’eau odorisé
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préalablement associée au sucre (banane) par rapport a une eau odorisée qui n’a jamais été
associée au sucre (amande par exemple ; pour revue voir : Myers and Sclafani, 2006).

Des lésions de 1’amygdale comprenant le BLA et le noyau central empéchent la POC
(Gilbert et al, 2003; Sakai and Yamamoto, 2001; Touzani and Sclafani, 2005). Cependant une
Iésion restreinte au BLA atténue légerement la POC (Touzani and Sclafani, 2005) suggérant
un rdle prépondérant du BLA dans I’AOC moins moindre dans la POC (et I’AGC).

Conditionnement Test de préférence
Odeur 1 {SC) + sucrose |SI) Odeur 2 (SN) Odeur 1 (SC) Odeur 2 (SN)
i Délai B Délai - .
Répété X fois

Figure 20. Représentation schématique d’un paradigme de la préférence olfactive conditionnée.

Le stress chronique ou les expériences traumatiques sévéres ont un impact négatif sur
les fonctions cognitives et conduisent souvent au développement de psychopathologies (de
Kloet et al, 2005; de Quervain et al, 2009). L’effet du stress sur les fonctions cognitives est
largement dépendant des caractéristiques du stress comme de son intensité, sa durée, sa
chronicité, sa prédictibilité (Lupien et al, 2007). Chez I’'Homme comme chez 1’animal, et
suivant la loi de Yerkes et Dodson 1’impact de I’intensité du stress sur la mémoire suit une
courbe en U inversé avec la performance maximum lorsque le stress est modéré.

Les expériences avec une charge émotionnelle importante sont généralement mieux
retenues (Christianson, 1992 ; McGaugh, 2004). Les hormones surrénaliennes du stress,
I’adrénaline et le cortisol libérées lors d’un éveil émotionnel apparaissent jouer un réle
important dans le renforcement de I’apprentissage ou de la consolidation de la mémoire. Le
role perturbateur des GC sur le rappel a par ailleurs été clairement démontré mais nous

détaillerons seulement les effets des GC sur la consolidation dans la partie suivante.

1. Stress et glucocorticoides et mémoire chez ’'Homme
Les taux du cortisol sécrétés suite a une exposition a un stress et la consolidation des

mémoires déclaratives suit une courbe en cloche avec un pic de performance mnésique au
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point intermédiaire des taux du cortisol (Andreano and Cahill, 2006). Les sujets agés
présentent des taux plus élevés de GC que les sujets jeunes et de moindres performances de
mémoire. La diminution des taux des GC endogenes suite a un traitement avec la métyparone
(qui blogue la synthése de GC) améliore la mémoire déclarative des personnes agées mais
perturbe celle des jeunes indiquant que les effets des GC sur la mémoire dépendante de
I’hippocampe suivent une courbe en U inversée (Lupien et al, 2002, 2002). Par ailleurs
I’administration répétée de prenisone (80 mg p.o.jour pendant 5 jours) perturbe les
performances mnésiques d’adultes en bonne santé (Wolkowitz et al, 1990) alors que des
fortes doses d’hydrocortisone (40 mg) sont capable d’augmenter les performances des sujets
(Beckwith et al, 1986). Ces études suggerent que les GC moduleraient les mémoires

dépendantes de I’hippocampe suivant une courbe en U inversée.

2. Effets des glucocorticoides sur la mémoire chez ’animal
Plusieurs études ont également caractérisé la relation non-linéaire entre I’intensité du
stress et la performance mnésique chez les rongeurs. Par exemple, la variation de la
température de 1’eau dans une tache de labyrinthe radiale démontre les effets en cloche du
stress sur la performance des rats (Salehi et al, 2010). De maniere similaire, I’administration
systémique de corticostérone aprés I’apprentissage module la mémoire de reconnaissance

d’objet a long terme avec un effet en U inversé (Okuda et al, 2004).

a. Hippocampe une cible potentiel des GC

Il a été montré que I’activation des MR dans 1’hippocampe est importante pour la
réactivité comportementale en réponse a des stimuli environnementaux affectant 1’attention et
la vigilance alors que [Pactivation des GR de I’hippocampe est importante dans la
consolidation de la mémoire a long terme (Oitzl and de Kloet, 1992; Roozendaal and
McGaugh, 1997a). Le ratio d’occupation du MR/GR est déterminant dans la modulation des
changements mnésiques induits par les GC. Il a été montré que la performance mnésique est
augmentée lorsque la plupart des MR sont occupés et les GR sont partialement occupés.
Cependant, quand les taux des GC sont diminués ou augmentés de maniere extréme, une
perturbation de la mémoire est observée (Figure 21). Donc, la encore les effets des GC sur la

performance mnésique suivent une courbe en U inversée.

79



A 50% des GR
occupés

MR saturé J

N
GR saturé

4

MR GR

Performance mnésique

Taux circulants des GC
Figure 21. Association entre les taux des GC circulants et la performance mnésique. Les effets
des GC sur la performance mnésique suivent une courbe en U inversée. La performance mnésique est
augmentée lorsque la plupart des MR de [’hippocampe sont occupés et les GR sont partialement
occupés. Cependant, quand les taux des GC sont diminués ou augmentés de maniere extréme, une
perturbation de la mémoire est observée. Modifié de de Kloet, 1999.

Par ailleurs, plusieurs études ont investigué le role des GR et MR dans la transmission
synaptiques et la LTP dans I’hippocampe. Il apparait que 1’activation des MR est associée a
une augmentation de la LTP alors que la saturation des GR suite a de fortes doses de GC ou la

surrénalectomie atténue la LTP (McEwen and Sapolsky, 1995; (Dubrovsky et al, 1987).

b. Amygdale, I’une des cibles des GC
L’encodage des expériences est plus efficace quand une composante émotionnelle est
présente et ceci ferait appel a I'intégrité de ’amygdale capable de percevoir et d’intégrer les
émotions (la peur en particulier) (Cahill et al, 1999) ; McGaugh, 2004). Une augmentation des
taux de GC au moment de I’apprentissage favorise la rétention et cette facilitation induite par
les GC est bloquée par des lésions du BLA (Roozendaal and McGaugh, 1997b). L’infusion
des GC ou des agonistes spécifiques des GR directement dans le BLA réplique 1’action

périphérique des GC sur la consolidation de la mémoire (Roozendaal and McGaugh, 1997a).
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Les effets mnésiques des GC sont dépendants des interactions avec la norépinéphrine
dans le BLA (Quirarte et al, 1997). De telles interactions seraient favorisés par 1’excitation
émotionnelle dans le BLA et pourraient expliquer pourquoi les GC facilitent sélectivement la
consolidation d’informations présentant un éveil émotionnel mais pas pour des informations

non-émotionnelles (Buchanan and Lovallo, 2001) (Figure 22).
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Figure 22. Représentation schématique des interactions des GC avec le systéme noradrénergique
dans le BLA lors de la consolidation de la mémoire. Les hormones de stress sont libérées lors de
tAches présentant un éveil émotionnel. L ’épinéphrine qui ne passe pas la barriere hémato
encéphalique (BHE) induit la libération de la norépinéphrine (NE) dans le BLA en activant les
afférences vagales dans le noyau du tractus solitaire (NTS). Les neurones adrénergiques du NTS
projettent directement, et indirectement via le locus coeruleus (LC), sur le BLA. La NE se fixe sur les
récepteurs f3 et ol-adrénocepteur au niveau des sites post-synaptiques et induit la formation de
[’AMPc. Les GC passent facilement la BHE et se fixe sur les GR des neurones noradrénergiques du
NTS pour augmenter la libération de NE dans le BLA. Les GC se fixent aussi sur les GR des neurones
post-synaptiques du BLA afin de faciliter la cascade de signalisation de la NE. Modifiée de
Roozendaal et al., 2000.

c. Mécanismes par lesquels les GR affectent la consolidation de la mémoire
Une série d’études menée sur la mémoire de peur chez la souris a montré que la
modulation de la consolidation par les GR implique I’induction de la phosphorylation de la
prot¢ine MAPK kinase, via 1’activation de TrkB (récepteur du BDNF), qui régule ensuite
I’expression de la protéine Egr-1 et la phosphorylation de la synapsine la/lb dans
I’hippocampe (Revest et al, 2005, 2010).
Par ailleurs lors de la consolidation de I’évitement passif, les GR contrdlent

I’augmentation de la phosphorylation de CREB, de CAMKIla et de la synapsine I,
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I’expression du géne Arc, et au final 1’augmentation de I’expression de la sous-unité GIuAl
du récepteur AMPA dans I’hippocampe (Chen et al, 2012). Tous ces changements rapides,
sauf I’induction du géne Arc, résultent d’une action non-génomique des GR. L’inhibition du
GR dans I’hippocampe permet en particulier une diminution de la phosphorylation de TrkB
confirmant que le BDNF est un effecteur clé¢ en aval d’une activation du GR durant la
consolidation de la mémoire. D’ailleurs des injections intrahippocampiques de BDNF mais
pas d’autres neurotrophines comme le NGF ou la NT3 améliorent ’amnésie induites par
I’inhibition du GR. Le BDNF n’améliore pas les déficits de mémoire causés par le blocage
des récepteurs B-adrénocepteurs (Chen et al, 2012) soulignant le réle spécifique du BDNF vis
a vis du GR dans la consolidation de la mémoire.

L’activation des GR engendre des modifications épigénétiques qui influencent la
mémoire a long terme. Ainsi des stress comme la nage forcée ou 1’exposition a un prédateur
augmente la phosphorylation et I’acétylation de la sous-unité H3 de la protéine d’histone dans
I’hippocampe (Bilang-Bleuel et al, 2005; Chandramohan et al, 2008). De telles augmentations
de la phospho-acétylation de la sous-unité H3 de la protéine d’histone module la mémoire de
reconnaissance d’objet (Stefanko et al, 2009). L’activation des GR augmente I’interaction
entre phospho-CREB et la protéine de fixation au CREB (CBP), conduisant a des
modifications de la chromatine nécessaires pour la consolidation de la mémoire de
reconnaissance d’objet (Roozendaal et al, 2010).

e Stress, GC et morphologie dendritique

Des rats soumis a un protocole du stress chronique pendant un mois montrent une
atrophie des neurones pyramidaux du CA1 et du CA3 et des neurones granulaires du DG. Ces
changements structuraux résultent de la sécrétion prolongée de corticostérone et
s’accompagne de perturbations de I’apprentissage et mémoire spatiale en piscine de Morris
(Sousa et al, 2000). De maniere intéressante, ces altérations de morphologie des neurones de
I’hippocampe sont partiellement réversibles suite a une période de cessation du protocole de
stress pendant un mois, qui permet également de restaurer les déficits de mémoire dépendant
de I’hippocampe (Sousa et al, 2000). Certains auteurs suggerent que le remodelage
dendritique de I’hippocampe est une stratégie de protection pour réduire la neurotransmission
excitatrice afin d’éviter un dommage permanant (McEwen, 1999). Des effets similaires sur la
morphologie des neurones de I’hippocampe et la mémoire dépendante de I’hippocampe sont
trouves suite a un traitement chronique de fortes doses de corticostérone (Arbel et al, 1994;
Bodnoff et al, 1995).
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Les effets amnésiants de la marijuana sont décrits depuis longtemps chez I’Homme et
des expositions aigues ou chroniques au cannabis sont associées a des perturbations

cognitives chez I’animal comme chez I’Homme (Bolla et al, 2002; Castellano et al, 2003).

1. Bases neuroanatomiques des effets des cannabinoides sur la
meémoire

Le systeme eCB est composé de deux principaux ligands endogenes, I’AEA et le 2-AG,

leur récepteurs CB31, CB; ainsi que les enzymes intervenant dans la synthése et la dégradation
des eCB (voir chapitre 11.3). Chez les rongeurs, ’exposition aux cannabinoides perturbe
I’acquisition et la consolidation de tache dépendante de 1’hippocampe (pour la revue, voir
(Morena and Campolongo, 2014). Concernant le role des CB; hippocampique il a par
exemple été montré que I’administration intrahippocampique de WIN55,212-2, un agoniste
synthétique du CBy, perturbe la mémoire de reconnaissance de place (Suenaga and Ichitani,
2008). Les agonistes exogénes diminuent ¢galement la LTP dans 1’hippocampe (Hoffman et
al, 2007; Stella et al, 1997b) et la plupart des effets des cannabinoides sur les perturbations
mnésiques et synaptiques sont atténués par 1’administration d’un antagoniste du CBj
(Puighermanal et al, 2009; Terranova et al, 1995) Par exemple, I’infusion intrahippocampique
du rimonabant, un antagoniste sélectif du CB; empéche la perturbation de la mémoire produite
par une administration de THC dans une tache de labyrinthe radiale (Wise et al, 2009)
suggérant 1’implication du CB; hippocampique dans les perturbations de mémoire et de

plasticité induite par les cannabinoides.

2. Signalisation intracellulaire, cannabinoides et mémoire

L’activation du CB; stimule plusieurs voies de transduction du signal. Par exemple
’activation de la voie mTOR/p70S6K dans 1’hippocampe est associée a la perturbation de la
mémoire de reconnaissance d’objet (MRO) a long terme induite par 1’exposition aigue au
THC. En effet, le THC induit une hyperphosphorylation des protéines AKT, mTOR, et
p70S6K dans I’hippocampe et le prétraitement a la rapamycine (inhibiteur de mTOR) annule
I’amnésie de la MRO induite par le THC (Puighermanal et al, 2009). De maniere intéressante,
I’augmentation des taux d’AEA (par I’injection d’un inhibiteur de I’enzyme de dégradation de
I’AEA), mais pas de 2-AG, entraine également un déficit de la MRO a long terme et une sur-

activation des protéines de la voie mTOR/p70S6K (Busquets-Garcia et al, 2011). Cet effet
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passe par ’activation des CB; puisqu’il n’est pas présent chez les souris déficientes pour le
récepteur CB; (Puighermanal et al, 2009). Ces résultats indiquent que 1’augmentation des eCB
(AEA en particulier) ou I’exposition au THC provoque, via le CB;, la sur-activation des

protéines de la mTOR/p70S6K qui conduit a la perturbation de la MRO.

Le stress et les GC modulent la consolidation de la mémoire et le BLA semble avoir un
réle crucial dans la modulation des effets du stress et des GC (de Kloet et al, 1999;
Roozendaal, 2000) ; Roozendaal and McGaugh, 1997b). Ici nous allons voir que les GC dans
certaines conditions, peuvent agir sur le systeme eCB pour moduler la mémaoire.

L’injection systémique de I’AM404, un inhibiteur du transporteur de I’AEA, n’a aucun
effet sur les performances de la MRO quand les rats sont testés dans des conditions minimal
de stress (manipulation préalable des rats, intensité de lumiére faible dans une arene contenant
de la litiére familiere dans), alors qu’il perturbe I’acquisition de la MRO quand les rats sont
testés dans des conditions plus stressantes (pas de manipulation préalable des rats, forte
intensité de lumiere dans un aréne vide (Campolongo et al, 2012). De maniére intéressante
des effets similaires aux GC sur la consolidation sont trouvés en manipulant le systeme eCB.
L’infusion intra-BLA d’un agoniste du CB; (WIN55-212-2) immédiatement apres
I’apprentissage de 1’évitement passif favorise la rétention a long terme alors que ’infusion
intra-BLA d’un antagoniste du CB; (AM251), la perturbe (Bucherelli et al, 2006;
Campolongo et al, 2009). Il semble exister une interaction étroite entre le systeme eCB et les
GC (pour revue voir (Morena et al, 2016; Morena and Campolongo, 2014) (Morena et al,
2016). En effet, un stress aigu diminue trés rapidement les taux d’AEA (Dubreucq et al, 2012;
Wang et al, 2012). La CRH qui est rapidement libérée en réponse a un stress, augmente
I’activité de la FAAH, I’enzyme de dégradation de ’AEA (Gray et al, 2015; Hill et al, 2009).
Cette diminution rapide des taux d’AEA va permettre d’initier I’activation de 1’axe HPA. Une
fois les GC libérées on assiste a une augmentation des eCB, particuliérement le 2-AG dans
plusieurs régions du cerveau comme le cortex préfrontal médian (Hill et al, 2011b),
I’hippocampe (Wang et al, 2012) et I’hypothalamus (Evanson et al, 2010). Cette
augmentation contribuerait au rétrocontrole négatif de 1’axe HPA et la terminaison de la
réponse au stress. Au contraire de la diminution rapide des taux d’AEA suite au stress,
I’augmentation des taux d’eCB prendre plus de temps et est consécutive a I’augmentation des

GC (Atsak et al, 2012; Hill et al, 2010; Morena et al, 2014).
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Compte-tenu de cette interaction étroite entre les systemes eCB et GC, certains auteurs
ont investigué si la transmission d’eCB joue un rdle dans la modulation des effets du GC sur
la consolidation de la mémoire (Figure 23). Par exemple I’administration intra-BLA d’un
antagoniste du CB; bloque complétement les effets promnésiants de la corticostérone sur la
consolidation de de I’évitement passif (Campolongo et al, 2009). Ces effets passe par les
récepteurs membranaires aux GC car une infusion intra-BLA de corticostérone liée a la BSA
(non-perméable a la membrane) produit les méme effets qu’une infusion intra-BLA d’un
agoniste GR sur la consolidation (Atsak et al, 2015). De maniére similaire, un antagoniste du
CB; infusé dans I’hippocampe bloque les effets de la dexamethasone sur la mémoire de peur

(de Oliveira Alvares et al, 2010).

Le role du systeme eCB dans la modulation des effets des GC sur la consolidation n’est
pas restreint a la mémoire aversive mais peut également moduler les effets amnésiants du
stress. Un choc électrique administré 20 minutes aprés une 1’exposition aux nouveaux objets
chez la souris entraine une perturbation de la MRO a long-terme, mais pas a court terme
(Busquets-Garcia et al, 2016) indiquant que le stress perturbe la consolidation de la MRO. Le
stress augmente la libération d’eCB au niveau de I’hippocampe et I’injection intra-
hippocampique d’un antagoniste du CB; empéche les effets du stress sur la MRO démontrant
le r6le des eCB dans les effets amnésiants du stress (Busquets-Garcia et al, 2016).
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Figure 23. Modéle du role du GC dans la modulation des effets du systtme eCB sur la
consolidation de la mémoire. La corticostérone (CORT) est libérée durant la phase d’acquisition
d’une tdche qui présente un éveil émotionnel. La CORT se lie au GR membranaire et induit une
activation du GR. L’activation du GR a son tour induit la synthése des eCB qui voyagent au travers de
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la fente synaptique afin d’activer leur récepteurs CB1 au niveau pré-synaptique présentant sur la
terminaison GABAergique. L’activation du CB; diminue donc la libération du GABA et cette
suppression d’inhibition du GABA entraine par conséquent une augmentation de la transmission
noradrénergique (NE) au sein du BLA qui facilite enfin la consolidation de la mémoire. Modifié
d’Atsak et al., 2012.

1. Altérations mnésiques
a. Chez ’Homme

Les personnes obéses présentent de moindre performances lors de tests évaluant les
fonctions exécutives et la mémoire comparativement aux personnes de poids normal (Gunstad
et al, 2010). Les obeses montrent des déficits dans I'apprentissage et le rappel de listes de
mots ainsi que dans d'autres taches évaluant I'empan mnésique (soit la mémoire de travail),
méme apres correction pour les co-morbidités associées a I’obésité, comme les maladies
cardiovasculaires et le diabete qui sont associées per se a des troubles cognitifs (Cournot et al,
2006; Elias et al, 2003). Un fort IMC ou RTH est aussi associé a une perturbation de la
mémoire épisodique et sémantique (Cheke et al, 2016; Khan et al, 2015; Nilsson and Nilsson,
2009). Enfin, il y aurait un lien causal entre la consommation de régimes hyper-caloriques et
la perturbation des fonctions mnésiques dépendantes de I’hippocampe (Baym et al, 2014;
Francis and Stevenson, 2013).

b. Dans les modeéles d’obésité chez le rongeur

De nombreuses études ont démontré que la consommation de régimes hypercaloriques
engendre des perturbations de mémoire. Etant donné I’importance des perturbations de
mémoire déclarative chez I’Homme, la majorité de ces études a porté sur des taches
d’apprentissage et de mémoire impliquant I’intégrité¢ de 1’hippocampe. En 1990, Greenwood
et Winocur ont publié les premiéres études montrant les effets d’un régime HL (40% des kcal
provenant de lipides) sur ’apprentissage et la mémoire chez le rat. Ils ont montré que les rats
nourris avec ce régime pendant 3mois montraient de mauvaises performances en comparaison
celles des rats nourris avec le régime standard (Greenwood and Winocur, 1990). Depuis ces
travaux, de nombreuses études ont évalué les effets de régimes HL sur I’apprentissage et la
mémoire en proposant les mécanismes potentiels impliqués.

e Mécanismes potentiels impliqués

v' Résistance a l'insuline
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Douze semaines de consommation d’un régime HL (60%) chez des rats males Wistar
induit (en plus d’un surpoids et d’une augmentation des taux d’insuline plasmatique) une
diminution de la phosphorylation du récepteur a I’insuline et d’IRS-1 (substrat de I’activation
du récepteur) dans I’hippocampe, ainsi qu’une diminution de la phosphorylation d’Akt dans
I’hippocampe suite a 1’application d’insuline (Pratchayasakul et al, 2011). (Pintana et al,
2012). On remarque également une diminution de la capacité de 1’insuline a induire une LTD
dans le CAl de I’hippocampe. Ces perturbations (phosphorylation et LTD) ne sont pas
retrouvées apres 4 et 8 semaines de régime HL suggérant que des atteintes de la voie de
signalisation de I’insuline participent aux perturbations de plasticité hippocampique.

v’ Stress oxydatif

L’augmentation du stress oxydatif induite par le régime HL induit une diminution de
I’expression protéique du BDNF, de la synapsine I et du CREB associés a une perturbation de
la mémoire spatiale en piscine de Morris. En effet, un traitement a la vitamine E réverse ces
effet suggérant le réle du stress oxydatif dans la perturbation du cerveau et de la mémoire
induite par le régime HL (Wu et al, 2004). De maniére similaire, la consommation d’un
régime HL riche en sucre pendant 6 semaines augmente le stress oxydatif dans 1’hippocampe
(diminution des taux de superoxide dismutase et augmentation des taux de glutathion
oxydase) et perturbe les performances dans une tache de labyrinthe radiaire. La encore, la
supplémentation en vitamine E restore le déficit de mémoire spatiale (Alzoubi et al, 2013).

v Inflammation

Différentes cytokines pro-inflammatoires (Interleukine-1 ou IL-1, IL-6, TNF-a et MCP-
1) sont libérées lors de réponses immunitaires au niveau périphérique mais aussi au niveau
cérébral. L’exposition a 2 types de régime HL, I’un composée de 45% et ’autre de 60% de
kcal provenant de lipides, pendant 21 semaines induit un surpoids chez la souris. Par contre
seul le régime le plus drastique (60%) induit des déficits de mémoire associés a une
augmentation des taux de TNFo, d’IL-6 et de MCP-1 et des activations gliales (GFAP, IBA-
1) au sien du cortex cérébral (Pistell et al, 2010). Ces résultats indiquent que le type de régime
HL influence grandement I’inflammation cérébrale associée et pourrait étre déterminante dans
les déficits mnésiques associés. Le role causal entre augmentation des cytokines pro-
inflammatoires dans 1’hippocampe et déficit de mémoire spatiale/contextuelle a été mis en
évidence dans un mode¢le d’obésité induite par consommation d’un régime HL (Sobesky et al,
2014) et un modele d’obésité génétique (Erion et al, 2014).

Une meilleure compréhension de la source des molécules pro-inflammatoires est

nécessaire. Une étude récente, utilisant des cellules immunitaires périphériques marquées a la
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GFP, montre que les souris consommant un régime HL (60%) pendant 15 semaines présentent
une augmentation de 30% de nombres de cellules GFP dans le cerveau (Buckman et al, 2014).
De maniére intéressante, plus de 80% des cellules GFP recrutées présentent des
caractéristiques microgliales, principales sources de cytokines (Buckman et al, 2014).

v Dysfonctionnement de la barriére hémato-encéphalique (BHE)

Plusieurs études ont évoqué I’interaction entre le facteur métabolique et nutritionnel et
le dysfonctionnement de la BHE. Une étude longitudinale indique que le surpoids et 1’obésité
peut affecter la perméabilité de la BHE (Gustafson et al, 2007). Des études expérimentales
ont également confirmé le lien entre la consommation de régime HL, 1’obésité et la
perturbation de la BHE (Davidson et al, 2012; Freeman and Granholm, 2012; Kanoski et al,
2010). De maniére intéressante, 1’exposition au régime HL (40%) engendre des déficits
spécifiques de mémoires dépendantes de 1’hippocampe associé a une perturbation de la BHE
dans I’hippocampe mais pas dans les autres structures suggérant 1a encore une vulnérabilité
accrue de I’hippocampe (Davidson et al, 2012).

c. Régimes HL a travers des périodes du développement

Alors que la plupart des études ont évalué les effets de régimes HL consommeés par des
animaux adultes sur la mémoire, peu d’études ont investigué les effets de la consommation du
régime HL pendant les périodes périnatales et adolescentes. Ces périodes sont
particuliérement sensibles aux facteurs environnementaux dont ’alimentation fait parti. De
plus, ce sont des périodes particuliéres de maturation pour 1’hippocampe, 1’amygdale et le
cortex frontal, impliquées dans la mise en place des processus cognitifs et émotionnels pour le
restant de la vie de 1’individu (voir chapitre 111).

e Période périnatale

La théorie selon laquelle la susceptibilité de développer des maladies a I’age adulte est
programmée durant le développement précoce (Barker, 1990) a orienté I’attention des
chercheurs vers les investigations de 1’impact de I’environnement périnatal sur la santé
mentale de la descendance. Les études épidémiologiques ont rapporté un lien entre 1’obésité
maternelle et la baisse des performances cognitives de I’enfant (Casas et al, 2013; Hinkle et
al, 2012; Tanda et al, 2013).

Quelques études chez I’animal ont étudié les effets du régime maternel et/ou de
I’obésité maternelle sur les conséquences cognitives de la descendance. La consommation
maternelle d’un régime HL commencant avant I’accouplement et finissant au sevrage (P21)
engendre des déficits d’apprentissage et de mémoire spatiaux dépendants de I’hippocampe

chez les descendants a 4 semaine d’age mais pas a 1’age adulte (Lépinay et al, 2015; Tozuka
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et al, 2010). Méme si certaines études rapportent quelques effets comportementaux a 1’age
adulte (Page et al, 2014), il semble que les effets déléteres du régime HL maternel sur la
performance cognitive des descendants soient plus prononcés quand les descendants sont
testés de maniére précoce aprés 1’arrét du régime (résumé dans le Tableau 1). Il est a noter
que toutes ces études portent sur les fonctions hippocampiques, avec essentiellement des
approches comportementales, et que les effets du régime HL maternel sur les fonctions
amygdaliennes de la descendance restent a évaluer.

Article Sexfespéce Apport calorique Exposition Age durant le Test  Tache Effet

Bilbo et al, 2010 M et FRatSD  Lipide [60%kcal) Mére exposées 4 sem. avant P85-35 MWM pas d'effet

Accouplement + Gestation-sevrage

Can et al, 2012 M Rat 5D Lipide [65%kcal) Gestation- PN 119 Adulte KW perturbation

Kuang et al., 2014 M Rat 5D CD + solution sucrose  Gestation 1-21 1et2 maoi MWM perturbation 3 1 moi
20%

Lépiney et al, 2015 M Rat Wistar  Lipide [39%kcal) Gestation-sevrage 5 mois MWM pas d"effet

Mychasiuk et al., 2015 M et FRatSD  Lipide [60%kcal) + Meéres exposées 3 sem. avant P35-45 MWM perturbation chez F

solution sucrose 20%
Accouplement+Gestation-PN 47

Page et al,, 2014 M Rat 5D Lipide [45%kcal) Méres exposées 4 sem. avant Adulte MW perturbation

Accouplement+gestation-sevrage

Peleg-Raibtein et al, 2012 MetF Lipide [&0kcal) Méres exposées 4 sem. avant Aprés P30 Cond. Peur pas d’effet
CS7BL/6N
Accouplement + Gestation-sevrage
Tozuka et al_, 2010 M C57BL/EN Lipide [57%keal) Gestation-lactation J 16 P28 et P77 Barnes Maze  perturb chez ado, pas adulte
White et al., 2009 M Rat Long Lipide [&0%kcal) Méres exposées 4 sem. avant 20 semaines MWM pas d’effet

Evans
Accouplement + Gestation-sevrage

Tableau 1. Effets de 1a consommation de régimes HL périnatal sur la mémoire et ’apprentissage
dépendants de I’hippocampe.

e Période juvénile et adolescente

Peu d’informations sont disponibles concernant 1I’impact des régimes alimentaires ou de
I’obésité durant 1’adolescence sur la cognition chez ’Homme. Une étude épidémiologique
récente indique que la consommation d’un régime riche en gras et sucre pendant la pre-
adolescence est associée a une baisse des performances durant 1’adolescence tardive dans des
taches d’apprentissage et de mémoire visuo-spatiales a long terme (Nyaradi et al, 2014). De
méme, des jeunes adolescents en surpoids et obéses présentent de moindre performances de
mémoire relationnelle dépendante de 1’hippocampe mais pas pour une mémoire de

reconnaissance simple non-dépendante de 1’hippocampe (Khan et al, 2015). De maniére

89



intéressante, les performances dans la tdche de mémoire relationnelle dépendante de
I’hippocampe sont inversement corrélées a la quantité de lipides saturés présent dans
I’alimentation des adolescents suggérant que la consommation d’un régime riche en lipide
saturé per se est suffisante pour induire les déficits de mémoire dépendante de I’hippocampe
sans développement de 1’obésité (Baym et al, 2014).

Les études chez I’animal indiquent que la consommation d’un régime HL pendant
I’adolescence a des effets plus drastiques sur les fonctions hippocampiques que la
consommation a 1’age adulte. Ainsi au laboratoire NutriNeuro, il a été montré chez la souris
male C57BL6 que 8-12 semaines de régime HL (45%) commencant au sevrage (P21, et donc
couvrant 1’adolescence) perturbe la mémoire relationnelle dépendante de I’hippocampe
(Etchamendy et al, 2003; Mingaud et al, 2007) et diminue la neurogénese hippocampique
alors que la méme durée de consommation du régime HL démarrant a I’age adulte (P84) n’a
pas d’effet (Boitard et al, 2012, 2014). De facon similaire, des rats male Wistar exposés 8
semaines au régime HL de P21 a I’dge adulte (couvrant I’adolescence) montrent des
perturbations de la rétention de la mémoire spatiale a long terme et une augmentation de
I’inflammation aprés un challenge immun spécifiqguement au niveau hippocampique alors que
la consommation de ce régime chez le rat adulte n’a pas d’effet sur la mémoire et
I’inflammation hippocampique (Boitard et al, 2012, 2014). D’autres équipes ont montré des
effets similaires avec un impact plus importants de la consommation de régime obésogéne
lors de I’adolescence (HL et/ou sucré), par rapport a 1’age adulte, sur la fonction
hippocampique (Hsu et al, 2015; Klein et al, 2016; Reichelt et al, 2015; Valladolid-Acebes et
al, 2013a; Vinuesa et al, 2016).

Il est difficile de discerner si les perturbations de la mémoire sont dues a 1’obésité ou au
régime lui-méme. Cependant, les performances de mémoire sont toujours altérés chez les
souris soumises au régime HL (45%) mais avec une restriction alimentaire pour contréler la
prise de poids suggérant que le régime HL plus que I’obésité est responsable des déficits de
mémoire (Valladolid-Acebes et al, 2013a). De méme la consommation d’un régime HL
(60%) chez les souris juvéniles pendant une semaine perturbe la performance de la mémoire
spatiale en Y-Maze avant que le surpoids s’installe (Kaczmarczyk et al, 2013).
Collectivement, ces donnés indiquent que 1’hippocampe d’adolescent serait particuliérement
vulnérable aux effets de régime obésogéne (pour revue voir : (Noble and Kanoski, 2016;
Reichelt, 2016)).

Par ailleurs, le laboratoire NutriNeuro a récemment investigué I’impact du régime HL a

I’adolescence sur un autre systéeme de mémoire dépendant de I’amygdale. Les performances
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de rats male Wistar exposés au régime HL (45%) a 1’adolescence ou a I’age adulte ont été
évaluées dans I’aversion olfactive conditionnée et le conditionnement de peur au son, deux
apprentissages associatifs ¢lémentaires dépendant fortement de I’intégrité du BLA (voir
chapitre IV.3.b). La encore I’exposition juvénile au régime HL a eu un impact important sur
la mémoire a long terme de ces apprentissages que n’a pas eu 1’exposition adulte (Boitard et
al, 2012, 2014). Mais, contrairement aux mémoires dépendantes de 1’hippocampe, ce n’est
pas une perturbation mais une exacerbation des mémoires aversives qui a été mise en
évidence aprés consommation du régime HL a 1’adolescence. Cela s’accompagne d’une LTP
plus importante au niveau du BLA des rats HL juvénile par rapport aux rats controles. Ces
changements de plasticité et de comportements sont associés a des altérations de la réactivité
de I’axe HPA. Les rats HL juvéniles, mais pas HL adultes, présentent une libération prolongée
de GC suite a différents stress et le blocage des GR au niveau du BLA atténue la plus forte
mémoire aversive des rats HL juvéniles et normalise la LTP au niveau du BLA (Boitard et al,
2012, 2014). Ces résultats indiquent que sur I’exacerbation de la mémoire dépendante de
I’amygdale, suite aux régimes HL consommés a 1’adolescence, dépend de 1’altération des GC
au travers d’une action sur les GR du BLA. Il reste maintenant a déterminer si les
perturbations de mémoire, en particulier dépendantes de 1’hippocampe, par les régimes HL
juvéniles dépendent également des GR comme cela a été suggéré récemment dans un modele
génétique d’obésité (Wosiski-Kuhn et al, 2014) et si cela pourrait impliquer d’autres acteurs
comme le systéeme eCB qui sont affectés par les régimes HL (Massa et al, 2010; Rivera et al,
2013) et fortement lié aux GC.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

La prévalence de I’obésité chez les enfants et les adolescents a triplé dans les 20
derniéres années et ne cesse d’augmenter. Ceci est particuliérement inquiétant car I’enfance et
I’adolescence sont des périodes de maturation de structures cérébrales comme ’hippocampe
et I’amygdale participant a la mise en place des processus cognitifs et émotionnels pour le
restant de la vie de I’individu. L’enfance et 1’adolescence sont également des périodes
sensibles aux facteurs environnementaux, et particulier I’alimentation, et il semble donc
primordial de déterminer I’'impact de 1’exposition aux régimes obésogeénes pendant ces

périodes développementales sur les fonctions hippocampiques et amygdaliennes.

Il a été montré au laboratoire NutriNeuro sur des modeles rongeurs que la
consommation d’un régime obésogene HL lors de I’adolescence a un impact plus important
sur la mémoire que la méme durée de consommation a 1’dge adulte. Cependant les effets
dépendent du systeme de mémoire investigué puisque la consommation de régime HL lors de
I’adolescence perturbe la plasticité et la mémoire spatiale/relationnelle dépendantes de
I’hippocampe (Boitard et al., 2012, 2014), alors qu’elle augmente la plasticité et la mémoire
aversive dépendantes de 1’amygdale (Boitard et al., 2015). Par ailleurs certaines études ont
¢galement montré que I’exposition périnatale au régime HL avait des conséquences négatives
(quoique transitoires) sur les fonctions hippocampiques (résumé dans le Tableau 1).
Cependant ces études ont utilisé des approches essentiellement comportementales, et les effets
du régime HL périnatal sur les fonctions amygdaliennes de la descendance restaient a évaluer.

Ainsi le premier objectif de ce travail de thése était de déterminer si I’exposition
périnatale au régime HL avait, comme pour I’exposition a I’adolescence, un impact
difféerent sur I’hippocampe et I’amygdale. Nous avons pour cela évalué¢ I’impact d’un
régime HL maternel lors de la gestation et la lactation sur la morphologie des neurones de la
descendance a I’age adulte. Nous nous sommes focalisés sur les neurones pyramidaux du
CAT1 de I’hippocampe et du noyau basolatéral de I’amygdale (BLA) en utilisant un marquage
de Golgi. De plus, comme les études comportementales avaient exclusivement portées sur la
mémoire dépendante de 1’hippocampe, nous avons evalué les effets du régime HL périnatal
sur I’aversion olfactive conditionnée, un apprentissage associatif élémentaire dépendant
fortement de I’intégrité du BLA (Sevelinges et al., 2009) et pour lequel une exacerbation a été

montrée aprés consommation du régime HL pendant 1’adolescence (Boitard et al., 2015).
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Suite a la consommation d’un régime obésogene HL lors de I’adolescence, une
perturbation de 1’axe du stress (HPA) a été mise en évidence au laboratoire, caractérisée par
une libération prolongée des GC apres un stress. Cette altération a été reliée a I’exacerbation
de la mémoire aversive puisque le blocage des GR au niveau du BLA atténue la plus forte
mémoire aversive des rats exposes au régime HL et normalise la LTP au niveau du BLA
(Boitard et al, 2012, 2014). L’exposition au HL a I’adolescence est également associée a des
perturbations de certains types de mémoire non aversives (Boitard et al., 2012, 2014).

Ainsi le second objectif de ce travail de thése était de déterminer si 1) les
altérations des GC intervenaient aussi dans les perturbations de mémoire induites par le
régime HL consommé a I’adolescence et 2) si cela impliquait d’autres acteurs comme le
systeme endocannabinoide (eCB) fortement lié aux GC (pour revues Atsak et al., 2012;
Morena and Campolongo, 2014 ; Morena et al., 2016) et modifié par les régimes HL (Massa
et al.,, 2010 ; Rivera et al., 2013). Pour répondre a cette question, nous avons d’abord
caractérisé les conditions comportementales engendrant des perturbations de mémoire chez
des souris exposées au régime HL du sevrage a I’age adulte (couvrant I’adolescence) lors
d’une tache non aversive et ne nécessitant aucune récompense alimentaire, le test de
reconnaissance d’objet. Nous avons ensuite tenté de relier les conditions comportementales
aux niveaux circulants de GC et aux taux hippocampiques d’eCB puis nous avons évalu¢ les
effets du blocage systémique des GR et des CB; 1) sur la mémoire a long terme et 2) sur les
activations cérébrales induites lors de I’acquisition de la tdche en nous focalisant sur
I’hippocampe et 1’amygdale. Ayant mis en évidence des effets de [’antagoniste CB;
spécifiquement sur les activations de I’hippocampe, nous avons alors évalué 1) I’impact sur la
plasticité hippocampique in vivo, évaluée au travers de I’induction de la LTP dans le CAl
dans différentes conditions expérimentales, et 2) les effets bénéfiques de la délétion du CB;
dans I’hippocampe sur la mémoire a long terme. Enfin une approche de pharmacogénétique
(DREADD-Gi) a permis d’évalué si I’hyperactivité de I’hippocampe des souris consommant

le régime HL a 1’adolescence participe a leur déficit de mémoire a long terme.
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Chapitre 1 : Impact de la consommation d’un régime HL

maternel sur les fonctions hippocampiques et amygdaliennes
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ABTSRACT

Children are currently exposed to calorie-dense food, rich in fat and sugar,
contributing to the increasing prevalence of obesity and its associated adverse
cognitive and emotional outcomes. It is thus critical to determine the impact of such
feeding habits on neurodevelopment. In animals, high-fat diet (HFD) exposure during
perinatal period impairs hippocampal function in adult offspring, but its impact on
hippocampal neuronal morphology is unclear. Moreover, the consequences of
perinatal HFD exposure on another system important for emotional memory, the
amygdala, remain to be established at both structural and functional levels. Here, we
show that perinatal HFD exposure (throughout gestation and lactation), leads to
dendritic shrinkage of pyramidal neurons in the CA1 of the hippocampus but also in
the basolateral amygdala (BLA) in adult offspring. Interestingly, perinatal HFD
exposure specifically impairs conditioned odor aversion based on odor-malaise
association, a task highly dependent on BLA function, without affecting olfactory or
malaise processing. Taken together, our results suggest that perinatal HFD exposure
alters hippocampal and amygdala neuronal morphology, leading to long-term

functional impairments at adulthood.

Keywords: maternal diet, dendritic length, spine density, Golgi-cox, obesity, memory.
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INTRODUCTION

The increased prevalence of obesity has been attributed to the excessive
intake of calorie-dense food, in particular high-fat diet (HFD),associated with reduced
physical activity (Andersen, 2000). Recent data indicate that a large proportion of
childbearing women are obese (Ogden et al., 2012) suggesting that the majority of
children have been exposed to calorie-dense food in utero and during their early
postnatal development. Although few studies have explored this issue, clinical data
suggest that maternal obesity might be associated with poor cognitive function in
children (Brion et al., 2011; Casas et al., 2013; Hinkle et al., 2012; Neggers et al.,
2003; Tanda et al., 2013).

Experimental studies in rodents have also reported cognitive changes in
offspring of dams fed HFD during gestation and lactation, in particular alterations of
hippocampal-dependent spatial memory (Page et al., 2014; Tozuka et al., 2010). In
line with these studies, we have recently demonstrated that perinatal HFD exposure
increases hippocampal vulnerability to the adverse effects of post-weaning HFD
consumption on spatial memory (Lépinay et al., 2015). In addition to these effects on
hippocampal function, one study indicates that maternal obesity transiently
decreases dendritic arborization of newborns neurons in the hippocampal dentate
gyrus of juvenile, but not adult, offspring (Tozuka et al., 2010). However it remains to
be determined whether perinatal HFD exposure could have longer lasting effect on
other hippocampal subfields such as CA1, necessary for spatial memory. One form
of structural plasticity in neurons is the remodeling of dendrites and spinesand these
morphological changes have been proposed as an important mechanism supporting
memory (Bailey and Kandel, 1993; Maletic-Savatic et al., 1999; Yang et al., 2008).
One aim of the present study was therefore to investigate the effects of perinatal HFD
exposure on morphology and spine density of hippocampal CA1 pyramidal neurons.

Dramatic structural changes occur in the basolateral amygdala (BLA)
throughout postnatal development (Chareyron et al., 2012; Escobar and Salas, 1993;
Rubinow et al., 2009; Ryan et al., 2016). The BLA is critical for the processing of
emotional memories and the production of appropriate emotional responses
(LeDoux, 2007, 2000; McGaugh, 2004). Previous studies indicate that perinatal high
fat diet alters anxiety and glucocorticoid signaling in the amygdala (Sasaki et al.,
2014), but the effects on the neuronal morphology of the (BLA) and on cognitive

processes dependent of amygdala are unknown.
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In the present study, we aimed at determining the impact of perinatal exposure
to HFD (throughout gestation and lactation) on morphology and spine density of
hippocampal and BLA pyramidal neurons at adulthood. We also investigated the
impact of perinatal HFD exposure on BLA-dependent function. We focused on
conditioned odor aversion (COA), based on odor-malaise pairing, as it is highly

dependent on BLA integrity (Bermudez-Rattoni et al., 1986; Sevelinges et al., 2009).

METHODS

Animals and diets

All experiments were approved by the Bioethical committee of our University
(N°50120186-A) and région Aquitaine Veterinary Services (Direction Départementale
de la Protection des Animaux, approval ID: A33-063-920) according to the European
legislation (Directive 2010/63/EU, 2010 September 22th). Thirty six nulliparous
female and eighteen male Wistar rats aged 11-week-old (Janvier, Le Genest, Saint-
Isle, France) were used for these experiments.

After mating (one male for two females), pregnant females were individually
housed and assigned to either control diet (CD; D12450K from Research Diets, New
Brunswick, NJ;3.85 kcal/g, 10% of energy from fat, 20% from proteins and 70% from
carbohydrates with 0% sucrose) or high-fat diet (HFD; D12451 from Research Diets,
New Brunswick, NJ;4.7 kcal/g, 45% of energy from lard fat , 20% from proteins and
35% from carbohydrates, with half from sucrose). Dams were maintained under
these diets from the first day of gestation to postpartum day 21. At postnatal day
(PND)1, litters were culled to 8-12 pups with equilibrated sex ratios. On PND21,
offspring were weaned onto standard laboratory chow and housed 3 per cage.

Behavioral studies were conducted in 3-5 month-old male rats, with different
batch of animals used for each conditioning procedure (n=9-14/group). Morphological
analyses was evaluated in another batch of male rats at 7 months (n=4/group). A
maximum of 1-2 rats per litter was used to prevent from any litter-effect. Animals
were maintained in a 12-h light/12-h dark cycle (lights on at 08:00 h) in a
temperature-controlled room (22°C) with ad libitum food and water until the beginning

of the conditioning procedures or sacrifice for morphological analyses.
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Weight and metabolic parameters

7-month-old male rats were weighed before sacrifice. Glycemia and plasma
leptin levels were measured in a subset of rats (n=7-10 rats/group) from trunk blood
samples obtained at sacrifice. Blood samples were centrifuged at 4°C and plasma
was stored at -80°C until processing. Plasma glucose concentration was determined
using a commercial glucose assay kit (Calbiochem, Millipore, Fontenay sous Bois,
France), and plasma leptin was measured by ELISA according to the manufacturer’s
instructions (Rat Leptin ELISA Kit, Millipore). Absorbance at 570 and 450 nm (for
glucose and leptine, respectively) was measured with a spectrophotometer
(VICTOR®V, PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Québec, Canada) and
corrected for background. All samples were processed in duplicates. For plasma
leptin, detection threshold was 0.08 ng/mL, intra-assay coefficient was below 5% and

crossed reactions were insubstantial (<0.1%).

Morphological analyses in hippocampus CA1 and BLA

Golgi-Cox staining. Rats were deeply anesthetized with pentobarbital and
sacrificed by decapitation. Four animals per group (CD and HFD) from different litters
were used. Brains were processed according to the golgi-cox kit guidelines (FD
Rapid Golgi Stain KIT, PK401 FD Neurotechnologies, INC). Briefly, brains were split
into two parts by cutting at the level of the optic chiasma and immersed in Golgi-Cox
solution for 11 days before deep freezing in isopentane. 200 um coronal sections
containing both the dorsal hippocampus and the BLA (bregma : -2.16 to -3.48 mm,
according to Paxinos and Watson, 1986) were collected at -24°C using a cryostat
(Leica, Solms, Germany) and mounted on 3% gelatin-coated slides. When slides
were totally dry (3 days after) they were stained and coverslipped with Depex.
Exposure to light was limited during the whole process.

Structural analysis. Images were obtained at the Bordeaux imaging Center
(CNRS-INSERM and Bordeaux University, France Biolmaging) and analyzed using
the NeuronStudio software (CNIC, Mount Sinai School of Medicine, NY, USA). To
minimize bias, the experimenter remained blind to the treatment conditions
throughout the procedure. Dendritic arbor complexity and spine number were
evaluated in pyramidal neurons of the hippocampal CA1l subfield and the BLA. The
criteria used to select pyramidal neurons for reconstruction of both basal and apical

trees were those described in (Cerqueira, Taipa, Uylings, Aimeida, & Sousa, 2007) :
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(a) full impregnation of the neurons along the entire length of the dendritic tree; (b)
dendrites without significant truncation of branches; and (c) relative isolation from
neighboring impregnated neurons, astrocytes or blood vessels. For each rat, 2-4
neurons fulfilling the criteria were finally selected.

Dendritic morphology. Briefly, NDPI images at X 20 magnification (one image
every 4um in the z axis) obtained with a digital slide scanner (Nanozoomer,
Hamamatsu Photonics) were converted into TIFF format using the ImageJ software

(http://imagej.nih.qgov.gate2.inist.fr/ijf) and NDPItools plugin (Deroulers et al.,

2013)For each selected neuron, all branches of the dendritic tree were manually
reconstructed using the Neuronstudio software (Wearne et al.,, 2005) and total
dendritic length as well as the number of dendritic branches were quantified
separately for basal and apical trees by a 2D version of Sholl analysis.

Dendritic spine analysis. For each selected neuron, segments (36.9 + 0.3 pm)
were randomly selected in basal branches and distal apical branches of pyramidal
neurons. Dendritic spines were manually counted in 2 segments of the basal tree and
1-2 segments of the apical tree. Finally, spine density was expressed as the number

of spines per 10 pum.

Behavioral analysis

Conditioned odor aversion (COA). Naive rats individually housed throughout
the procedure were water deprived 24h before the start of the protocol and
acclimated to a water deprivation regimen. Access to tap water was provided in a
graded bottle (with 0.5 mL accuracy) for 15 min/day during 4 days (days 1-4)
between 09:00 and 11:00 in the home cage. On the acquisition day (day 5), half of
the rats in each group had 15 min access to almond-scented water (composed of
0.01% benzaldehyde, Sigma Aldrich) and the other to banana-scented water
(composed of 0.01% isopentyl acetate; Sigma Aldrich). These almond and banana
solutions were chosen because previous studies indicated that they are processed
by odor, but not taste, cues (Desgranges, Sevelinges, Bonnefond, Levy, Ravel, &
Ferreira, 2009; Rusiniak, Hankins, Garcia, & Brett, 1979). After a 30min delay, rats
received an intra-peritoneal (i.p.) injection of a low dose of the emetic drug lithium
chloride (LiCl, 0.075M, 1% of bodyweight, 30mg/kg; Sigma Aldrich), in order to
induce the COA. For the next 2 days (days 6 and 7), rats had access to odorless tap

water for 15 min/day in order to re-establish baseline water intake. COA was
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assessed on day 8by providing access to the odorized water previously used on day
5 for 15min, immediately followed by 15 min of water. Finally, rats underwent 2
additional days (days 9 and 10) of testing to assess memory extinction. The
percentage of odorized water consumption during the 3 days of testing relative to
consumption on day 5 (acquisition day) was used as a measure of aversion strength.

Conditioned taste aversion (CTA). The procedure was identical to the one
used for COA except that naive rats were exposed to the sweet taste saccharin
(Sigma Aldrich), instead of almond and banana odors, mixed in water to a final
concentration of 0.1%

Conditioned odor preference (COP). Naive rats individually housed
throughout the procedure were water restricted for 24 h and then received15 min
daily access to water for 4 consecutive days (days 1-4). On day 5, half of the animals
received almond-scented water and the other half had access to banana-scented
water for 15 min (od-). On day 6, rats that previously received almond-scented water
on day 5 received banana-scented water mixed with 5% sucrose and vice versa
(od+) for 15 min. On day 7, rats had access to water for 15 min. Days 8-9 consisted
of a two-choice test between banana- and almond-scented water simultaneously.
The left/right position of the scented solution was reversed between the two test
sessions to eliminate position bias. The quantity consumed for each solution was
measured and the ratio of odor+ consumption over total fluid consumption was used
as a measure of preference.

Open-field test. The open-field apparatus consisted of a white wooden box
(100x100x50 cm) free of bedding and placed in a brightly lit room (60 lux in its
center), which constitutes an anxiogenic environment. Each rat was placed facing the
wall in a corner of the open-field and allowed to explore the apparatus for 10 min. A
camera wired to an automated tracking system (SMART 2.5.20 version, Panlab) was
used to quantify the total distance covered and time spent in the center for the open-
field.

Statistics

Data are expressed as the mean * SEM, and statistical analyses were
conducted using Statview software with a threshold for considering statistically
significant difference being set up at p<0.05. Group differences were analysed using
paired or unpaired Student’s t tests, two-way ANOVA with repeated measures.
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Significant interactions were further investigated using Fisher's PLSD post hoc tests.
For the COP, the preference for odor+ in each group was compared to chance level
(50%) using one sample t-tests.

RESULTS

Effect of perinatal HFD exposure on body weight and metabolic parameters

Perinatal HFD exposure did not affect body weight (CD: 549+12.3 g; HFD:
540+13.9 g, tuy<l, p=0.61) or glycemia at adulthood (CD: 6.5+0.1 mmol/L; HFD:
6.4+0.12 mmol/L, tu2<1, p=0.55) but significantly increased plasma leptin level (CD:
12.7+0.58 ng/mL; HFD: 16.1+1.14 ng/mL, t16=2.88, p=0.01), as previously reported
(Bilbo and Tsang, 2010; Lépinay et al., 2015).

Perinatal HFD exposure impairs dendritic complexity of pyramidal neurons in
the hippocampus

We first evaluated the effects of perinanal HFD exposure on dendritic
complexity and spine density of hippocampal CA1l pyramidal neurons. Figures 1A
and 1E show the reconstruction of representative CA1 pyramidal neurons in CD and
HFD animals.

At apical arbor, the dendritic length and number of branch points varied with
respect to the distance from soma (Fuos532=6.49, p<0.0001 and F(9532=7.95,
p<0.0001, respectively) without any effect of perinatal diet (F(s32<1, p=0.74 and
Fas32<1, p=0.71, respectively) or interaction between these factors (F(19532=1.23,
p=0.23 and Fp9532=1.21, p=0.24, respectively ; Fig.1B and 1C).

Interestingly, at basal arbor, perinatal HFD exposure markedly affected the
dendritic length (distance effect: F(10270=94.44, p<0.0001; diet effect: Fq 270=4.28,
p=0.04; diet X distance effect: F0270=4.67, p<0.0001) with a significant decrease
between 100 and 140 pum away from soma in HFD group compared to CD group
(post hoc analysis: p=0.03, p=0.006 and p=0.004 for 100, 120, and 140 pm from
soma, respectively; Fig.1F). Moreover, the number of branch points at basal arbor
was also significantly decreased by perinatal HFD exposure (distance effect:
F(10,270=59.11, p<0.0001; diet effect: F(170=2.41, p=0.13; diet X distance effect:
F(10,270=1.90, p=0.04)in particular at 100 and 120 um from soma (post hoc analysis:
p=0.04 and p=0.002, respectively; Fig.1G).
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Dendritic spine density was not affected by perinatal HFD exposure at apical
arbor (unpaired t-test, tzp<1, p=0.63, Fig.1D), but tended to be increased at basal
arbor compared with control animals (t20=1.78, p=0.09, Fig.1H).
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Figure 1. Effects of perinatal HFD exposure on dendritic arborization and spine density
in the hippocampal CAL subregion of adult rats.

(A-D) Apical arbors of hippocampal CA1l pyramidal neurons. (A) Reconstruction of
representative pyramidal neurons in each group.(B) Dendritic length (um)and (C) number
ofdendritic branch pointsrelative to the distance from soma (CD group: n=15 neurons; HFD
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group: n=15 neurons). (D) Representative photomicrographs of dendrite fragments and
dendritic spine density (CD group: n=14 neurons; HFD group: n=18 neurons).

(E-H) Basal arbors of hippocampal CA1 pyramidal neurons: reconstruction of representative
pyramidal neurons (E), dendritic length (F), dendritic branch points (G; CD group: n=15
neurons; HFD group: n=14 neurons), representative photomicrographs of dendrite fragments
and dendritic spine density (H; CD group: n=12 neurons; HFD group: n=10 neurons).
*p<0.05 and ***p<0.0001 (diet x distance interaction); *p<0.05 and **p<0.01

(post hoc analysis).

Perinatal HFD exposure impairs dendritic complexity of pyramidal neurons in
the amygdala
We next investigated whether perinatal HFD exposure could induce similar

structural changes in the BLA. Figures2A and 2E show the reconstruction of
representative BLA pyramidal neurons.

At apical arbor, the dendritic length and number of branch points varied with
respect to the distance from soma (F(is378=24.77, p<0.0001 and Fg378=11.94,
p<0.0001, respectively) without any effect of perinatal diet (F(1378<1, p=0.41 and
F1,378)<1, p=0.40, respectively) or distance X diet interaction (F(s378<1, p=0.72 and
Fs,378=1.39, p=0.13, respectively ; Fig. 2B and 2D).

In contrast, at basal arbor, the dendritic length was affected by perinatal diet
(distance effect: F(11,264=48.08, p<0.0001; diet effect: F(1264=3.11, p=0.09; diet X
distance effect: F(11,264=2.14, p=0.02) with a decrease of dendritic length 60 pm away
from soma in HFD offspring (post hoc analysis: p=0.055; Fig. 2F). No effect of
perinatal HFD exposure was found for the number of basal branch points (distance
effect: F(7,168=41.56, p<0.0001; diet effect: F(1,165=2.02, p=0.17;diet X distance effect:
F.168)<1, p=0.61; Figure 2G).

Finally, spine density was not altered by perinatal HFD exposure (apical arbor:
tos<1, p=0.52; basal arbor: tpg<1, p=0.76;Fig. 2G and 2H).

Perinatal HFD exposure impairs conditioned odor aversion without affecting
other behavioral tasks
Conditioned odor aversion

We then explored the effects of perinatal HFD exposure on COA, a procedure based
on odor-malaise pairing that requires BLA integrity (Bermudez-Rattoni et al., 1983,
1986; Sevelinges et al., 2009). Both groups showed similar baseline water
consumption (CD: 13.4+0.4 ml; HFD: 13.8+0.4 ml; tun<1, p=0.49) and odorized
water consumptionon the day of COA acquisition (CD: 13.2+0.7 ml; HFD: 12.6£0.7
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ml; ta7)<1, p=0.52). COA memory was assessed three days after conditioning. Both
groups showed reduced consumption of the odorized water (compared with the
acquisition day), indicating effective aversion (CD: t=5.2, p<0.001 ; HFD: t)=6.2,
p<0.001; Fig. 3A). Remarkably, the aversion was significantly weaker in the HFD
group than in the CD group (t17<1, p=0.04; Fig. 3A).
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Figure 2. Effects of perinatal HFD exposure on dentritic arborization and spine density
in the basolateral amygdala (BLA) in adult rats

(A-D) Apical arbors of BLA pyramidal neurons:reconstruction of representative pyramidal
neurons (A), dendritic length(B), dendritic branch points (C; CD group: n=11 neurons;

107



HFDgroup: n=12 neurons), representative photomicrographs of dendrite fragments and
dendritic spine density (D; CD group: n=14 neurons; HFD group: n=12neurons).

(E-H) Basal arbors of BLA pyramidal neurons:reconstruction of representative pyramidal
neurons (E), dendritic length(F), dendritic branch points (G; CD group: n=15 neurons; HFD
group: n=12 neurons), representative photomicrographs of dendrite fragments and dendritic
spine density (H;CD group: n=16 neurons; HFD group: n=15neurons).

*p<0.05 (diet x distance interaction); *p=0.055 (post-hoc analysis).

This diet effect was not influenced by the odor used (either almond or banana; odor
effect:F(1,15<1, p=0.79; diet effect: F(15=4.42, p=0.05; odor X diet interaction:
F,15<1, p=0.73). Together, these data indicate that perinatal HFD exposure impairs
conditioned odor aversion. In contrast, memory extinction was not altered by
perinatal HFD exposure, as both groups showed parallel increase of odorized water
consumption during the next two days of test (time effect: F(»34=92.7, p<0.0001; diet
effect: F1,17=4.1, p=0.057; diet X time effect: F34<1, p=0.91; Fig. 3A).

Conditioned taste aversion

Both groups displayed similar baseline water consumption (CD: 14.3+0.3 ml;
HFD: 14.2+0.4 ml, unpaired t-test, tps<1, p=0.98) and sweet taste consumption
during CTA acquisition (CD: 14.2+0.8 ml; HFD: 13.5+0.8 ml, tp4<1, p=0.54). During
the test, both groups showed effective taste aversion, as they decreased sweet taste
consumption (compared with consumption during acquisition; CD: taz= 7.1, p<
0.0001; HFD: ta2=7.6, p<0.0001). This decrease was similar in magnitude (unpaired
t-test, tp4=1.44, p=0.17;Fig. 3B), indicating that perinatal HFD exposure did not affect
CTA. During the next two days, both groups increased sweet taste intake
demonstrating similar memory extinction (time effect: F(45=88.7, p<0.0001; diet
effect: F1,24=1.7, p=0.20; diet X time effect: F(45<1, p=0.52; Fig.3B).

In order to directly compare COA and CTA, we performed an analysis on the
first test day and found a significant interaction between the diet and the sensory
modality (odor vs taste; F(41)=6.08, p=0.018). Post hoc analysis revealed similar
aversion during COA and CTA test for CD groups (p=0.54), whereas COA was
significantly weaker than CTA in HFD groups (p=0.006; Fig. 3C).

Because this experiment revealed an effect on COA, we conducted other
experiments in order to control for an effect on olfactory or malaise processing. For
this purpose, we evaluated the effects of perinatal HFD exposure on conditioned

taste aversion (CTA), based on taste-malaise pairing, and conditioned odor
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preference (COP), based on odor-reward association, which areless dependent on
BLA than COA (Bermudez-Rattoni et al., 1983, 1986; Touzani & Sclafani, 2005).

Conditioned odor preference

Both groups showed similar consumption of water at baseline (CD: 13.0+0.5
ml; HFD: 12.9+0.4 ml; tps<1, p=0.87), unsweetened odorized water (od-; CD:
12.8+0.5 ml; HFD: 12.7+0.6 ml; tps5<1, p=0.83) and odorized water mixed with
sucrose (od+; CD: 13.9+0.7 ml; HFD: 12.9+0.6 ml; tes=1.1, p=0.29) during
acquisition. During the two-choice odor tests, both groups preferentially consumed
the odorized water that was previously paired with sucrose (compared to 50%
chance level using one sample t-test; CD: t12=3.19 , p=0.008; HFD: t(13=3.47,
p=0.004; Fig.3D) and the preference index was not different between CD and HFD
groups (tes<1, p=0.91; Fig.3D), indicating that COP is not altered by perinatal HFD

exposure.
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Figure 3. Effect of perinatal HFD exposure on conditioned odor aversion (COA),
conditioned taste aversion (CTA), conditioned odor preference (COP) and anxiety-like
behavior at adulthood.

Perinatal HFD exposure attenuated COA(A; CD group: n=9; HFD group: n=10)but didnot
affect CTA (B;CD group: n=13; HFD group: n=13). COA strengthduring the first test was
similar to CTA in CD group but COA was weaker than CTA in HFD group (C).Perinatal HFD
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exposure did not affectthe preference for the previously rewarded odor (od+) in COP (D; CD
group, n=13; HFD group, n=14)and did not changethe time spent in the center of the arena
(E) and the distance travelled (F) during the open-field test (CD group: n=9; HFD group:
n=11).

*p<0.05, **p<0.01 (group difference in A and C; compared to 50% chance level in D).

Anxiety-like behavior

Time spent in the center and total distance travelled in the open-field were
similar in both groups (time: tug<1, p=0.72; distance, tug<1l, p=0.95, Fig.3E-F),
suggesting that perinatal HFD exposure does not impact anxiety-like behavior at
adulthood.

DISCUSSION

Many studies have reported the deleterious effects of perinatal HFD exposure
on hippocampal-dependent memory and function (Lépinay et al., 2015; Page et al.,
2014; Tozuka et al., 2010). Here, we demonstrate that perinatal HFD exposure
throughout gestation and lactation leads to dendritic shrinkage of pyramidal neurons
in the hippocampal CAl at adulthood. In addition, perinatal HFD exposure also
decreases (to a lesser extent) the arborization of pyramidal neurons in the BLA and
specifically impairs conditioned odor aversion, a memory task highly dependent on
BLA integrity, at adulthood. To our knowledge, these data are the first evidence
indicating that early life HFD exposure affects amygdala structure and function.

Previous studies have identified a window during the first postnatal month,
especially before weaning, wherein the morphology and physiology of hippocampal
and amygdala neurons undergo rapid and pronounced changes (Chareyron et al.,
2012; Groen et al., 2014; Morys et al., 1998; Rubinow et al., 2009). In particular,
neurons exhibit soma and dendritic expanding during this period along with
significant changes in excitability and sensitivity to synaptic input (Ehrlich et al., 2012,
Kobe et al., 2012; Sohya et al., 2007). Interestingly, loss of excitatory GABA input
early in development severely limits dendritic arborization complexity (Cancedda et
al., 2007). As recent studies indicates that high-fat or high-sucrose diet consumption

decreases the density of GABAergic interneurons and GABA concentration in the
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hippocampus (Reichelt et al., 2015; Sandoval-Salazar et al., 2016), it would be
important to evaluate the contribution of the GABAergic system to hippocampal and
amygdala neuronal morphology changes induced by perinatal HFD exposure.

Perinatal HFD exposure induces dendritic shrinkage in CAl1 and BLA
pyramidal neurons specifically at basal arbor, without affecting apical arbor. A similar
specific decrease of basal arborization in the CA1 was reported after perinatal
exposure to Bisphenol A (Kimura et al., 2016), which alters hippocampal
glucocorticoid receptor (GR) expression (Chen et al., 2015; Poimenova et al., 2010).
Interestingly, repeated administration of corticosterone decreases basal arborization
in the CAl1 (Morales-Medina et al., 2009) and more importantly, perinatal HFD
exposure modifies HPA axis function (Page et al., 2014) and increases glucocorticoid
receptors expression in both the hippocampus and the amygdala in adult offspring
(Sasaki et al., 2013). Altogether, these results suggest that alteration of the HPA axis
could participate to the dendritic shrinkage of CA1 and BLA pyramidal neurons
induced by perinatal HFD exposure.

We found that perinatal HFD exposure slightly increases dendritic spine
density in the CA1 (at basal arbor) but not in the BLA of adult rats. Interestingly, a
recent report demonstrated that adult offspring from HFD-fed dams showed a loss of
dendritic spines in the somatosensory cortex (Hatanaka et al., 2016), suggesting that
dendritic spines in the cerebral cortex could be more sensitive to the effect of
perinatal HFD exposure than those of the CA1 and BLA. Regarding CAl, several
reports indicate that post-weaning HFD consumption can greatly affect neuronal
morphology. Whereas 8 weeks of HFD consumption during adolescence increases
dendritic spine density in the CA1, the same duration of HFD intake at adulthood has
no effect (Valladolid-Acebes et al., 2013). In contrast, a longer duration of HFD
intake at adulthood (>12 weeks) decreases dendritic spine density in the
CAl(Stranahan et al., 2008). Together with our results, these data suggest that the
impact of HFD on spine density in the CA1, and possibly the BLA, depends on the
developmental stage and the duration of HFD exposure.

Our study reveals that perinatal HFD exposure impairs COA memory, which is
highly dependent on BLA integrity in adult animals (Desgranges et al., 2008;
Sevelinges et al., 2009). However, perinatal HFD exposure does not affect CTA and
COP which are less dependent on the BLA. Indeed, only extensive amygdala lesion,

but not restricted manipulation of the BLA, can impair CTA (Bermldez-Rattoni et al.,
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1986; Bermudez-Rattoni et al., 1983) and COP (Gilbert et al., 2003; Touzani and
Sclafani, 2005). These results rule out that perinatal HFD exposure have altered
gastric malaise processing, olfactory perception or other motor/motivational aspects
during the COA experiment and suggest that COA impairment is rather due to
disturbance of odor-malaise association and/or memory retention of this specific
association.

We recently reported that HFD consumption during adolescence enhanced
COA memory and BLA plasticity (Boitard et al., 2015). Together with the present
data, these findings indicate that perinatal and adolescent periods constitute critical
windows of sensitivity to HFD, with opposite HFD effects on BLA function later in life.

Despite morphological alterations in hippocampus and amygdala neurons, we
did not find any effect of perinatal HFD exposure on anxiety-like behaviour in the
open-field test. In contrast to our results, some studies reported enhanced anxiety-
like behavior in adult rat offspring after perinatal HFD exposure (Bilbo and Tsang
2010; Sasaki et al. 2013; Ramirez-L6pez et al. 2015). However, these studies used
more drastic HFD conditions (60% kcal from saturated fat, instead of 45% in our
study) and/or longer duration of maternal HFD consumption (diet starting before
conception), which leads to maternal obesity. Herein, we report that perinatal
exposure to a HFD leads to dendritic shrinkage of CA1 and BLA pyramidal neurons.
This could explain the impairment of hippocampal-dependent memory reported by
previous studies, as well as the deficit of BLA-dependent COA memory reported
here. Whether this structural remodeling participates in memory deficit remains to be
demonstrated. Overall, our data suggest that hippocampus and amygdala maturation

is sensitive to early life environmental factors such as nutrition.
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ABSTRACT

Obesity is associated with adverse cognitive outcomes. Its growing prevalence during
adolescence is alarming since it is a period of neurocognitive shaping. In rodent
models, it was recently shown that adolescence is particularly vulnerable to the effect
of high-fat diet (HFD)-induced obesity leading to altered glucocorticoid system and
impaired non-aversive memory. However, the mechanisms underlying these
cognitive deficits remain elusive. The endocannabinoid (eCB) system is modified by
HFD and was recently considered as primary route mediating the effects of
glucocorticoids. We therefore assessed in mice whether the effects of adolescent
HFD consumption on memory function are dependent on eCB system. We first show
that adolescent HFD consumption impaired long-term, but not short-term, object
recognition memory in training condition inducing high circulating corticosterone and
enhanced hippocampal eCB levels (anandamide in particular) in HFD-fed mice.
Systemic post-training blockade of glucocorticoid receptors (GR) or cannabinoid
receptors type 1 (CB1R) prevented HFD-induced memory deficits and normalized c-
Fos over-activation in HFD group specifically in hippocampus. Indeed, hippocampal
CB1R deletion fully rescued memory in HFD-fed mice and we identified in vivo
hippocampal synaptic plasticity as a mechanism impaired by HFD after training
through CBI1R activation. Finally, chemogenetic inhibition of hippocampal
glutamatergic cells improved memory in HFD group similarly to CB1R deletion or
blockade suggesting CB1R-dependent activation/disinhibition of these neurons in
HFD-fed mice. Together these results support the conclusion that high-fat diet
consumption during adolescence alters the hippocampal eCB system leading to

impairment of hippocampal synaptic plasticity and deficit in memory consolidation.

Keywords: obesity, high-fat, adolescence, endocannabinoids, glucocorticoids,

memory, consolidation, hippocampus, plasticity, mice
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INTRODUCTION

Obesity has doubled worldwide in the last thirty years, becoming pandemic. The
major causes are an imbalanced caloric intake with consumption of energy-dense
food, such as a high-fat diet (HFD), and a reduced physical activity (Ervin and
Ogden, 2013). In addition to cardiovascular diseases and diabetes, obesity is
associated with cognitive impairment. Clinical and experimental studies indicate that
learning and memory functions that depend on the integrity of the hippocampus is
particularly compromised in obese subjects (for reviews: (Francis and Stevenson,
2013; Gémez-Pinilla, 2008; Kanoski and Davidson, 2011). The prevalence of obesity
during adolescence is also growing at an alarming rate (Hedley et al, 2004) and this
is particularly worrisome since it is a period of neurocognitive shaping required for life
(Spear, 2000) that is particularly sensitive to environmental challenges (Andersen,
2003). We and others recently demonstrated in animal models that HFD consumption
during adolescence has a more drastic impact on memory than similar exposure at
adulthood suggesting it is indeed a vulnerable period to HFD effect on memory (for
reviews: (Noble and Kanoski, 2016; Reichelt, 2016). In particular we showed that 8-
12 weeks of HFD intake during adolescence, but not at adulthood, impaired
hippocampal-dependent memories (Boitard et al, 2012, 2014) and enhanced
amygdala-dependent aversive memories and amygdala plasticity (Boitard et al,
2015). This memory enhancement involved alteration of the glucocorticoid (GC)
system leading to protracted GC release after stressful events (Boitard et al, 2015).
There is also evidence in a genetic mouse model of obesity that GC, and their
receptors (GR) in hippocampus, played an important role in obesity-induced memory
impairment (Stranahan et al, 2008; Wosiski-Kuhn et al, 2014). Indeed if stress and
GC contribute to memorizing important life events (McGaugh, 2000), they can also
impair memory (Lupien et al, 2007). However, the cellular mechanisms underlying
the memory impairment induced by HFD consumption remain unclear.

Stress and GC quickly modify the endocannabinoid (eCB) system in the brain making
this system a rapid mediator of responses to stress and GC, in particular in structures
such as hippocampus and amygdala (Atsak et al, 2012; Busquets-Garcia et al, 2016;
Hill et al, 2010a; Morena et al, 2014; Wang et al, 2012). The main eCBs expressed in
the brain are anandamide (AEA) and 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) and they
represent primarily ligands of the cannabinoid receptor subtype 1 (CB;R) which is

highly expressed in the brain (Katona et al, 1999; Kawamura et al, 2006; Marsicano
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and Lutz, 1999; Tsou et al, 1999). AEA and 2-AG are short-lived retrograde
messengers synthesized on demand and released from postsynaptic neurons
(Piomelli, 2003). They bind to CB;R at presynaptic sites to negatively control
neurotransmitter release (Kano et al, 2009). Interestingly, there are ample evidences
now indicating that eCBs regulate stress and GC effects on memory, as for instance
blockade of CB;R prevents GC-induced memory modulation (Atsak et al, 2012, 2015,
Campolongo et al, 2009, 2012, 2013; Morena et al, 2016; de Oliveira Alvares et al,
2006, 2010).

Moreover, it is well known that the eCB system is overactive in obesity in all brain
and peripheral organs involved in the control of energy balance such as the
hypothalamus (for review: (Di Marzo, 2008). More recently it was shown that the eCB
is also overactive in hippocampus after HFD-induced obesity suggesting this could
influence cognitive processes (Massa et al, 2010; Rivera et al, 2013). However, there
is no data about the role played by eCBs in HFD-induced memory alterations.
Therefore, according to the close interaction between GC and eCB systems during
memory processes in lean animals (Atsak et al, 2012, 2015, Campolongo et al, 2009,
2012, 2013; Morena et al, 2016; de Oliveira Alvares et al, 2006, 2010) and the fact
the dysregulation of GC participates in obesity-induced memory changes (Boitard et
al, 2015; Wosiski-Kuhn et al, 2014), we further investigated whether the eCB system
could contribute to non-aversive memory impairment induced by adolescent HFD
consumption. For this purpose we used a simple non-aversive task, the object
recognition memory (ORM) task, for which stress/emotional arousal during training
can be easily manipulate using context novelty (Okuda et al, 2004; Roozendaal et al,
2006).
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Procedures were performed in accordance with French (Directive 87/148, Ministére
de I'Agriculture et de la Péche) and international (Directive 86/609; November 24,
1986; European Community) legislation and were approved by the local ethical
committee (agreement number 5012047-A). All experiments were performed during

the first part of the light phase (from 9am to 1pm).

Animals and Diets

Male wild-type C57BL/6N mice (Janvier, France) or male CB1R-floxed mice
(obtained, maintained and genotyped as described in Marsicano et al., 2003; Monory
et al., 2006) aged 3 weeks at arrival were housed in groups of 8 individuals per cage
in a climatized room (22 + 1°C) maintained under a 12 h light/dark cycle (lights on at
8:00 A.M,, lights off at 8:00 P.M.). Food provided since their arrival was either
standard laboratory chow, control diet (CD; A04 SAFE, Augy, France; offering 2.9
kcal/g consisting of 60% carbohydrate mostly from starch, and 3% fat), or HFD
[D12451, Research Diets, New Brunswick, NJ; offering 4.7 kcal/g consisting of 24%
fat (45% kcal), mostly saturated fat from lard, and 41% carbohydrate (35% kcal), with
half coming from sucrose]. Mice had ad libitum access to water and food (either CD
or HFD) during 12 weeks before starting the experiments. All the mice were regularly
weighed from weaning until sacrifice and EchoMRI was used in a subset of mice

(CD: n=30; HFD: n= 29) to measure fat mass before sacrifice.

Drugs

The CB1R antagonist Rimonabant (0.5 and 1 mg/kg; Cayman Chemical, Michigan,
USA) and the GR antagonist mifepristone (RU486, 15 mg/kg; Sigma-Aldrich) were
dissolved in a mixture of 4% ethanol, 4% Cremophor-EL and 92% of saline (NaCl
0.9%). The exogenous DREADD ligand clozapine-N-oxide (CNO, 3 mg/kg; Tocris
Bioscience, Bristol, UK) was dissolved in saline (NaCl 0.9%). A mixture of 4%
ethanol, 4% Cremophor-EL and 92% of saline or saline alone served as vehicle

injection. All drugs were injected intraperitoneally (i.p.) in a volume of 10 ml/kg.

Novel object recognition task
The experimental apparatus used for the object recognition task was an open-field

box (40 cm x 40 cm) with 16 cm high walls made of gray-painted wood, placed in the
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center of experimental room (light intensity of 15 Lux). The objects to be
discriminated were Lego® brick towers, lab bottles, culture flasks or cylinders.

Mice were handled once per day for 3 consecutive days in their home-cage room
before starting the experiment. They were not habituated to the experimental room
and apparatus used for the object recognition task before training (Novel context
condition) except some mice that were repeatedly habituated to the experimental
room and the experimental apparatus before training (Familiar context condition).
During this habituation, mice were allowed to freely explore the apparatus in the
absence of objects 5 min per day for 6 consecutive days.

Object recognition task was performed as recently described in mice in (Leger et al,
2013). On the training trial, mice were placed in the experimental apparatus, facing
the wall, at the opposite end from the objects. They were allowed to explore two
identical objects (A1 and A2) which were placed 8 cm from the walls and ~13 cm
apart until they reached a criterion of 20 seconds of exploration of both objects
((Leger et al, 2013)). Time spent exploring each object was recorded. A maximum
cutoff of 10 minutes was established, and animals that did explore the objects for 20
seconds in 10 minutes were excluded from the analysis. Exploration time was
manually quantified by a trained experimenter outside the experimental room.
Exploration of an object was defined as pointing the nose to the object at a distance
of <1 cm and/or touching it with the nose. Turning around or sitting on an object was
not considered as exploration. A video tracking system (Smart, Panlab, Barcelona,
Spain) recorded the exact track of each mouse as well as total distance travelled
(cm). After training, mice were removed from the apparatus and returned to their
home cage. To avoid the presence of olfactory trails, the objects and arena of open-
field were roughly cleaned with 70% ethanol after each mouse.

Object recognition memory (ORM) was tested either 3 hours (short-term memory) or
24 hours (long-term memory) after the training trial. One copy of the familiar object
(A3) and a new object (B) were placed in the same location as stimuli during the
training trial. All combinations and locations of objects were used in a
counterbalanced manner to reduce potential biases due to preference for particular
location or objects. Mice were placed in the same arena and were left to explore both
objects until they reached a criterion of 20 seconds ((Leger et al, 2013)). Time spent

exploring each object was recorded and a similar cutoff of 10 min was established.
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Some animals received an i.p. injection of vehicle, GR antagonist (15 mg/kg) or
CB1R antagonist (0.5 or 1 mg/kg) immediately after ORM training in Novel context
condition and were tested 24 hours later.

Plasma corticosterone measurement

Blood was quickly collected from the facial vein at the beginning of the inactive phase
(9:00-12:00a.m.) either from home-cage animals, to obtain basal corticosterone level,
or 45 minutes after ORM training (8 minutes) in Novel context or Familiar context
conditions. Blood was quickly collected into microtubes containing 10% EDTA. The
blood was centrifuged at 10000 rpm for 10 min to obtain plasma samples. After
absolute ethanol steroid extraction from plasma samples, total corticosterone was
measured by competition between cold corticosterone and 3H-labeled corticosterone
for a specific anti-corticosterone antibody provided by Dr. H Vaudry (University of
Rouen, France). Sensitivity of the technique was 0.3 ug/dl with 10% variability intra-
and inter-assay (described in Richard et al., 2010).

Hippocampal endocannabinoid quantification

Two cohorts of mice were used for the measurement of eCB levels in the
hippocampal tissue at different time points after ORM training for both CD and HFD
groups. Hippocampal tissues were rapidly isolated, weighed and frozen immediately
(first cohort), 30 minutes and 60 minutes (second cohort) after ORM training (8
minutes) in Novel context condition. The training duration was similar for all mice in
order to standardize environmental stimulations and to give sufficient time to
investigate both objects for at least 20 seconds. Home-cage mice from CD and HFD
groups were added to each cohort.

The extraction and quantification of the main eCB, N-arachidonoyl ethanolamine
(anandamide; AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), from hippocampus were
performed as described previously (Dubreucq et al, 2012). First, for each mouse,
both hippocampi were homogenized and lipids extracted with chloroform /methanol
[Tris-HCI 50 mM pH 7.5 (2: 1:1, v/v) containing internal deuterated standards.
Samples were then analyzed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS). Mass spectral analyses were performed on a TSQ Quantum triple
quadrupole instrument (Thermo-Finnigan, San Jose, CA, USA) equipped with an

atmospheric pressure chemical ionization source and operating in positive ion mode.
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A sensitive and specific LC-MS/MS method was developed and validated for AEA
and 2-AG, the quantification of which was achieved by isotope dilution using a
calibration curve. AEA and 2-AG levels after ORM training were expressed as % of
their internal home-cage control as recently reported (Busquets-Garcia et al, 2016).

Brain imaging

C-Fos immunoreactivity. Mice were given injections of a lethal dose of pentobarbital
sodium (1 ml, i.p.) 90 minutes after ORM training (8 minutes) in Novel context
condition immediately followed by i.p. injection of vehicle, GR antagonist (15 mg/kg)
or CB1R antagonist (1 mg/kg). They were then quickly perfused with 4%
paraformaldehyde (PFA) in PBS. Brain were removed and stored at 4°C in 4% PFA
for 24 h to allow postfixation. The next day, they were submerged in 30% sucrose
solution at 4°C for 48 h to allow cryoprotection. Finally, brains were stored at -80°C.
For c-Fos immunoreactivity, coronal sections of 40 pm were incubated in PBS
containing 3% bovine serum albumin (BSA) and 0.3% Triton 100X (blocking buffer) to
block nonspecific binding sites and to facilitate antibody penetration. The sections
were also saturated with 0.3% hydrogen peroxide for 30 min to eliminate
endogenous peroxydase. Section were then incubated with the primary anti c-Fos
antibody (anti c-Fos Rabbit polyclonal antibody diluted 1: 1000 in blocking buffer;
Santa Cruz Biotechnology) for 24 h at 4°C and for 2 h with the biotinylated secondary
antibody (goat anti-rabbit antibody, diluted 1:1000 in PBS; Vector Laboratories) at
room temperature, followed by 1 h incubation in the avidin—biotin—peroxydase
complex solution (Vectastain, diluted 1:1000 in PBS; Vector Laboratories). Between
each treatment, sections were thoroughly rinsed with PBS. The peroxydase complex
was visualized after incubation for 9 min in a mix containing diaminobenzidine,
ammonium chloride, ammonium sulfate, sodium acetate, glucose, and glucose
oxydase. Sections were incubated in sodium acetate to stop the enzymatic reaction,
rinsed in PBS, mounted on gelatin-coated slides, dehydrated, and coverslipped.
Labeling was quantified bilaterally on three to four sections spaced 240 um apart and
chosen to cover the basolateral amygdale (BLA), the perirhinal cortex (PRH) and the
different hippocampal subfield, CA1, CA3 and dentate gyrus (DG; 1.46-2.18 mm
posterior to bregma according to Paxinos and Franklin, 2001). Each section was

photographed using Nikon-ACT-1 software, and labeled cells were counted with
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ImageJ software on a surface representing 0.57 mm?. Results were expressed for

mm?>.

In vivo recording in hippocampal CA1l region of anesthetized mice

Mice were anesthetized in a box containing 5% Isoflurane (VIRBAC, France) 15-20
minutes after being taken from home-cage or after ORM training (8 minutes in Novel
context condition) immediately followed for some animals by i.p. injection of vehicle,
GR antagonist (15 mg/kg) or CB1R antagonist (1 mg/kg). They were then placed in a
stereotaxic frame (Model 900, Kopf instruments, CA, USA) in which 1.0% to 1.5% of
Isoflurane was continuously supplied via an anesthetic mask during the complete
duration of the experiment. The body temperature was maintained at ~36.5°C using a
homeothermic system (model 50-7087-F, Harvard Apparatus, MA, USA) and the
complete state of anesthesia was assured through a mild tail pinch. Before surgery,
100 ul of the local anesthetic lurocaine (vetoquinol, France) was injected in the scalp
region. Surgical procedure started with a longitudinal incision of 1.5 cm in length
aimed to expose Bregma and Lambda. After ensuring correct alignment of the head,
two holes were drilled in the skull to place for electrode placement. Recordings of
field excitatory postsynaptic potential (fEPSP) were made from stratum radiatum in
CALl region of the right hippocampal hemisphere in response to stimulation of the
Schaffer collateral /commissural pathway. A glass recording electrode, inserted in the
CALl stratum radiatum, and one concentric bipolar electrode (Model CBARC50, ME,
USA) in the CAS region using the following coordinates: 1) CA1 stratum radiatum: 1.5
mm posterior, 1.0 mm lateral and 1.20 mm below Bregma according to Paxinos and
Franklin, 2001; CA3: 2.2 mm posterior, 2.8 lateral and 1.3 mm below Bregma (20°
insertion angle). The recording electrode (tip diameter = 1-2 um, 4—-6 MQ) was filled
with a 2% pontamine sky blue solution in 0.5M sodium acetate. At first the recording
electrode was slowly lowered by hand until it reached the surface of the brain and
then to the final depth using a hydraulic micropositioner (Model 2650, KOPF
instruments, CA, USA). The stimulation electrode was placed in the correct area by
hand using a standard manipulator. Both electrodes were adjusted to find the area
with maximum response, i.e. when the appearance of a negative deflecting fEPSP
with a latency of approximately 10 ms was observed. In vivo recordings of evoked
fEPSPs were amplified 1000 times and filtered (low-pass at 1Hz and high-pass
3000Hz) by a DAGAN 2400A amplifier (DAGAN Corporation, MN, USA). fEPSPs
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were digitized and collected on-line using a laboratory interface and software (CED
1401, SPIKE 2; Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK). Test pulses were
generated through an Isolated Constant Current Stimulator (DS3, Digitimer,
Hertfordshire, UK) triggered by the SPIKE 2 output sequencer via CED 1401 and
collected every 2 seconds at a 10 kHz sampling frequency and then averaged every
180 seconds. Test pulse intensities were typically between 40-250 pA with a duration
of 50 pseconds. Basal stimulation intensity was adjusted to 30-50% of the current
intensity that evoked a maximum field response. All responses were expressed as
percent from the average responses recorded during the 15 minutes before high
frequency stimulation (HFS). HFS was induced by applying 3 trains of 100 Hz (1
second each), separated by 20 seconds interval. fEPSP were then recorded for a
period of 60 minutes. In the end of each experiment, the position of the electrodes
was marked (recording area: iontophoretic infusion of the recording solution during
180s at -20pA,; stimulation area: continuous current discharge over 20 seconds at

+20uA) and histological verification was performed ex vivo.

Surgery and viral injection

CB1R deletion.

After 8 weeks of HFD consumption (i.e. 11 weeks-old mice), LoxP-flanked CB;R
transgenic mice (CBiR-floxed) were anesthetized by intraperitoneal injection of a
mixture of ketamine (100mg/kg, Imalgene 500®, Merial, France) and Xylazine
(10mg/kg, Rompun, Bayer, France) and placed into a stereotaxic apparatus (David
Kopf Instruments, France) with mouse adaptor and lateral ear bars. Specific
hippocampal deletion of the CB;R gene were obtained by bilateral injection of adeno-
associated viruses expressing the Cre recombinase (AAV-CRE and its control AAV-
GFP) into the hippocampus (2 injections of 1 ul per side). AAV vectors (2 injections of
1 pl per side) were injected with the help of a microsyringe attached to a pump
(UMP3-1, World Precision Instruments) at the following coordinates: 2 mm posterior,
1.5 mm lateral, 2 mm (1st injection) and 1.5 mm (2nd injection), below Bregma
according to Paxinos and Franklin, 2001. GFP and CRE constructs were prepared as
previously described (Monory et al., 2006). These AAV were of a mixed serotype
AAV1/AAV2 and were generated by Calcium Phosphate transfection of HEK 293T
cells and purified as described before (Monory et al., 2006). Animals remained on

HFD after surgery until sacrifice. ORM training in Novel context condition with test at
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24 hours was performed 5 weeks after injections in order to get an optimal CB1R
deletion in hippocampus.

DREADDs experiment.

In order to inactivate hippocampal glutamatergic neurons, wild-type C57BL/6N mice
under CD or HFD consumption for 8 weeks since weaning were anesthetized, placed
into a stereotaxic apparatus and received bilateral injections of AAV8-CAMKIla-
mcherry-hM4Di (UNC Gene Therapy Center, USA; viral titer: 3.3 x 10 into the
hippocampus as described above. Animals remained on the same diet after surgery
and were used for ORM training (in Novel context condition with test at 24 hours) 5
weeks after injections in order to get an optimal expression of the inhibitory DREADD
in the hippocampus.

Immunofluorescent image acquisition.

In order to verify hippocampal GFP and mcherry expression mice were given
injections of a lethal dose of pentobarbital sodium (1 ml, i.p.) and quickly perfused
with 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS as described previously. Coronal sections
of 40 um were rinsed four times in Tris-NaCl 0.05M (30 min each rinse) to eliminated
cryoprotector solution. The sections were then mounted on slides with mounting
medium to preserve fluorescence-stained tissue sections (Calbiochem, Billerica, MA,
USA) and coverslipped. The sections were visualized with fluorescent microscope
Nikon Eclipse E400 at 10x magnification and were photographed using NIS-Element
AR 3.2 software.

Statistics

Data were expressed as the mean + SEM, and statistical analyses were conducted
using Statview software with a threshold for considering statistically significant
difference being set up at p < 0.05. The results were analysed using paired or
unpaired Student’s t-tests or two-way ANOVA (with repeated measures when
appropriate). The interactions were further investigated using post hoc Fisher's PLSD
tests. Moreover, during ORM task, the time spent exploring each object during
training or the novel object during test was compared to chance level (10 seconds)

using one sample t-tests.
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RESULTS

Adolescent HFD consumption enhances weight gain and fat mass.

We previously reported morphometric and metabolic changes induced by adolescent
HFD consumption in mice (Boitard et al, 2012). Here we only verified in a subset of
mice (CD: n= 30; HFD: n= 29) that HFD consumption for 12 weeks from weaning to
adulthood, i.e. covering adolescence, enhanced body weight (CD: 28.0 + 0.3 g; HFD:
32.7 £ 0.5 g; unpaired t-test: ts7= 6.28, p< 0.0001) and fat mass few days before
sacrifice (CD: 3.5+ 0.2 g; HFD: 8.3 + 0.6 g; ts7= 8.30, p< 0.0001).

HFD-induced memory impairment depends on context novelty during training.
This experiment examined whether adolescent HFD consumption affects ORM and
whether it is influenced by the context novelty during training. We first investigated
the effects of HFD consumption on long-term ORM assessed 24 hours after training
in mice that had no prior habituation to experimental context, i.e. Novel context
condition. During training, there was no difference between CD and HFD groups in
the latency to reach the 20 seconds of total exploration (CD: 383 + 42 s; HFD: 365 +
41 s; unpaired t-test: tpp< 1, p= 0.75) or the time spent exploring each object
indicating there was no spatial bias (one sample t-test: CD: tg< 1, p= 0.41; HFD:
ta< 1, p= 0.86). During the test performed 24 hours later, CD group spent more time
exploring the novel object than of the familiar one whereas HFD group did not (one
sample t-test: CD: tg= 2.60, p= 0.03; HFD: tuy< 1, p= 0.88; Figure 1A). Moreover,
HFD group was faster than CD group to reach the 20 seconds criterion during the
test trial (CD: 375 + 29 s; HFD: 236 * 26 s; t20= 3.56, p= 0.002).

We next evaluated whether short-term ORM was also affected in mice trained in
Novel context condition. During training, there was no difference between groups in
the latency to reach the 20 seconds of total exploration (CD: 330 + 36 s; HFD: 310 £
42 s; tu9< 1, p= 0.73) or the time spent exploring each object (one sample t-test: CD:
t= 1.56, p= 0.15; HFD: t10= 1.40, p= 0.19). During the test performed 3 hours later,
both CD and HFD groups spent more time exploring the novel object (one sample t-
test: CD: tg= 5.95, p= 0.0002; HFD: tup= 4.40, p= 0.0013 ; Figure 1B) and the
latency to reach the criterion did not differ between groups (CD: 363 + 31 s; HFD:
312 + 44 s; tag< 1, p= 0.36). These findings indicate that adolescent HFD
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consumption impairs long-term but not short-term ORM suggesting a specific
impairment of ORM consolidation in Novel context condition.

Interestingly, it has been shown in lean animals that the modulating effects of GC on
ORM consolidation depends on context novelty stress during training (Okuda et al,
2004; Roozendaal et al, 2006). HFD-induced ORM impairment could thus be directly
related to the novelty stress during training. To evaluate this, we evaluated long-term
ORM in mice extensively habituated to the context (experimental room and apparatus
without objects) before training. ANOVA with repeated measures revealed a
significant decrease of travelled distance over 6 days of habituation (time effect:
F@100= 19.1, p< 0.0001) that was not different between groups (time X diet effect:
F,100< 1, p= 0.65) indicating that both groups were habituated to the context. During
training, HFD group was faster than CD group to reach the 20 seconds criterion (CD:
270 £ 25 s; HFD: 195 * 25 s; to= 2.04, p= 0.05) there was no difference between
CD and HFD groups in the time spent exploring each object (one sample t-test: CD:
te< 1, p= 0.43; HFD: ta12= 1.77, p= 0.10). During the test at 24 hours, both groups
spent more time exploring the novel object (one sample t-test: CD: tg= 2.82, p= 0.02;
HFD: t12= 5.00, p= 0.0003; Figure 1C) and again HFD group was faster than CD
group to reach the criterion during the test (CD: 323 + 38 s; HFD: 142 + 15 s; t(0)=
5.05, p< 0.0001). This indicates that extensive habituation to the experimental
context prior to training prevented the detrimental effects of adolescent HFD intake

on long-term ORM.

HFD-induced enhancement of glucocorticoid release after training in novel
context is prevented by extensive habituation.

We then wonder whether the differential effect of HFD on long-term ORM in novel
and familiar context could be related to GC release after training in these different
experimental conditions. Adolescent HFD consumption did not affect basal level of
plasma corticosterone (tzg< 1, p= 0.25). However, the increase of corticosterone
level 45 min after ORM training depends on the diet and the familiarity of the
experimental context as indicated a significant interaction (diet X habituation effect:
F.36= 8.02, p= 0.0075). Post hoc analysis revealed that in Novel context condition,
HFD group showed a higher level of corticosterone compared to that of CD group (p<
0.0001; Figure 1D) whereas the level of corticosterone did not differ between groups

after habituation, i.e. Familiar context condition (p= 0.16; Figure 1D). These results
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indicate that HFD-induced ORM impairment in novel context is associated with higher
GC release after training. In contrast, extensive habituation to the context prior to
training normalized GC levels and prevented HFD-induced ORM impairment.
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Figure 1. HFD exposure impairs consolidation of object recognition memory in
condition of high circulating corticosterone after training. HFD exposure impairs long-
term (A; CD: n= 10; HFD: n= 12) but not short-term (B; CD: n= 10; HFD: n= 11) object
recognition memory in Novel context condition associated with high plasma corticosterone
levels (D; CD: n= 10; HFD: n= 10). Extensive habituation to the context prior to training
normalizes plasma corticosterone levels (D; CD: n= 10; HFD: n= 10) and prevents HFD-
induced impairment of long-term object recognition memory (C; CD: n= 9; HFD: n= 13).
*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 (A-C: one-sample t-test; D: post hoc Fisher test).

HFD intake enhances hippocampal endocannabinoid levels after training.

As GC rapidly alter eCB signaling in the brain and particularly in the hippocampus
(Atsak et al, 2012; Hill et al, 2010b), we investigated whether ORM training in Novel
context condition affects hippocampal eCB levels at different time points after training
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and whether it is modulated by the diet. In home-cage animals hippocampal levels of
eCBs did not differ between groups (AEA: CD: 33.8+1.5 pmol/g; HFD: 32.5+2.1
pmol/g; 2-AG: CD: 9.9+0.7 nmol/g; HFD: 11.1+0.8 nmol/g; tux< 1, p> 0.2).

After training, the hippocampal AEA content immediately post training was decreased
in HFD group, but not in CD group, compared to their home-cage levels (one-sample
t-test: HFD: tuy= 3.34, p= 0.0066; CD: tuy< 1, p= 0.56) whereas it was greatly
increase in both groups 30 and 60 minutes after training (p< 0.0001 for each
comparison; Figure 4A). Two-way ANOVA revealed significant time effect (Fp 7g=
93.78, p< 0.0001), diet effect (F1,78y= 6.12, p= 0.015) and more importantly diet X
time effect (F,78= 3.73, p= 0.028). Post hoc analysis indicated that the AEA level
was higher in HFD group than in CD group 30 minutes after training (p= 0.0012) and
tended to be higher 60 minutes after training (p= 0.08; Figure 2A). Regarding
hippocampal 2-AG content, there was no significant difference between groups (diet
effect: F1,77< 1, p= 0.76; time effect: Fi77= 1.48, p= 0.23; diet X time interaction:
Fem< 1, p= 0.95) indicating that neither training nor diet influenced hippocampal 2-
AG levels (Figure 2B). Altogether, these results indicate that HFD potentiates

training-induced enhancement of AEA levels.
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Figure 2. Adolescent HFD intake enhances hippocampal anandamide, but not 2-AG,
levels after training. Object recognition training increases AEA but not 2-AG in the
hippocampus and this enhancement was stronger in HFD groups (n = 12-16 per group).
$$ < 0.01 (one-sample t-test), **p < 0.01 (post hoc Fisher test)

Blockade of GR and CB;R improves HFD-induced impairment of object

recognition memory.
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We then wondered whether post-training blockade of GR or CB1R could alleviate
HFD-induced ORM deficit in Novel context condition.

During training, there was no interaction between diet and treatment for the latency to
reach the criterion (F(1,101= 1.81, p= 0.18; mean + SEM for all groups: 232 £ 9 s) or
the time spent exploring each object (one sample t-test: p> 0.09 for all groups).
During the test performed 24 hours after training and treatment, there was again no
interaction between diet and treatment for the latency to reach the criterion (F(1,101)<
1, p=0.97; mean £ SEM for all groups: 248 + 14 s). As expected CD-vehicle showed
preference for the novel object whereas HFD-vehicle did not (one-sample t test: CD-
vehicle: tuz= 3.47, p= 0.0041; HFD-vehicle: tux< 1, p= 0.94; Figure 3A). In CD
groups, GR antagonist and the low dose of CB;R antagonist (0.5 mg/kg) did not
affect ORM but the higher dose of Rimonabant (1 mg/kg) impaired it (CD-RU: tu1)=
3.94, p= 0.0023; CD-Rim0.5: tug= 2.48, p= 0.02; CD-Rim1: tuq< 1, p= 0.42; Figure
2A). In HFD groups, the low dose of CB;R antagonist did not improve ORM but the
GR antagonist and the higher dose of CB;1R antagonist rescued ORM performance
(HF-RU: tg)= 3.29, p= 0.0094; HFD-RImMO.5: t10< 1, p= 0.93; HFD-Rim1: tq3= 2.97,
p= 0.01; Figure 3A). These results indicate that blockade of GR or CB;R immediately

after training prevented HFD-induced ORM impairment.

Blockade of GR or CB;R normalizes training-induced hippocampal over-
activation in HFD-fed mice.

In order to identify which brain structure(s) could be involved in the beneficial effect of
GR or CB1R blockade, we used c-Fos as a marker of neuronal activity in CD and
HFD-fed mice 90 minutes after training in Novel context condition. We focused on the
basolateral amygdala (BLA), the perirhinal cortex (PRH) and the different subfield of
the hippocampus (DG, CAl1 and CA3). In home-cage animals and mice trained in
Familiar context condition, there was low c-Fos expression in all these structures and
more importantly no difference between CD and HFD groups (data not shown).

After training in Novel context condition, two-way ANOVA for c-Fos immunoreactivity
revealed a significant diet X treatment effect in the CA3 (F(1,44)= 9.09, p= 0.0043; diet
effect: F(1,44< 1, p= 0.48; treatment effect: F(; 44y = 1.19, p = 0.28). Post hoc analysis
indicated that CD-Rim group and HFD-vehicle group showed a higher number of
Fos+ cells than the four other groups (p< 0.05; Figure 3B) which did not differ from

each other (p> 0.4). A trend toward a diet X treatment effect was revealed in the
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perirhinal cortex (F(1,42= 3.64, p= 0.06; diet effect: F 4= 1.52, p= 0.22; treatment
effect: F42<1, p = 0.70) which was due to a tendency for a higher number of Fos+
cells in HFD-vehicle group than CD-vehicle group (p = 0.068; data not shown).
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Figure 3. GR and CB;R blockade prevents HFD-induced recognition memory
impairment and c-Fos over-activation after training. Systemic blockade of GR (RU 15
mg/kg) and CB1R (Rimonabant; Rim0.5: 0.5 mg/kg, Rim1: 1 mg/kg) prevents HFD-induced
impairment of long-term object recognition memory assessed 24h after training (A; n= 10-20
per group). In hippocampal CA3, systemic GR and CB1 blockade normalizes the higher c-
Fos expression of HFD group (B; n = 7-8 per group). *p< 0.05, **p< 0.01 (A: one-sample t-
test; F: post hoc Fisher test).

Moreover, there was no significant diet X treatment effect in the BLA (F1 43= 2.65, p=

0.11), the DG (F(1,43= 1.06, p= 0.31) and the CA1 (F(1,44= 2.01, p= 0.16). Therefore,
GR or CB;R blockade normalizes training-induced c-Fos over-expression in CA3 in
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HFD-fed mice. On the contrary, in CD group, CB1R blockade after training enhanced
c-Fos activation in the CA3 which paralleled their ORM impairment.

Hippocampal CB;R deletion improves long-term ORM in HFD-fed mice.

We then evaluated the specific role of hippocampal CB1R in HFD-induced ORM
impairment. We virally infused the Cre recombinase (AAV-CRE) in hippocampus of
HFD-fed CB;R floxed mice to locally delete the expression of CB;R. GFP-expressing
adeno-associated virus was injected in the hippocampus of other CB1R floxed mice
fed HFD (AAV-GFP; Figure 4A). During training, there was no difference in the
latency to reach the criterion (HFD-GFP: 314 + 45 s; HFD-CRE: 299 £ 549 s,
unpaired t-test, tug) < 1, p = 0.84) or the time spent exploring each object (HFD-GFP:
to< 1, p= 0.69; HFD-CRE: tg< 1, p= 0.96). During the test performed 24 hours later,
there was no difference for the latency to reach the criterion (HFD-GFP: 276 + 30 s;
HFD-CRE: 324 + 32 s; t(15= 1.08, p= 0.29). HFD-GFP group did not show ORM (one-
sample t-test: tg< 1, p= 0.87) but HFD-CRE group exhibited a clear preference for
the novel object (t9= 2.91, p= 0.017; Figure 4B). This finding indicates that specific
deletion of hippocampal CB1R prevents ORM deficit in HFD-fed mice.
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Figure 4. Deletion of hippocampal CB;R improves long-term object recognition
memory in HFD-fed mice. GFP immunoflurescence in the hippocampus of HFD-fed CB;R
floxed mice injected with AAV-GFP (A; scale bar represents 250 um). Specific deletion of
hippocampal CB;R (CRE) prevents HFD-induced recognition memory deficit (B; n= 10 mice
per group). *p< 0.05 (one-sample t-test).

Blockade of CB;R normalizes the effect of training on in vivo hippocampal

synaptic plasticity.
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Synaptic plasticity and in particular long-term potentiation is proposed as a cellular
model of long-term memory in the hippocampus (Malenka and Nicoll, 1999; Martin et
al, 2000). We thus wondered whether HFD consumption since weaning altered in
vivo LTP in the CAl through CB1R activation.

We first investigated HFD effects on hippocampal LTP in home cage animals.
Baseline amplitude before high-frequency stimulation (HFS) did not differ between
groups (ta3 = 1.20, p = 0.25). Two-way ANOVA with repeated measures on the post-
stimulation recording showed a significant time effect (F(19,247= 2.75, p= 0.0002) but
no effect of diet (Fu,13< 1, p= 0.80) or diet X time interaction (F9,247< 1, p= 0.99;
Figure 5A). One sample t-test for the levels of potentiation 1 hour after HFS revealed
that both groups showed LTP when comparing to the baseline level (paired t-test:
CD: tg= 4.11, p= 0.003; HFD: t= 3.19, p= 0.02) which did not differ (unpaired t-test,
tazy < 1, p = 0.98; Figure 5D). These results indicate that adolescent HFD
consumption does not affect CA1 LTP in home-cage mice.

Because LTP can be affected by exposure to novel objects (Clarke et al, 2010) or
novel context (Motanis and Maroun, 2010; Sacchetti et al, 2002), we then
investigated the impact of object recognition training in Novel context condition on
LTP in CD and HFD groups. Baseline amplitude before HFS did not differ between
groups (tg< 1, p= 0.79). Post-stimulation recording showed a significant effect of
time (Fs162= 3.32, p< 0.0001) but more importantly an almost significant effect of
diet (F(1,9=4.60, p= 0.6) without significant diet X time interaction (Fs162< 1, p=
0.92; Figure 5B). The levels of potentiation 1 hour after HFS revealed LTP occlusion
in trained CD-fed mice (tz< 1, p= 0.85) whereas HFD-fed mice still exhibited LTP
(tw= 2.88, p= 0.04; Figure 5D) but only a trend toward a significant group effect was
detected (tg< 1, p= 0.09; Figure 5D). Therefore training exposure impairs LTP
maintenance in CD group but not in HFD group. This suggests that training triggered
hippocampal plasticity able to interfere with HFS-induced LTP only in CD group.
Finally, we wondered whether CB;1R blockade after training could improve training-
induced plasticity in HFD-fed mice and consequently occlude LTP. The treatment did
not affect baseline amplitude before HFS (t13=1.26, p= 0.22). Post-stimulation
recording showed a significant effect of time (Fqs234= 3.32, p< 0.0001) but more
importantly of treatment (F1,13=7.70, p= 0.015) without treatment X time interaction
(Fis,232< 1, p= 0.92; Figure 5C). The levels of potentiation 1 hour after HFS revealed
that HFD-fed mice treated with vehicle still had LTP (tg= 3.79, p= 0.004) whereas
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LTP was completely occluded in HFD-fed mice receiving CBiR antagonist after
training (ts< 1, p= 0.85; Figure 5D) with a significant difference between groups
(ta3=2.48, p= 0.027; Figure 5D). Post-training injection of CB;R antagonist improves
training-induced plasticity in HFD-fed mice indicating that CB1R activation impairs
hippocampal plasticity induced by training which is not able to interfere with HFS-
induced LTP.
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Figure 5. Adolescent HFD consumption blocks training-induced changes of in vivo
long-term potentiation in hippocampus through CBj;R activation. Adolescent HFD
consumption does not affect hippocampal long-term potentiation (LTP) in vivo in home-cage
animals (A; CD: n= 9; HFD: n= 6). LTP maintenance is completely abolished in CD group,
but not HFD group, after training (B; CD: n= 6; HFD: n= 5). Post-training injections of CB;R
antagonist (Rimonabant 1 mg/kg) restores training-induced occlusion of LTP maintenance in
HFD-fed mice (C; HFD-vehicle: n= 10; HFD-Rim: n= 5). All groups present high levels of
potentiation 1 hour after induction except CD trained mice and HFD trained mice treated with
CB:R antagonist (D). *p<0.05 (paired t-test vs baseline) *p<0.05 (unpaired t-test)

Inactivation of hippocampal glutamatergic neurons prevents long-term ORM
deficit in HFD-fed mice.

CB:R in the hippocampus are largely expressed in GABAergic neurons, where they
negatively control inhibitory neurotransmission (Chevaleyre et al, 2006). Higher
hippocampal AEA levels after training in HFD-fed mice would therefore mainly

disinhibit glutamatergic neurons which could explain training-induced hippocampal
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over-activation in these mice. We therefore evaluated whether inhibition of
hippocampal glutamatergic cells had a beneficial impact on ORM in HFD group. For
this we used inhibitory DREADD targeting excitatory glutamatergic neurons thanks to
CamKIll promoter (Figure 6A). Systemic administration of the DREADD ligand CNO
before training did not affect the latency to reach the criterion (mean £ SEM for all
groups: 307 * 18 s; diet X treatment effect: F33< 1, p= 0.89) or the time spent
exploring each object (one sample t-test: p> 0.23 for all groups). During the test
performed 24 hours after training and treatment, there was no difference between
groups in the latency to reach the criterion (mean + SEM: 311 = 21 s; diet X
treatment effect: F33< 1, p= 0.35). As expected, CD-saline showed preference for
the novel object whereas HFD-saline did not (one-sample t-test: CD-saline: tg)= 3.46,
p= 0.0072; HFD-saline: tg< 1, p= 0.46; Figure 6B). CNO injection prior to training
rescued preference for the novel object in HFD-fed mice whereas it slightly impaired
ORM in CD-fed animals (CD-CNO: tg= 1.65 p= 0.14; HFD-CNO: t@g= 2.97, p= 0.018
; Figure 6B). This result indicates that temporally inactivation of glutamategic neurons

in the hippocampus prevents HFD-induced ORM impairment in HFD group.
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Figure 6. Inactivation of hippocampal glutamatergic neurons improves long-term
object recognition memory in HFD-fed mice. Fluorescence for mcherry in the
hippocampal brain sections from a HFD-fed mouse bilaterally injected with AAV8-CAMKIla-
mcherry-HM4Di (A; scale bar represents 250 pum). Pre-training injection of CNO improves
long-term object recognition memory in HFD-fed mice (B; n= 9-10 per group).
*p< 0.05, **p< 0.01 (one-sample t-test).
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DISCUSSION

We first demonstrate that the consumption of HFD during 12 weeks since
weaning impairs long-term but not short-term ORM when animals were trained in
Novel context condition (without prior habituation to the experimental room and
apparatus) suggesting that adolescent HFD consumption specifically impairs ORM
consolidation. In line with the present study, we previously demonstrated that
adolescent, but not adult, HFD intake impaired the consolidation of hippocampal-
dependant spatial memory (Boitard et al, 2014) but enhanced the consolidation of
amygdala-dependent odor aversion memory (Boitard et al, 2012, 2014, 2015).
Together these results suggest that HFD intake during adolescence specifically affect

cellular mechanisms underlying consolidation processes.

HFD consumption impairs ORM through enhancement of training-induced GC release.

An important modulator of memory consolidation is the GC system (McGaugh,
2004). Interestingly, previous reports indicate that obesity is associated with GC
system deregulation in humans (Duclos et al, 2001; Jessop et al, 2001; Pasquali et
al, 2006), and chronic HFD-induced obesity in animals alters this system resulting in
a protracted GC release after stressful events (Boitard et al, 2015; Legendre and
Harris, 2006; Sharma and Fulton, 2013). Moreover, adolescence is a decisive period
for maturation of the GC system (McCormick and Mathews, 2007) and we have
recently shown that HFD consumption during adolescence has a more important
impact on GC system than similar exposure at adulthood (Boitard et al, 2015).
Consistent with this observation, in the present study, we demonstrate that exposure
to novel objects in a novel environment (i.e. ORM training) enhances GC secretion in
adolescent HFD-fed mice. Previous studies demonstrated in lean animals that the
effects of GC on ORM consolidation depend on emotional arousal levels during
training (Okuda et al, 2004; Roozendaal et al, 2006) and that extensive prior
habituation to the experimental context attenuates such stress/emotional arousal
during training (Okuda et al, 2004). Indeed, repeated exposure to experimental room
and apparatus in the absence of objects decreased GC levels after training and
prevented long-term ORM impairment in adolescent HFD-fed mice. Moreover,
systemic blockade of GR immediately after training in Novel context condition
improved long-term ORM indicating that adolescent HFD exposure impairs the
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consolidation of ORM through enhancement of training-induced GC release.
Interestingly, in a genetic mouse model of obesity, memory deficits including ORM
task, were alleviated by lowering circulating GC (Stranahan et al, 2008; Wosiski-Kuhn
et al, 2014).

Hippocampal eCB system mediates HFD-induced ORM impairment.

Previous studies indicate that stress and GC affect eCB levels in different
brain regions (Gray et al, 2015; Hill et al, 2009; Wang et al, 2012). In particular,
stress or corticosterone injection rapidly enhanced eCBs levels in hippocampus
making this system a rapid mediator of responses to stress and GC (Atsak et al,
2012; Busquets-Garcia et al, 2016; Hill et al, 2010a; Morena et al, 2014; Wang et al,
2012). As ORM training in a novel context highly increased plasma GC release in
HF-fed mice, we hypothesised they would also exhibit higher levels of eCBs after
training in similar condition. In both groups, AEA hippocampal levels were clearly
increased 30 and 60 minutes after training whereas 2-AG hippocampal levels were
not modified by training suggesting AEA, but not 2-AG, plays a critical role in
modulating ORM. Similar increase of AEA, but not 2-AG, levels in different brain
areas were recently obtained after highly aversive training in lean animals and
proposed to regulate memory consolidation (Morena et al, 2014). Consistent with our
hypothesis, HFD group showed higher AEA hippocampal levels 30 minutes after
training than controls. This finding is consistent with a previous study showing that
enhancing the concentration of hippocampal AEA, but not 2-AG, impaired ORM in
lean mice (Busquets-Garcia et al, 2011). This suggests that a supra-physiological
AEA levels after training is associated with ORM impairment, as in the case of HFD-
fed mice. It must be mentioned that previous studies demonstrated that chronic HFD
consumption induced an increase of basal eCB levels in hippocampus, in particular
AEA (Massa et al, 2010; Rivera et al, 2013). However, we did not find any diet effect
on basal AEA or 2-AG levels. Among many procedural differences that may account
for these differential results, the age of diet exposure is the most striking. HFD
consumption started at weaning in our study (to cover adolescence) whereas it
started at adulthood in previous studies. The important maturational processes
occurring in the eCB system during adolescence (for review: (Dow-Edwards and
Silva, 2016) could therefore explain this discrepancy.
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In order to evaluate whether alteration of eCB levels played a causal role in
HFD-induced memory deficit, we manipulated CB;R, which are highly expressed in
the brain and for which AEA and 2-AG are the major ligands (Katona et al, 1999;
Kawamura et al, 2006; Marsicano and Lutz, 1999; Tsou et al, 1999). We first showed
that similar to GR blockade, systemic CB;R blockade immediately after training
prevented HFD-induced ORM impairment in a dose-dependent manner. Interestingly,
the dose of antagonist that improved ORM in HFD group (1 mg/kg) impaired ORM in
control group. This result corroborates previous studies in lean animals indicating that
blocking or stimulating cannabinoid system affect ORM (Busquets-Garcia et al, 2011,
2016; Clarke et al, 2008; Puighermanal et al, 2009) and this effect is greatly
influenced by stress/emotional arousal during training (Busquets-Garcia et al, 2011,
2016; Clarke et al, 2008; Puighermanal et al, 2009).

We next revealed that ORM training in Novel context condition induced higher
c-Fos expression in the hippocampal CA3 region in HFD-fed mice and systemic
blockade of CB;R (or GR) immediately after training normalized c-Fos expression in
CA3. This was not the case for the other brain structures investigated such as
perirhinal cortex and BLA. In CD group, CB1R blockade after training enhanced c-
Fos activation in the CA3. This parallels behavioral results obtained with similar
treatment indicating that, whatever the diet, CA3 over-activation after training is
associated with ORM impairment. These c-Fos results also strongly suggest that
CB1R activation specifically in the hippocampus contributes to HFD-induced ORM
impairment. Indeed, hippocampal CB1R deletion was sufficient to prevent long-term
ORM deficit in HFD-fed mice. Similar findings were recently reported in lean mice :
post-training stress impaired ORM consolidation and blockade of hippocampal CB1R
prevented stress-induced ORM impairment (Busquets-Garcia et al, 2011, 2016;
Clarke et al, 2008; Puighermanal et al, 2009). Again this underlies the tight
interactions between stress/GC and eCB system.

HFD consumption impairs training-induced hippocampal synaptic plasticity
through CB;R activation.

We then wondered what could be the cellular basis of such hippocampal
alteration in HFD-fed mice. Synaptic plasticity and in particular LTP is proposed as a
cellular model of long-term memory in the hippocampus (Malenka and Nicoll, 1999;
Martin et al, 2000). However, in vivo LTP in CA3-CAl pathway was not affected by
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adolescent HFD consumption in basal condition. It was demonstrated in lean mice
that exposure to novel objects is followed by an enhancement of synaptic efficacy in
CA3-CALl synapses (Clarke et al, 2010) Moreover, experimental saturation of this
pathway before training hindered long-term ORM indicating that ORM relied on CA3-
CAl synaptic functionality (Clarke et al, 2010). We therefore evaluated LTP after
training in our condition. Training in novel context occluded LTP maintenance in CD
group. Similar LTP occlusion was also reported after novel context exposure
(Motanis and Maroun, 2010; Sacchetti et al, 2002). Altogether these results suggest
that, in our condition, training triggered hippocampal plasticity able to interfere with
subsequent HFS-induced LTP in CD group. In HFD-fed mice, training in novel
context did not affect LTP maintenance indicating that training did not induce optimal
hippocampal plasticity to occlude HFS-induced LTP. Notably, CB;R blockade
immediately after training allowed hippocampal LTP occlusion in HFD-fed mice
suggesting CB;R antagonist improved training-induced hippocampal plasticity.
Therefore, these results indicate that adolescent HFD consumption impaired

hippocampal plasticity induced by training through CB;R activation.

Overactivation of hippocampal glutamatergic neurons is responsible for HFD-
induced ORM deficit.

In the hippocampus, CB;R are abundantly expressed on GABAergic terminals
and to a minor extent on glutamatergic terminals where they negatively control
neurotransmission (Katona et al, 1999; Kawamura et al, 2006; Marsicano and Lutz,
1999; Tsou et al, 1999). Higher hippocampal AEA levels after training in HFD-fed
mice would therefore mainly inhibit GABAergic neurons, disinhibiting glutamatergic
cells. This would lead to greater hippocampal activation in HFD group after training
and impaired long-term ORM. Indeed, chemogenetic inhibition of hippocampal
glutamatergic cells improved ORM in HFD group similarly to CB1R deletion or
blockade suggesting CB1R-dependent disinhibition of hippocampal glutamatergic
neurons in HFD-fed mice.

Several studies have proposed a model of how GC might recruit the eCB
system to influence the release of some neurotransmitters, such as glutamate in the
hippocampus, in order to regulate memory consolidation (Atsak et al, 2012, 2015,
Campolongo et al, 2009, 2012, 2013; Morena et al, 2016; de Oliveira Alvares et al,
2006, 2010). Adapting this model to HFD-fed mice during adolescence, we propose
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that exposure to novel objects in a novel environment induces an exaggerated
plasma GC release. In the hippocampus, GC stimulates membrane-associated GR in
neurons which increased AEA levels (Di et al, 2009; McEwen et al, 2015). Higher
hippocampal AEA levels after training stimulate CB;R on GABAergic neurons
decreasing GABA release. Disinhibition of glutamatergic cells leads to greater
hippocampal activation and consequently non-optimal hippocampal plasticity
disrupting memory consolidation processes.
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Discussion générale

Dans les 2 chapitres de cette thése, nous avons pu montrer que la consommation
précoce d’un régime HL perturbe différents systémes de mémoire chez le rongeur a I’age
adulte. En effet, la consommation d’un régime HL durant la période périnatale induit une
perturbation des systémes hippocampique et amygdalien et la consommation d’un régime HL

depuis le sevrage jusqu’a 1’age adulte induit une perturbation du systéme hippocampique.

Dans le premier chapitre, nous avons mis en évidence que la consommation d’un régime
HL maternel (gestation et lactation) chez le rat affecte la morphologie des neurones
pyramidaux du CA1 de I’hippocampe et du BLA chez la descendance adulte. Ceci est associé
a une perturbation spécifique de la mémoire olfactive aversive dépendante du BLA chez les
descendants adultes suggérant les effets délétéres d’un régime HL maternel sur la fonction

amygdalienne.

Dans le deuxieme chapitre de cette these, nous mettons en évidence que la
consommation d’un régime HL lors de 1’adolescence (depuis le sevrage jusqu’a I’age adulte)
induit des déficits de la fonction hippocampique. Plus précisément, la consommation du
régime HL induit un déficit de consolidation de la mémoire de reconnaissance d’objet
(MRO). Cependant, le déficit de MRO a long-terme dépend du niveau de stress ou d’éveil
émotionnel chez le groupe HL induit par la nouveauté du contexte lors de I’apprentissage
puisque la MRO est intact quand les animaux sont testés dans un contexte familier. Le déficit
de consolidation de la MRO est en effet associé, suite a ’apprentissage, a une plus forte
activation de 1’axe HPA du stress (conduisant a la plus forte libération de GC). Il en résulte
également des changements au sein de ’hippocampe des souris HL : des niveaux plus élevés
d’un eCB (I’anandamide), une plus forte activation c-Fos de I’hippocampe (en particulier dans
le CA3) et une altération de la plasticité de la voie CA3-CA1. Le blocage des GR et des CB1
juste aprés I’apprentissage permet de récupérer la MRO a long-terme, de normaliser les
activations c-Fos du CA3 mais également la plasticité synaptique CA3-CA1. L’importance de
I’hippocampe est confirmée par la délétion des CB1 de I’hippocampe mais également
I’inactivation des neurones glutamatergiques de 1’hippocampe par a une approche de

pharmacogénétique (DREADD-Gi) qui améliorent la MRO a long-terme chez les souris HL.
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Impact de la consommation d’un régime HL maternel sur

les fonctions hippocampiques et amygdaliennes : mécanismes impliqués

De nombreuses études réalisées chez le rongeur se sont récemment intéressées aux
effets 1’obésité maternelle ou de la consommation de régimes HL maternelles sur la mémoire
dépendante de I’hippocampe de la descendance (Lépinay et al, 2015; Niculescu and Lupu,
2009; Tozuka et al, 2009, 2010). Si certaines études rapportent quelques effets
comportementaux a I’age adulte, il semble que les effets délétéres du régime HL maternel sur
les performances de mémoire dépendante de I’hippocampe des descendants soient plus
prononcés quand les descendants sont testés rapidement apres 1’arrét du régime ( Bilbo and
Tsang, 2010; Page et al, 2014; Lépinay et al, 2015; Mychasiuk et al, 2015; Tozuka et al,
2010; White et al, 2009). Il a été proposé que le remodelage de la morphologie neuronale et
de la densité des épines dendritiques est I’'une des formes de plasticité impliquées dans la
formation de la mémoire (pour revues : (McEwen et al, 2015; Roozendaal et al, 2009). Nous
montrons ici que I’exposition a un régime HL périnatal engendre a 1’age adulte une rétraction
dendritique au niveau de I’arbre basal des neurones pyramidaux du CA1 suggérant une base

cellulaire des changements comportementaux rapportés.

A notre connaissance, nous sommes les premiers a montrer qu’un régime HL périnatal
induit des déficits fonctionnels et structuraux de I’amygdale chez 1’adulte. Les neurones du
BLA du rongeur subissent d’importantes modifications morphologiques, avec une importante
croissance de leur soma et de leurs dendrites, s’accompagnant de changements physiologiques
durant les premiéres semaines apres la naissance (Chareyron et al, 2012; Rubinow et al, 20009;
Ryan et al, 2016). Nous montrons que I’exposition a un régime HL pendant cette période
critique affecte a long-terme la morphologie des neurones du BLA. En effet les animaux
exposés au régime HL périnatal montrent a 1’dge adulte une rétraction dendritique des
neurones pyramidaux au niveau de I’arbre basal, mais pas de ’arbre apical, du BLA. La
consommation du régime HL maternel n’affecte pas non plus la densité des épines des
neurones pyramidaux de 1’arbre basal t de I’arbre apical du BLA. Ces résultats indiquent que

I’arbre basal est particuliérement sensible aux effets du régime HL maternel.

En paralléle nous montrons que la consommation d’un régime HL périnatal perturbe
I’aversion olfactive conditionnée qui nécessite spécifiquement 1’intégrit¢ du BLA
(Desgranges et al, 2008; Sevelinges et al, 2009) appuyant le fait que le remodelage de la

morphologie neuronale est une des formes de plasticité impliquées dans la formation de la
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mémoire (pour revues : (McEwen et al, 2015; Roozendaal et al, 2009). Des taches comme
I’aversion gustative conditionnée ou la préférence olfactive conditionnée, qui dépendent
moins spécifiquement du BLA (Bermudez-Rattoni, 2004 ; Gilbert et al, 2003; Touzani and
Sclafani, 2005), ne sont pas affectées indiquant que la consommation d’un régime HL
périnatal ne perturbe pas le traitement de 1’information olfactive ou de 1’information viscérale
liée au malaise mais spécifiquement I’association odeur-malaise et/ou la rétention de la
mémoire aversive olfactive. De maniére intéressante, il a été montré au laboratoire que la
consommation d’un régime HL a 1’adolescence augmente la mémoire aversive olfactive
(Boitard et al, 2015). Ces donnees suggérent que les périodes périnatales et adolescences sont
des périodes critiques et vulnérables aux effets du régime HL mais qu’elles engendrent des
effets opposés sur la fonction amygdalienne. Il serait donc particuliérement intéressant
d’évaluer si la consommation d’un régime HL a D’adolescence engendre des effets
opposés sur la morphologie des neurones du BLA et augmente la complexification de
I’arbre dendritique et/ou de la densité d’épines comme cela a récemment été montré au niveau

du CAl (Valladolid-Acebes et al, 2013).

De maniére intéressante, la rétraction dendritique des neurones du BLA chez les rats
exposés au régime HL est restreinte a la région proche du soma (40-100 pum). Un effet
similaire est observé suite a un stress chronique (Vyas et al, 2002) suggérant une implication
du systéme GC. Cette hypothese est cohérente avec le fait que 1’exposition au régime HL
périnatal engendre une diminution des niveaux de corticostérone plasmatique ainsi qu’une
augmentation d’expression du GR dans I’amygdale (Sasaki et al, 2013). Il serait donc
intéressant d’évaluer si les changements de I’axe HPA pourraient participer aux
modifications morphologiques des neurones de I’hippocampe et du BLA et des

perturbations mnésiques induites par le régime HL maternel.

La maturation des dendrites durant le développement précoce dépend de la
neurotransmission GABAergique excitatrice et qu’une perte de cette neurotransmission
engendre une perturbation de la complexité de I’arborisation des dendrites (Cancedda et al,
2007). De plus, de récentes études indiquent que la consommation d’un régime HL ou riche
en sucrose apres le sevrage diminue les concentrations de GABA et la densité des
interneurones GABAergiques exprimant la parvalbumine dans le cortex préfrontal et
I’hippocampe  (Reichelt et al, 2015; Sandoval-Salazar et al, 2016). Donc, il semblerait

intéressant d’investiguer la contribution du systeme GABAergique de I’hippocampe et du
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BLA dans les changements morphologiques et le déficit de la mémoire aversive olfactive

induits par la consommation d’un régime HL maternel.

Par ailleurs, dans le deuxiéme chapitre de cette these, nous montrons que le systeme
eCB est fortement impliqué dans les perturbations de mémoire induites par la consommation
d’un régime HL a 1’adolescence. Etant donné que le systéme eCB a un réle important dans la
modulation des mémoires aversives et le remodelage dendritique des neurones du BLA
(Campolongo et al, 2009; Hill et al, 2011; Morena and Campolongo, 2014), il serait
intéressant d’investiguer la contribution du syst¢eme eCB dans la modification morphologique
des neurones du BLA et la perturbation de I’aversion olfactive conditionnée induites par le
régime HL maternel. De maniére intéressante, une récente étude indique que la consommation
d’un régime hyper-calorique pendant les périodes pré-gestationnelles et gestationnelles
diminue les taux d’eCB dans I’hypothalamus et I’hippocampe chez les nouveaux nés
(Ramirez-Ldpez et al, 2015). 1l serait donc intéressant dans un premier temps d’évaluer les
taux d’eCB au sein de I’hippocampe et du BLA chez les rats provenant des méres soumises au
régime HL durant les périodes de gestation et lactation. Ensuite nous pourrions envisager des
études chez des souris KO pour le CB; afin de voir les conséquences sur les
modifications morphologiques des neurones de I’hippocampe et du BLA et des

perturbations mnésiques induites par le régime HL maternel.
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Impact de la consommation d’un régime HL a I’adolescence sur les

fonctions hippocampiques : mécanismes impliqués

Si les études chez ’homme s’accordent a dire que I’obésité ou la consommation de
régimes obésogene a 1’adolescence perturbe la mémoire dépendante de I’hippocampe
(Nyaradi et al, 2014 ; Khan et al, 2015 ; Baym et al, 2014), la compréhension des mécanismes
impliqués nécessite d’utiliser les modeéles animaux. Les premiéres études menées au
laboratoire indiquent que la consommation d’un régime HL pendant 1’adolescence a des effets
plus délétéres sur les fonctions hippocampiques que la consommation a 1’age adulte (Boitard
et al, 2012, 2014; voir aussi Valladolid-Acebes et al, 2013). 1l a également été montré au
laboratoire que la consommation d’un régime HL pendant 1’adolescence a un impact plus
important sur ’axe HPA que la consommation a 1’age adulte avec une sécrétion prolongée de
GC suite a un stress chez les animaux exposés au régime HL a 1’adolescence (Boitard et al,
2015). Ceci est a rapprocher du fait que le rétrocontrole de 1’axe HPA se met en place a
I’adolescence (Foilb et al, 2011; McCormick and Mathews, 2007; Romeo, 2010). Ici nous
montrons que ces modifications de 1’axe HPA sont a la base des perturbations mnésiques suite
a la consommation du régime HL a 1’adolescence comme cela a ét¢ montré récemment dans
un modéle d’obésité génétique mais qui présente des taux élevés de GC au niveau basal
(Wosiski-Kuhn et al, 2014).

L’originalité de ce travail réside dans la démonstration que les GC exercent leurs effets
perturbateurs sur la mémoire des animaux HL via le systtme eCB de I’hippocampe. Plus
particulierement nous proposons un schéma explicatif de nos résultats (Figure 24) basé sur
des mode¢les d’interactions GC-eCB lors de la consolidation de la mémoire établis chez des
animaux non exposés au régime HL (Atsak et al, 2012a, 2015; Busquets-Garcia et al., 2013;
Morena and Campolongo, 2014; Puighermanal et al., 2009). L’exposition a de nouveaux
objets dans un nouveau contexte induit une libération exagérée de GC chez les souris ayant
consommé un régime HL pendant I’adolescence. Les GC, qui traversent facilement la barri¢re
hémato-encéphalique, stimulent au niveau de I’hippocampe les GR membranaires qui
augmentent les niveaux d’eCB et en particulier I’anandamide (Di et al, 2009; McEwen et al,
2015). Ces niveaux ¢levés d’anandamide stimulent les nombreux CB; présents sur les
neurones GABAergic de 1’hippocampe et diminuent la libération de GABA. La désinhibition
des neurones glutamatergiques qui en résulte augmente ’activité c-Fos de 1’hippocampe (en
particulier au niveau du CA3). Ceci perturbe la plasticité synaptique (en particulier de la voie
CA3-CA1) et en consequence les processus de consolidation de la MRO.

153



cD-fed mice CABA relense Hippocampus HFD-fed mice GABArelease  Glutamatergic neuron
Sy Glutamatergic neuron
\Q x/
81
GABAergic neuron \—ull—‘
GABAergic neuron
cB1
\u oo
81
_ e cB1
cB1 /// v
/ 4 f
{
\ ¢ e inhibitor Excitatory
— |nh|b|tory Excitatory @ @ 9 @ A v
Q Glutamate  synapse synapse e
* release vnap 3 96 I release
eCB
NMDA Memory consolidation
Memorycunsolldatlun (il impairment
PN
0 Emotional arousal T
Emotional arousal L
during encoding :> during encoding e 6 9 Fos
T GC
. GABArelease  Glutamatergic neuron Hippocampal CB1 deletion Glutamatergic neuron
HFD-fed mice + — GABA release
& N

Rimonabant _/w v
. Cll‘

GABAergic neuron
% GABAergic neul
( o @

o @
e’// inhibitory

6 Glutamate synapse
release synapse synapse release

Excitatory
synapse

Memory consolldatlon
Memory consolldatlon eCB @ u To—

’ ! —— ‘e (o)
Emotional arousal Emotional arousal FOS
during encoding during encoding

(]

Figure 24. Modéles schématiques illustrant les possibles interactions entre GC et eCB lors de la
consolidation de la mémoire. Les interactions GC-eCB participent la consolidation de la mémoire de
reconnaissance d’objet chez les animaux contréles (en haut a gauche) mais perturbent celle des

animaux ayant consommes un régime HL pendant I’adolescence (en haut a droite). Le blocage (en bas
a gauche) ou la délétion (en bas a droite) des CBI de [’hippocampe permet de rétablir une mémoire
de reconnaissance d’objet normale chez les animaux ayant consommés un régime HL pendant
I"adolescence (Adapté de Atsak et al, 2012a et Busquets-Garcia et al., 2013).

La tiache de reconnaissance d’objet

Nous avons décidé d’utiliser la MRO, une tache simple non aversive et ne nécessitant
aucune récompense alimentaire, basée sur la tendance naturelle des rongeurs a explorer
préférentiellement un nouvel objet par rapport a un objet préalablement rencontré (Ennaceur
and Delacour, 1988). Cette tache présente 1’avantage de permettre de faire varier 1’état
émotionnel des animaux au moment de I’apprentissage en jouant sur le niveau d’habituation
au contexte (Okuda et al, 2004). La consommation d’un régime HL a 1’adolescence perturbe
la consolidation de la MRO seulement quand les animaux ne sont pas préalablement habitues

au contexte. De maniére intéressante, chez des animaux contrdles, 1’injection de GC ou d’un
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agoniste CB; va faciliter la MRO a long terme seulement pour les situations présentant un
¢veil émotionnel assez important au moment de 1’encodage mais pas dans le cas ou la
situation est peu stressante aprées une habituation répétée au contexte dans lequel se déroule la
tache (Okuda et al, 2004; Roozendaal et al, 2006; Campolongo et al., 2014). A I’inverse, nous
montrons que le blocage des GR ou des CB; juste aprés 1’apprentissage dans un nouveau
contexte améliore la MRO des animaux exposés au régime HL indiquant qu’une trop forte
activation des GR ou des CB; perturbe la consolidation de MRO dans notre cas. Si les GC, et
par extension les eCB, jouent un réle clé dans le renforcement de nouvelles traces mnésiques
(McGaugh, 2004), il est en effet important de noter qu’ils modulent la mémoire chez
I’Homme comme chez I’animal en suivant une courbe en U inversée. La mémoire est
optimale avec des taux modérés de GC et d’eCB mais de trop forts ou trop faibles taux de GC
et d’eCB perturbent les mémoires dépendantes de I’hippocampe (Busquets-Garcia et 2013;
Puighermanal et al., 2009; Diamond et al, 2007; Kaouane et al, 2012; Lupien et al, 2007;
Okuda et al, 2004; Roozendaal, 2002). Dans le cas des souris HL il est évident que
I’apprentissage dans un nouveau contexte est suffisamment stressant pour perturber la
consolidation de la MRO. Il serait intéressant d’évaluer si chez des souris habituées au
contexte, une injection de GC ou d’agonsite CB; juste aprés ’apprentissage engendre

des perturbations chez les souris HL mais pas chez les souris controles.

Glucocorticoides, transmission glutamatergique et voies de signalisation

La transmission glutamatergique de I’hippocampe est nécessaire a la formation de la
MRO a long-terme chez des animaux non exposes au régime HL (de Lima et al, 2006;
Rampon et al, 2000). En utilisant une approche chémogénétique (DREADD Gi) nous avons
pu inactiver de maniére transitoire et spécifique les neurones glutamatergiques de
I’hippocampe au moment de 1’acquisition et ainsi obtenir une MRO & long-terme chez les
souris consommant le régime HL a 1’adolescence. Ces résultats indiquent que 1’hyperactivité
des neurones glutamatergiques de I’hippocampe suite a I’apprentissage est impliquée dans la
perturbation de la consolidation de la MRO suite & la consommation d’un régime HL a
I’adolescence.

Il a été montré que les GC jouent un réle crucial dans la modulation de la transmission
glutamatergique au niveau de 1’hippocampe. Les GC modulent le systéme glutamatergique
via I’action rapide non-génomique des GR (Karst et al, 2005b; Musazzi et al, 2010) ainsi que
via I’action génomique des GR (Yuen et al, 2011). En particulier les GC modulent la mobilité

des récepteurs AMPA au niveau post-synaptique (Groc et al, 2008) et augmentent les
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courants post-synaptiques excitateurs miniatures (mEPSC) dans les neurones de I’hippocampe
et I’amygdale (Karst et al, 2010; Olijslagers et al, 2008). Inversement, dans les conditions de
stress fort ou prolongé, I’activation du GR présente un effet négatif sur la transmission
glutamatergique au travers de 1’activation des récepteurs NMDA (Coussens et al, 1997). De
plus, le stress et les GC engendrent une accumulation du glutamate extracellulaire au sein de
I’hippocampe (Abrahdm et al, 1998; Lowy et al, 1993; Moghaddam et al, 1994; Stein-
Behrens et al, 1994; Venero and Borrell, 1999). De fagon intéressante, la consommation d’un
régime HL pendant I’adolescence induit des changements du métabolisme et de la
neurotransmission glutamatergique au sein de 1’hippocampe au niveau basal (Valladolid-
Acebes et al, 2012). Il serait donc intéressant d’évaluer la mobilité des récepteurs AMPA et
les niveaux de glutamate hippocampique aprés I’apprentissage de la MRO afin de savoir

s’ils sont modifiés chez les souris HL par rapport aux souris contréles.

Au niveau moléculaire, 1’activation des GR de I"hippocampe facilite la consolidation de
la mémoire de peur au contexte ou de I’évitement passif via une activation des voies de
signalisation impliquant le BDNF et son récepteur TrKB, la phosphorylation des MAPK dont
ERK1/2, de CREB et de CaMKII qui vont au final stimuler la transcription et la
phosphorylation des protéines synapsine-la/lb ( Chen et al, 2012; Revest et al, 2005, 2010,
2014). La phosphorylation des protéines synapsine-la/lb a son tour facilite la libération du
glutamate des vésicules pré-synaptiques des neurones pyramidaux de 1I’hippocampe (Chi et al,
2003; Jovanovic et al, 2000). On peut donc se demander si I’apprentissage de la MRO

engendre des activations différentes des ces voies de signalisation chez les souris HL.
Le systeme endocannabinoide

Nous montrons que la consommation du régime HL du sevrage a 1’4ge adulte, c'est-a-
dire pendant 1’adolescence, induit une augmentation des taux d’AEA, I’un des principaux
cannabinoides endogenes, au sein de I’hippocampe suite a 1’apprentissage d’une tache de
reconnaissance d’objet. L’ensemble des résultats obtenus chez I’animal et ’Homme indique
que Le systéme eCB subit également d’importants changements pendant 1’adolescence
(Ellgren et al, 2008; Lee et al, 2013; Lee and Gorzalka, 2012; Rubino et al, 2015). Il serait
donc intéressant d’évaluer les effets de la consommation du régime HL démarrant au
sevrage sur la maturation du systéme eCB a différents moments de 1’adolescence (avant et

apres puberté par exemple) notamment au niveau de I’hippocampe.
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Au niveau moléculaire, 1’activation du CB; conduit a la phosphorylation et 1’activation
des voies de signalisation impliquant MAPK kinase dont ERK 1/2 mais également mTOR
dont le blocage permet de prévenir les effets amnésiants du THC sur la consolidation de la
MRO (Howlett, 1995; Busquets-Garcia et al, 2011; Puighermanal et al, 2009, 2013). Donc il
sera également intéressant d’évaluer les patterns d’activation de ces voies de signalisations

suite a un apprentissage de la MRO chez les souris HL.

Enfin, si nous montrons que la délétion des CB; au niveau de I’hippocampe améliore
la MRO a long-terme suite a la consommation d’un régime HL pendant 1’adolescence, nos
résultats ne permettent pas d’identifier quels neurones sont réellement impliqués. Méme si
nous faisons une hypothese fortes sur les CB; des neurones GABAergiques, s’agit-t-il
réellement des CB; des neurones GABAergiques ou ceux des neurones
glutamatergiques jouent-ils un réle ? De plus il a recemment été mis en évidence que les CB;
des astrocytes jouaient un réle important dans la plasticité et la mémoire dépendante de
I’hippocampe (Han et al., 2012). 1l sera donc important d’envisager une délétion spécifique
des CB; exprimés sur les neurones GABAergiques, les neurones glutamatergiques ou les
astrocytes au sein de I’hippocampe. Des injections virales dans 1’hippocampe de souris CB;
floxed permettant d’apporter la Cre recombinase avec des promotteurs spécifiques (AAV-
Vgat-CRE, AAV-CamKII-CRE ou AAV-GFAP-CRE) et devraient permettre de répondre a

cette question.
L’amygdale et les projections amygdalo-hippocampiques

Il a été montré que I’activation du BLA est nécessaire dans la modulation de la MRO a
long-terme (Maroun and Akirav, 2008; Roozendaal et al, 2006). Dans ce travail de thése, il
semble également que 1’apprentissage de la reconnaissance d’objet (sans habituation au
contexte préalable) s’accompagne d’une hyperactivité c-Fos du BLA suite a la consommation
du régime HL a I’adolescence qui est annulée par I’antagoniste GR mais pas du tout par
I’antagoniste CB; (ce qui explique 1’absence d’interaction dans 1’analyse globale). Cette
hyperactivation GR-dépendante du BLA pourrait contribuer a la perturbation de la
consolidation de la MRO chez les souris HL. Des études sont en cours afin d’évaluer si
I’inactivation transitoire du BLA, par une approche DREADD Gi, facilite la

consolidation de la MRO suite a la consommation d’un régime HL a I’adolescence.

L’activit¢ noradrénergique du BLA pourrait également étre impliquer dans la

perturbation de la MRO induite par le régime HL a I’adolescence puisque les effets du GC
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dans la modulation de la consolidation de la MRO nécessitent 1’activation noradrénergique du
BLA (Maroun and Akirav, 2008; Roozendaal et al, 2006). De plus, I’action noradrénergique
du BLA a son tour module la plasticité synaptique au sein de I’hippocampe et la consolidation
de la MRO (McReynolds et al, 2014). En effet de nombreuses données indiquent des
interactions entre hippocampe et amygdale au niveau anatomique et fonctionnel (Dolcos et al,
2004; Huff et al, 2006; McGaugh, 2004; Mclintyre et al, 2005; McReynolds et al, 2014;
Richardson et al, 2004). On peut donc se demander si dans nos conditions la plus forte
activation de I’hippocampe est due en partie a 1’activation du BLA chez les animaux HL. I
serait donc intéressant d’investiguer les effets de I’inactivation spécifique des projections
amydalo-hippocampiques au moment de ’apprentissage dans la consolidation de la MRO
chez les souris consommant le régime HL a I’adolescence. Nous pourrions pour cela
envisager d’utiliser la combinaison d’approches virales utilisant par exemple des DREADD
floxées (AAV-DREADD-Gi séquence-inversée) dans le BLA et un virus rétrograde portant la
Cre recombinase (CAV-2-CRE) dans I’hippocampe.
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adénosine mono-phophate cyclique

aversion olfactive conditionnée

acide ribonucleique messager

arginine vasopressine

facteur neuro-trophique cérébral (brain-derived neurotrophic factor)
barriere hémato-encéphalique

noyau basolateral de I’amygdale

corne d’Ammon de I’hippocampe

récepteurs endocannabinoides de type 1

cortex préfrontal

cortex préfrontal médian

protéine se fixant aux CRE (C-AMP Response Element-binding protein)
corticolibérine (corticotropin releasing hormone)

gyrus denté (dentate gyrus)

obésité induite par le régime alimentaire (diet-induced obesity)
endocannabinoides

acide gamma-aminobutyrique

glucocorticoides

récepteur des glucocorticoides
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(Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis)
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indice de masse corporelle

calories
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dépression a long terme (long term depression)

potentialisation a long terme (long term potentiation)
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MR récepteur des minéralocorticoides

MRO mémoire de reconnaissance d’objet
NMDA acide N-méthyl-D-aspartique
OMS organisation mondiale de la santé
PKA protéine, la kinase A

PVN noyaux paraventriculaire

THC tetrahydrocannabinol

TNF facteur de nécrose tumorale
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