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Résumé

Le binge drinking (BD) est un mode de consommation d’alcool trés répandu chez les jeunes
adultes et qui se caractérise par une prise massive et épisodique d’alcool dans un laps de
temps court afin d’atteindre rapidement I'état d’ivresse. Chez ces jeunes, le BD est
responsable de perturbations des capacités cognitives et la consommation des femmes
rattrape celle des hommes alors qu’elles seraient plus sensibles aux effets déléteres de
I’éthanol (EtOH) sur le cerveau. Dans ce contexte, il nous est apparu important de comprendre
les différences liées au sexe dans les effets du BD sur le fonctionnement cérébral, et
notamment la plasticité neuronale de I'"hippocampe, mécanisme cellulaire de la mémoire et
des apprentissages. Ainsi, les objectifs de ma these ont été i) d’explorer I'impact du cycle
ovarien sur les effets du BD sur la plasticité neuronale de I"hippocampe, ii) de mesurer la
modulation des effets de I'éthanol par les cestrogénes pendant I'adolescence chez la femelle
et chez le male, et iii) de chercher les mécanismes d’action impliqués. Ainsi, nous avons
enregistré chez la ratte adolescente la plasticité du réseau hippocampique ex vivo apreés une
exposition courte a I’éthanol apres 2 binges d’éthanol. Nous avons mis en évidence une
abolition de la plasticité de type dépression a long terme (LTD) a 24h de délai, seulement
lorsque I'administration d’éthanol était effectuée pendant le pic d’cestrogénes endogenes,
suggérant une interaction entre éthanol et cestrogénes (E2). Pour vérifier cette hypotheése,
nous avons mesuré chez des rattes puberes, prépubéres, et chez des males adolescents les
effets sur la DLT d’un traitement exogene d’E2+EtOH. L’abolition de la DLT a été observé a
chaque fois. L'utilisation d’antagonistes spécifiques nous a permis de mettre en évidence
I'implication des récepteurs aux cestrogenes, ainsi que de la sous-unité GIuN2B des récepteurs
NMDA dans ces résultats. Nous concluons que les cestrogenes pourrait étre un facteur de
vulnérabilité liés au genre vis-a-vis des effets de I'alcool sur les capacités cognitives chez les

femelles, pendant I'adolescence.

Mots-clés : alcool, plasticité synaptique, binge drinking, hippocampe, adolescence, cestrogene
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Abstract

Binge drinking (BD) is a kind of alcohol consumption mostly appreciated by young people and
defined by an episodic and huge alcohol intake in a short period of time in order to reach
drunkenness. Within young people populations, BD is responsible of cognitive impairments,
and the gender gap regarding alcohol consumption is now closed while women may be more
sensitive to the deleterious effects of ethanol (EtOH) on the brain. In this context, it appears
important to understand the sex-difference effects of binge drinking on brain function,
especially the neuronal plasticity of the hippocampus which is the cellular mechanism of
memory and learning. Thereby, the main goals of my thesis work were i) to investigate the
importance of the estrus cycle on the effect of a short BD exposition on the hippocampal
network plasticity, ii) to measure the estrogens-induced modulation of ethanol effects during
adolescence period in female and male rats, and iii) to explore action mechanisms that might
be involved. Thus, we recorded in adolescent female rats the plasticity of hippocampus slices
after a short BD exposition. We have shown a Long-Term Depression (LTD) plasticity abolition
24h after the first ethanol injection, only when ethanol was injected during the endogenous
peak of estrogens, suggesting an interaction between those two molecules. Then, we verified
the hypothesis of an E2-EtOH interaction in post-pubescent, pre-pubescent female rats as well
as in pubescent male rats after a treatment of exogenous E2 and EtOH. LTD abolition was
found in every group. We used specific antagonists to highlight the implication of estrogens
receptors and NMDA receptor GIuN2B subunit in those results. We concluded that estrogens
might be a gender driven vulnerability factor regarding alcohol effects on cognitive function

during adolescence.

Key words : alcohol, synaptic plasticity, binge drinking, hippocampus, adolescent, estrogen
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Résumé
etendu

Notre étude avait pour but la meilleure compréhension des effets d’une alcoolisation
ponctuelle importante (API), sur la plasticité de I’hippocampe, organe clé des mécanismes de
la mémoire et de I'apprentissage, ainsi que la mise en évidence d’une différence du genre
dans les effets déléteres d’une telle consommation. Notre précédente étude avait montré une
atteinte de la Dépression a Long-Terme (DLT), type de plasticité nécessaire a la mémorisation,
chez des rats males adolescents a la suite d’'un protocole d’API. Nous nous sommes donc
intéressés a l'impact que pouvait avoir les cestrogenes, principales hormones sexuelles
féminines, sur les effets que I’éthanol pouvait avoir sur la plasticité de type DLT chez des

femelles adolescentes.

Une API, ou binge drinking par son terme anglo-saxon, se définit comme la consommation
d’une importante quantité d’alcool dans un espace de temps court, de maniére ponctuelle et
épisodique, avec pour objectif d’atteindre rapidement I'état d’ébriété. C'est a notre époque
le mode d’alcoolisation le plus populaire chez les adolescents et les jeunes adultes. De
nombreuses études ont déja montré les effets néfastes de ce type de consommation lors
d’une répétition chronique avec de graves répercussions sur les capacités cognitives des
individus. Le cerveau n’atteignant sa maturation que vers les 25 ans, les adolescents et jeunes
adultes qui pratiquent le binge drinking présentent donc un cerveau plus susceptible aux
effets déléteres de I'éthanol. La communauté scientifique s’est intéressée aux effets a long-

terme de ce type de consommation sur la mémoire mais assez peu sur les effets qu’un faible
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nombre d’APl peut avoir sur les capacités cognitives. La mise en place de mécanismes
d’adaptation pathologique du cerveau pouvant survenir trés té6t dans la consommation
d’éthanol, il apparait important d’étudier et de comprendre les effets précoces que le binge
drinking peut induire sur la plasticité cérébrale. Pour étudier les répercussions d’une
exposition courte au binge drinking sur la mémoire, notre laboratoire a étudié chez des rats
males adolescents la plasticité de I'hippocampe aprés un faible nombre d’exposition a
I’éthanol. Cette premiere étude nous a permis de mettre en évidence une perturbation de la
mémorisation chez des rats males adolescents apres seulement 2 intoxications de type binge
drinking, accompagnée par une atteinte sélective et dramatique de la DLT hippocampique
puisque nous la retrouvons abolit 48h aprés I'exposition a I’éthanol. Cependant, la mise en
évidence d’une différence liée au genre sur ce type d’atteinte n’est pas connue, et la
différence dans la sensibilité des sexes vis-a-vis de ce type de consommation n’a été que peu
étudié. Aujourd’hui, I'écart de consommation entre les hommes et les femmes s’est
considérablement réduit, surtout chez les adolescents et jeunes adultes. Le binge drinking
touche donc les deux sexes et il apparait important de s’intéresser aux effets de I'éthanol
également chez les jeunes femmes, surtout pendant I’'adolescence qui voit apparaitre, par le

biais du cycle menstruel, de nouvelles molécules neuro-effectives : les cestrogenes.

Les effets de I'éthanol sur le cerveau sont différents en fonction de la quantité d’alcool
ingérée, du type de consommation et du stade de maturation cérébrale. Concernant
I'hippocampe, il a été montré que des atteintes de la transmission glutamatergique,
principalement sur les récepteurs NMDA, peuvent avoir des répercussions sur les capacités de
plasticité de cette structure. D’un autre coOté, les cestrogénes peuvent avoir un effet excitateur
des neurones de I’hippocampe par le biais de ses récepteurs ERa et ERRB. Toutefois, et a notre
connaissance, peu d’études ont été menées sur les effets d’une interaction potentielle entre
I’éthanol et les cestrogenes et sur I'implication que peut avoir une telle interaction sur des
atteintes de la plasticité neuronale et par extension, sur les capacités de mémorisation et

d’apprentissage des hommes comparativement aux femmes.

En partant de ce constat, le but de notre étude a été de mettre en évidence i) une
différence liée au sexe dans les effets précoces d’un faible nombre de binge drinking sur la

plasticité de I’hippocampe de rats femelles adolescentes, ii) 'implication des cestrogénes et
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iii) les mécanismes d’actions potentiels responsables de cette différence. Pour répondre a
cette question, nous avons séparé les femelles adolescentes en fonction de leur phase du
cycle ovarien au moment de l'injection d’éthanol et utilisé une injection d’cestrogene
exogene (le 17B-estradiol) pour mimer le pic endogéne chez des femelles pubéres, mais
également prépubéres et adultes afin d’en étudier les différences. Nous avons ensuite
comparé ces résultats avec ceux obtenus chez les males et étudier les effets de I’estradiol
chez les males. Enfin, une approche pharmacologique nous a permis d’étudier les

mécanismes d’actions sous-jacents.

Dans I'article issus de ces travaux, les rattes ont été étudiées pendant 3 périodes de leur
vie : la période prépubeére (25-30 jours), la période pubere (35-45 jours) et la période adulte
(200-250 jours). Les femelles ont recu 2 injections intrapéritonéales d’éthanol 20% (3 g/kg,
v/v) ou de solution physiologique sur une journée, a 9 heures d’intervalle. En fonction de la
guestion scientifique étudiée, les femelles pouvaient également recevoir une seule injection
i.p. d’estradiol (17B-estradiol a la dose de 180 pg/kg, en solution dans de I’huile de sésame)
guelgues minutes avant la premiére injection d’éthanol pour mimer un pic d’cestrogenes
endogenes. Les enregistrements électrophysiologiques ont été effectués 24h ou 48h apres la
premiere injection. Nos résultats ont permis de mettre en évidence une abolition de la DLT
chez les femelles puberes 24h apres I'exposition a I'alcool seulement lorsque I’éthanol était
injecté pendant le pic endogene d’cestrogenes, c’est-a-dire, pendant la phase du cycle cestral
appelée proestrus. Ce résultat est tres intéressant car il est différent de celui que nous avions
mis en évidence lors de notre précédente étude puisqu’a cette dose, les males du méme age
ne présentaient aucune altération de leur plasticité de type DLT. Afin de s’assurer de cette
abolition précoce de la DLT chez les femelles par rapport aux males, nous avons cherché a la
reproduire en injectant de I'estradiol exogéne quelques minutes apres I'éthanol chez des
femelles pubéres pendant une phase de cycle cestral caractérisée par un faible taux
d’oestrogénes circulant, mais également chez des femelles prépubéeres et des males
adolescents qui ne présentent pas de production importante d’cestrogenes endogenes. Nous
avons ainsi pu obtenir une abolition de la DLT lorsque I'estradiol était injecté de maniere
concomitante avec |’éthanol dans ces différents modeles animaux. La répétabilité de ce

résultat dans divers contextes expérimentaux indique sa robustesse et nous permet d’émettre
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I’hypothese qu’une interaction entre les 2 molécules pourrait étre responsable de cette
abolition. De la méme maniere, 24h apres l'injection d’estradiol concomitante a celle
d’éthanol, la DLT des rats males pubéres est abolie, soit plus t6t qu’en absence d’estradiol,

renforgant une nouvelle fois notre hypothese.

Dans un second temps, I'abolition précoce de la DLT chez les femelles par rapport aux
males indiquait une éventuelle différence de sensibilité de la plasticité hippocampique des
femelles vis-a-vis de I’éthanol. Différence de sensibilité qui pourrait corroborer les résultats
des études cliniques qui indiquent des perturbations mnésiques chez les jeunes femmes
bingers plus importantes que chez les jeunes hommes pratiquant le binge. Nous avons donc
voulu mettre en évidence une différence de sensibilité liée au genre. Pour se faire nous avons
augmenté la dose d’éthanol injectée a 3,75g/kg en i.p. a des rats males et nous avons mesuré
une abolition de la DLT dés 24h apreés traitement. Ce résultat est intéressant puisqu’il souligne
une différence de sensibilité entre les sexes pouvant étre attribuée a la présence des
cestrogénes chez les femelles. Néanmoins, chez les femelles adultes (200-250 jours), ni la
phase du cycle ovarien, ni l'injection d’éthanol, ni I'injection d’estradiol n’alterent la plasticité
de type DLT 24h ou 48h apreés le traitement. Ce résultat supporte I’hypothése d’une sensibilité
accrue aux effets de I’éthanol et des cestrogenes chez le modele adolescent.

Concernant les mécanismes d’actions de cette interaction, nous nous sommes penchés sur la
voie des récepteurs NMDA et plus particulierement de sa sous-unité GluN2B dont nous
connaissions son implication dans I'altération de la DLT chez le rat méale adolescent aprés un
traitement similaire a I’éthanol. Pour tester I'éventuelle implication de la sous-unité GIuN2B
chez les femelles lors de I'abolition précoce de la DLT, nous avons utilisé un antagoniste
spécifiqgue de cette sous-unité, le R025-6981 qui, lorsqu’appliqué dans le bain
d’enregistrement, altérait les potentiels post-synaptique excitateurs (PPSE) des récepteurs
NMDA de maniere plus importante chez les rattes traitées a I'estradiol et a I'éthanol, indiquant
une modification a la hausse de I'activation de la sous-unité GIuN2B dans les conditions ou ces
deux molécules sont présentes en méme temps. D’un autre coté, et parce que les cestrogénes
sont connus pour activer des récepteurs propres ERa et ERB, nous avons étudié I'implication
des récepteurs aux cestrogenes (ERs) en utilisant le tamoxifene, un antagoniste des ERs,
injecté en i.p. a la suite de I'estradiol et de I’éthanol, ou de I'estradiol seul. Nous avons ainsi
mis en évidence une prévention partielle de I'abolition de la DLT 24h apres l'injection

d’éthanol, d’estradiol et de tamoxiféne illustrant ainsi une implication des ERs dans |’abolition
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de la DLT. Notre étude permet de mettre en évidence les effets modulateurs des cestrogénes
sur les atteintes de la plasticité de I'hippocampe induites par I'éthanol, et ce, des les premiéres
prises massives d’alcool. L'utilisation des antagonistes suggerent que les cestrogenes, en
agissant sur les ERs, module I'expression de la sous-unité GIuN2B, comme pourrait le faire
I’éthanol. Cette accumulation de ces deux effets pourraient causer une augmentation de la
présence et de I'activité des récepteurs NMDA a la surface de I'élément postsynaptique ce qui
entrainerait une augmentation de I'entrée de Ca?*, aboutissant a I'abolition de la DLT. Cette
abolition de la DLT pourrait étre une cause ou une conséquence des atteintes mnésiques que
nous avions précédemment enregistrées chez le male adolescent dans un test
comportemental de reconnaissance d’objet et que nous retrouvons dans la littérature chez
les males et les femelles exposées aux cestrogenes et a I’éthanol dans des tests de peur
contextuelle conditionnée. Pris dans leur ensemble, ces résultats témoignent d’une différence
liée au sexe dans les effets de I'éthanol sur la plasticité de I'hippocampe chez les rats
adolescents pouvant étre causée par la présence d’cestrogenes chez les femelles. De plus, ces
résultats soulignent lI'intérét de prendre en compte les hormones sexuelles dans I'étude des
effets de I’éthanol sur les capacités mnésiques des adolescentes, période pendant laquelle se
croisent prise massive d’alcool et charge hormonale importante, qu’elle soit naturelle ou

pharmacologique avec la prise de pilules contraceptives.

Dans ce manuscrit, nous allons, dans un premier chapitre « Contexte scientifique », abordé
le binge drinking et I'état de consommation d’alcool en France. Puis nous nous intéresserons
a I’hippocampe, structure clé de la mémoire et de I'apprentissage, en portant une attention
particuliére a la plasticité synaptique, principalement la dépression a long terme. Nous finirons
ce chapitre sur les cestrogénes, passant sur ses généralités jusqu’a son implication dans la
mémoire, les différences liées au genre et son interaction avec I'’éthanol. Dans un deuxiéme
chapitre, nous présenterons notre méthodologie puis le troisieme chapitre sera axé sur nos
résultats obtenus lors de notre étude scientifique. Enfin, nous conclurons sur nos travaux et
offrirons des perspectives permettant de prolonger nos hypothéses dans un quatriemement
chapitre. Nous terminerons avec les résultats annexes obtenus au cours de cette these qui

vous serons présentés succinctement.
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Chapitre 1 :
Contexte
scientifique
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Alcool et Santé

1.Petite histoire de la consommation d’alcool:

L’alcool est le produit d’'une fermentation de produits alimentaires tels que les céréales,
le miel ou encore les fruits, en éthanol (dont la formule chimique est CH3CH,OH). Cette
molécule est une substance psychoactive qui a traversé les ages et que l'on retrouve
aujourd’hui sur nos tables sous la forme de boissons alcoolisées. La fermentation alcoolique
qui aboutit a I’éthanol, aussi appelé alcool éthylique, est un processus anaérobie qui permet
la transformation de sucres en éthanol dans des conditions particulieres et sous I'effet de
ferments micro-organiques tels que les levures. Par extension, le mot « alcool » désigne toute
boisson contenant la molécule « éthanol ». L’alcool au sens commun du terme ou les alcools
au sens de produits consommables se catégorisent selon les ingrédients ou le procédé de
fabrication utilisé. On distingue donc, et de maniére non exhaustive, les vins, les spiritueux,

les biéres, les cidres, les eaux de vie, les liqueurs, les élixirs,... etc.

La consommation d’éthanol sous forme de boissons alcoolisées ne date pas de |'ere
moderne de I'humanité. En effet, on trouve des traces de consommation d’alcool au
néolithique autour du XX®™e siécle avant J.-C. En 2018, une étude archéologique dans la
caverne de Raqgefet, au sud de Haifa dans le nord d’Israél, a mis en évidence ce qui est
considéré comme 'un des plus anciens sites de production d’une boisson fermentée proche
de la biere avec I'utilisation d’outils de stockage et de fermentation (Liu et al., 2018). On
retrouve également des traces d’utilisation d’alcool dans des résidus organiques a I'intérieur
de poteries ayant été utilisées dans la fermentation de la biére ou son stockage en Chine
antique, vers 7000 ans avant J.-C.. A cette époque, I'alcool était utilisé dans des contextes
sociaux, religieux et médicaux (McGovern et al., 2004). La premiére apparition de |'alcool

comme boisson manufacturée remonte a 4000 ans avant J.-C., en Mésopotamie, ou les
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Sumériens fabriquaient de la biere (Michel, McGovern and Badler, 1992). Par la suite, I'alcool
et sa fabrication apparaissent dans de nombreux écrits. D’abord en Egypte ou des papyrus
décrivent les processus de fabrication, de production et de commercialisation de la biere
(heneget) et du vin (Figure 1), et de maniére intéressante, les premiéres mises en garde contre
I'ivresse et ses conséquences physiques, comme les vomissements et les pertes de
consciences, mais également sociales, avec une stigmatisation des individus abusant de
I’alcool. Les jeunes égyptiens devaient donc associer I'alcool avec un évenement festif tout en
respectant les régles de savoir-vivre imposées par la société (Vernus, 2001, p381-382) C'est
également a cette période que la consommation d’alcool renvoie a la religion avec Osiris, dieu
de la mort mais également seigneur du vin lors de la féte des morts. Il était organisé pour lui
de grandes fétes alcoolisées et d’apres les Textes des Pyramides (les plus anciens écrits
religieux connus a ce jour) le vin est nécessaire aux sacrifices funéraires et constituaient la

boisson principale des pharaons dans |'aprés-vie (Mu-Chou Poo, p25-26).

% =
¥

oA EWw

Figure 1: Peinture murale du tombeau de Nakht le "scribe d’Amon".

Représente 2 paysans pratiquant la vendange pendant que d’autres foulent le raisin aux pieds. Le modt
est stocké dans des jarres. Partie basse de la paroi nord-ouest du tombeau

D’apres Davies 1917, pl. 26
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Dans I'ancien testament, on retrouve également cette référence a I'alcool, notamment
avec Noé qui dans la Genese est présenté comme le premier planteur de vigne (Genése 9.20-
21 « Et Noé commenca a étre cultivateur et il a planté une vigne ; et il but du vin, et il s’enivra
[...] »). On retrouve d’ailleurs dans la Bible plus de 500 citations sur le vin comme « sang des
raisins » (la Genese 49.11) ou encore « sang de la grappe » (le Deutéronome 32.12). Plus tard,
on retrouve ce rapport au divin chez les Grecs avec Dionysos (dieu de la vigne, du vin et de ses
exces), chez les Romains avec Bacchus, pour qui I'on organisait de grandes fétes. Mais la
encore, la consommation d’alcool était soumise a des regles sociales strictes car boire
beaucoup était mal vu méme si la fin de la conquéte de I'ltalie par I'Empire Romain (200 avant
J.-C.) marque le début d’une valorisation des exces de consommation et avec elle I'apparition
du premier jeu de boisson qui consistait a lancer un dé et a boire le nombre de verres indiqué
par le résultat, ce qui devait rapidement aboutir a un état d’ébriété. Par la suite, le nouveau
Testament donnera une nouvelle image du vin qui devient source de miracles lors des noces
de Cana, mais également source de vie lorsque le vin devient le sang du Christ. Avec la chute
de I'Empire Romain et la montée du christianisme, apparait le « culte de la vigne ». Les
monasteres sont les principaux producteurs et vecteurs de propagation de biéeres et de vins.
Au Moyen Age, malgré les répressions parfois violentes de I'Eglise concernant les abus
d’alcool, sa consommation globale reste trés répandue, si bien que les boissons alcoolisées
remplacent facilement |'eau potable d’autant plus que celle-ci reste de mauvaise qualité. On
trouve donc ici clairement un role hygiéniste de I'alcool comme médicament contre I'eau
impropre a laconsommation. Jusqu’a la fin du XV¢siecle, on reconnait a I'alcool des propriétés
curatives si bien que I'alcool distillé était synonyme de reméde vendu uniquement chez les
apothicaires. C'est au XVle siécle que le mot « alcool » est introduit dans son orthographe
actuelle dans notre langue. Il vient du mot arabe « Al Khol » qui apparait en langue romane
en 1278 et qui se traduit par « ce qui est trés subtil », traduisant une nouvelle fois la dimension
bénéfique et positive du breuvage. Avec 'apparition des boissons chaudes telles que le café,
le thé et le cacao, ainsi que I'amélioration de la qualité de I'eau, la consommation d’alcool
devient moins répandue au XVII® siécle. C’'est un siecle plus tard, avec le développement de
nouvelles techniques de distillation et d’agriculture, que les spiritueux, boissons a haut titre
alcoométrique, deviennent monnaie courante. Pendant cette période (début de la révolution
industrielle - fin XVIII®), les populations les plus exposées a la précarité, notamment les familles

ouvriéres, ont de plus en plus recours a I'alcool. Dans ce contexte, la consommation d’alcool
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peut étre comprise comme une automédication dans certaines populations afin de supporter
des conditions de vie difficiles. La premiére appellation « d’alcoolisme chronique » fut
employée par un médecin suédois, Magnus Huss, en 1849, dans son ouvrage Alcoholismus
chronicus publié en France en 1852. Dans son ouvrage, il y fait état des troubles mentaux et
des dommages hépatiques liés a la consommation chronique d’alcool et il décrit les effets de
I'alcool comme étant un lent empoisonnement du sang suivi d’un processus de lésion du
systeme nerveux. Par la suite, des politiques répressives et des campagnes contre 'alcool se
sont multipliées en France : loi du 13 février 1873 contre la répression de l'ivresse publique,
interdiction de I'absinthe avant la guerre de 1914, obligation d’enseignement sur les dangers
de I'alcool en 1895 et ce, malgré une valorisation de la consommation du vin en France avec
la création de I'cenologie, véritable science du vin, par la population bourgeoise qui, certes,
condamnait I'alcoolisme prolétaire mais qui élevait le vin et I'eau de vie a des produits du
terroir, symboles du raffinement et de culture. Ainsi, a la fin du XIX® siécle, 'ambigtité du
produit dans la société apparait clairement avec des politiques a la fois d’encouragement, de
valorisation marchande de I'alcool mais aussi des répressions et d’éducation aux dangers de
sa consommation. Une ambiglité que I'on retrouve tout a fait a notre époque contemporaine.
Jusqu’au milieu des années 1960, I'Etat ne parvient pas a stopper la croissance de la
consommation malgré les efforts de Pierre Mendés France, alors président du Conseil des
ministres francais et ministre des Affaires étrangeres, qui crée le Haut Comité d’étude et
d’information sur I'alcoolisme en 1954. Ce comité va mettre en place une série de mesures
visant a lutter contre I'alcoolisme en réduisant I'offre par la fermeture de débits de boissons,
en développant les campagnes de prévention routieres et scolaires, et en organisant des
campagnes publicitaires anti-alcool. Dans ce contexte, on rappellera une des mesures phares
de Pierre Mendeés France qui sera d’interdire la distribution d’alcool dans les cantines scolaires
en 1956 pour les enfants de moins de 14 ans. En effet, avant cette date, ils avaient droit a un
demi-litre de vin, de cidre ou de biere pendant leur déjeuner. Il a fallu attendre la fin du XX®
siecle pour trouver des consommations plus hygiénistes avec |'arrivée des « cols blancs »
buvant de I'eau sur leur lieu de travail et choisissant un vin de bonne qualité pour leurs invités,
et ce, pas plus d’une fois par semaine. Cet état d’esprit fut accompagné de nouvelles
réglementations visant a pénaliser I'abus d’alcool avec I'aggravation des peines pour conduite
en état d’ivresse en 1985, et la mise en place de campagnes publicitaires dont certains slogans

marqueront toute une génération, tel que « un verre ¢a va, trois verres bonjour les dégdts »
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(Diffusé a partir du 16 février 1984). Ce n’est qu’'en 1971 que l'on voit apparaitre
I’enseignement de I'alcoologie pour les étudiants de médecine, les professions paramédicales,
les juristes et les travailleurs sociaux. Enfin, ce n’est qu’en 1981 avec Alain Savary, alors
ministre de I'Education nationale, que les boissons alcooliques sont interdits des cantines
scolaires méme pour les 14 ans et plus. Il précisa que « I'eau est la seule boisson hygiénique
recommandable a table ». Cependant, malgré les efforts des politiques pour réduire la
consommation d’alcool, c’est 3 millions de décés dans le monde en 2016 qui sont attribuables
a I'abus d’alcool selon le dernier rapport de 2018 de I’Organisation Mondiale de la Santé, soit
plus de 5% (1 déces sur 20) de la charge de morbidité au niveau mondial dont plus des %
concernent des hommes. Ainsi, en 2017, en France, c’est 11,7 litres d’alcool pur qui sont
consommés chaque année par habitant de plus de 15 ans (Observatoire Francais des Drogues
et des Toxicomanies - OFDT, 2017) chiffre qui, malgré une réduction constante depuis le début
des années 1960, reste encore tres élevé au regard des risques sanitaires encourus par les

consommateurs.

2.’alcool en France, sa place et sa consommation

2.1 Représentation de I'alcool en France

L'alcool a une place particuliere en France. Profondément ancré dans notre histoire et
dans notre culture, I'alcool est d’abord associé comme un consommable festif avant d’étre
considéré comme une drogue dangereuse. Soirée entre amis, grande occasion ou moment de
détente apres une journée de travail, toutes les situations sont bonnes pour consommer et
cette habitude se remarque sur les chiffres de la filiere économique liée a I'alcool en France.
En effet, selon I'INSEE (I'Institut national de la statistique et des études économiques), les
ménages frangais ont consacré en 2015 pres de 20,7 milliards d’euros aux boissons alcoolisées,
ce qui représentant 1,3% de leur budget total uniguement en achat de boissons alcoolisées
(INSEE, 2017). L'importance de I'alcool est donc également économique puisqu’en 2013, la
filiere représentait pres de 22 milliards d’euros de chiffre d’affaire, principalement issu de la

viticulture (15 milliards). La France est le premier pays exportateur de vin, devant I'ltalie (Cour
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des comptes, 2016), ce qui rapporterait a I'Etat francais environ 3,2 milliards d’euros (OFDT,

2018).

L'alcool, bien que toxique, est donc une substance appréciée par les Francais, et cette
facette nocive est souvent masquée par le co6té social et convivial qui lui est attribué. Une
étude sur la perception des produits en France, en 2018, a révélé que seulement 24% des
individus interrogés (agés de 18 a 75 ans) citaient spontanément I'alcool comme étant une
drogue et ce, méme si 66% d’entre eux adhérent au fait que « "abus d’alcool pose plus de
probléme a la société que I'usage de drogue illicite » (OFDT, 2019). A I'inverse des drogues
illicites, I'alcool est rarement percu comme dangereux a la premiére utilisation (10% des
individus). Cependant, une majorité (79%) cite I'usage quotidien d’alcool comme principal
facteur de dangerosité. Ce paradoxe dans la perception de |'alcool est bien entendu renforcé
par la proximité avec ce produit puisque, contrairement au tabac, il ne souffre pas d’une limite
de sa visibilité. En effet, 23% des participants a I'enquéte se souviennent avoir vu ou entendu
une publicité pour une boisson alcoolisée au cours de la derniére semaine (OFDT, 2019). Ainsi,
et malgré la bonne conscience des effets déléteres de la substance, I'alcool reste dans I'esprit
collectif, associé a quelque chose de bon puisque 56% des individus considérent qu’offrir ou
boire de I'alcool fait partie des regles de savoir-vivre et que 45% des personnes considerent

gu’il est acceptable de boire son premier verre d’alcool avant 18 ans (OFDT, 2019).

Lorsqu’on parle de consommation d’alcool il faut prendre en considération les différents
usages possibles. Ainsi cing catégories d’usage chez I'adulte ont été définies dont deux ne
présentant pas ou peu de risques pour le consommateur. L’ensemble des définitions des
consommations est régulierement mis a jour dans le Manuel Diagnostique et Statistiques des
troubles Mentaux (DSM) dont I’édition la plus récente est la 5°™¢, publiée en 2013. La premiére
catégorie d’usage est caractérisée par I'absence de consommation d’alcool. La seconde
représente I'usage d’alcool qui ne dépasse pas le seuil de consommation recommandé par les
organismes de santé. Méme si le risque « 0 » n’existe pas avec l’alcool, ce type d’usage se
caractérise par une consommation ponctuelle ou réguliere mais qui n’induit pas de dommages
au niveau somatique, psychoaffectif et/ou social. La consommation de la substance reste
contrblée en fonction du contexte dans lequel elle est consommeée et I'usager ne présente pas
de dépendance et peut également arréter sa consommation lorsqu’il le désire. Pour une

consommation « sans risque » selon Santé Publique France, il ne faut pas consommer plus de
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10 verres d’alcool standard par semaine (un verre d’alcool standard, aussi appelé unité
d’alcool standard représente la teneur en alcool pur d’une boisson alcoolisée proposée dans
un débit de boisson qui est d’environ 10 g), pas plus de 2 verres standard par jour et avoir des
jours d’abstinence dans la semaine, sans distinction de sexe (MILDeCA, 2019). L'OMS, quant a
lui, recommande un maximum de 21 verres d’alcool pour un homme, 14 pour une femme,
avec une limite a 4 verres par occasions en plus d’une journée d’abstinence dans la semaine.
Concernant les catégories suivantes, il s’agit des usages a problémes. lls regroupent tout
d’abord l'usage a risque définit par une consommation pouvant potentiellement provoquer
des complications somatiques, psychoaffectifs et/ou sociaux, puis I'usage nocif (ou I'abus) qui
est caractérisé par une consommation induisant au moins un dommage repérable (sur un plan
somatique, psychoaffectif et/ou social) et enfin la dépendance qui se définit par la perte de

contrdle de la consommation.

2.2 Epidémiologie de la consommation d’alcool en France

L'OFDT, au travers de ses enquétes régulieres, fournit une image claire des
consommations des drogues sur le sol francais. Il est ainsi rapporté qu’en France, c’est en
moyenne 11,7L d’alcool pur par habitant agé de plus de 15 ans qui ont été consommés en
2017, ce qui équivaut a environ 2,5 unités d’alcool consommées chaque jour par habitant.
L'OFDT présente également des chiffres précis, permettant de mieux saisir les habitudes de
consommation des francgais, et ce dés le plus jeune age. Ainsi, I'enquéte HBSC (Health
Behaviour in School-Aged Children) réalisée tous les 4 ans depuis 1982 en partenariat avec
I’OMS collecte des données dans 41 pays ou régions principalement européens concernant
les habitudes et les historiques de consommation des éleves de 11 a 15 ans. La derniere
enquéte de 2014 révele que la moitié des éleves de 6¢a déja expérimenté I'alcool et ce chiffre
monte a 80% en classe de 3® avec une expérimentation plus précoce des garcons,
expérimentation que les filles rattrapent en classe de 3¢ En 2017, I'enquéte ESCAPAD
(Enquéte sur la Santé et les Consommations lors de I’Appel de Préparation A la Défense)
portant sur les jeunes Francais de 17 ans dévoile que 66,5% d’entre eux déclarent avoir bu au
moins 1 fois le mois précédant I'enquéte et 8,4% au moins 10 fois pendant cette méme
période. L'enquéte révele également que I'alcool est la drogue la plus consommée chez les

jeunes de 17 ans et que les garcons montrent une consommation réguliére plus importante
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que les filles (12% vs 4,6%). Enfin, concernant les 18-75 ans, 'OFDT montre que 39% de la
population présente une consommation hebdomadaire (63% pour les hommes vs 36% pour
les femmes) et 10% de la population consomme quotidiennement de 'alcool (15% pour les
hommes vs 5% pour les femmes) bien que la majorité concerne les plus de 50 ans. L'enquéte
précise que les femmes boivent de I'alcool régulierement, mais en plus petite quantité que les
hommes. Selon le Baromeétre de Santé publique, 24% de la population francaise des 18-75 ans
dépasse le seuil de consommation a faible risque soit un total de 10,6 millions de Frangais en
2017. Ainsi, en utilisant 'AUDIT-C (acronyme de Alcohol Use Disorder Test), un questionnaire
de dépistage mis en place par I'OMS qui interroge la consommation, les symptomes de
dépendance et les autres aspects d’'une consommation excessive, il est possible d’avoir un
apercu des modes de consommation en France en fonction des profils des consommateurs.
Quatre profils sont mis en avant, en prenant en compte les fréquences de consommation sur
12 mois, le volume d’alcool ingéré lors d’'une prise d’alcool standard, ainsi que la fréquence
des APIs (Alcoolisation Ponctuelle Importante), définis par 'OFDT comme étant la prise de 5
verres d’alcool standards pour un homme, et 4 verres pour une femme, en 2 heures lors d’une
méme occasion. En prenant ces informations en compte, en 2014, 37% des 18-75 ans étaient
des buveurs sans risques ponctuels 11% des buveurs sans risques chroniques, 31% des

buveurs a risque ponctuel et 8% des buveurs a risque chronique.

Les dommages sanitaires, sociaux et économiques liés a I'alcool sont importants. En
France, 41 000 déces sont liés a I'alcool, soit 11% de la mortalité globale des hommes et 4%
de la mortalité globale des femmes (Bonaldi and Hill, 2019). Dans le reste du monde, I'alcool
est responsable de 3 millions de déces en 2016 selon 'OMS, ce qui est supérieur a d’autres
maladies telles que le sida ou la tuberculose ou d’autres comportements sociaux comme les
violences. Cela représente 5,3% des déces dans le monde et ce chiffre atteint 13,5% pour les
jeunes (20-39 ans) (OMS, 2018). Il est intéressant de noter que trois quarts des déces
concernent des hommes. D’un point de vue économique, I’alcool a un colt important puisqu’il
est estimé par I'OFDT a 120 milliards d’euros par an en France, soit environ 1,3% du Produit
Intérieur Brut national. Ainsi, malgré une image toujours positive dans la société, I'alcool et
ses mésusages constituent un probléme de santé publiqgue majeur. D’autant plus que depuis
guelgues années, une nouvelle facon de consommer est arrivée en France, touchant

principalement les adolescents et les jeunes adultes, que I'on appelle le Binge Drinking. Ce
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mode de consommation caractérisé par une prise importante, massive et rapide d’alcool, a

des répercussions sur la mémoire, ce qui constitue le theme des travaux de cette these.
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Le Binge
Drinking

1. Définition du Binge Drinking

A I'heure actuelle, il n’y a pas de définition précise du Binge Drinking (BD). Selon le pays
ou les organismes de santé, les caractéristiques de ce mode de consommation peuvent varier.
Néanmoins, on peut noter un consensus sur les points essentiels. Le premier point est de
prendre en compte la quantité d’alcool consommeée, le deuxieme concerne la fréquence de
consommation, et enfin le troisieme fait référence a la durée pendant laquelle I'individu
consomme. Cependant, il faut également prendre en compte le caractere épisodique de la
prise d’alcool, marquée par la présence d’épisodes d’abstinence de durée variable entre les
épisodes de consommation. Il est important de noter qu’en fonction des pays dans lequel on
se trouve, le verre standard d’alcool peut ne pas étre le méme. Ainsi, et comme précisé
précédemment, un verre standard d’alcool en France contient approximativement 10g
d’alcool pur contrairement aux Etats-Unis ou un verre standard représente
approximativement 14g d’alcool pur et en Autriche ou il correspond a 20g d’alcool pur.
D’aprés Kalinowski et Humphreys (Kalinowski and Humphreys, 2016) la variation entre la
teneur en alcool d’un verre standard peut atteindre 250%. llIs précisent également que les
limites considérées comme étant a « bas risques » changent drastiquement, passant de 10g
par jour au Portugal a 56g par jour (pour un homme) aux Etats-Unis. La définition officielle de
I’'OMS du binge drinking est le fait de boire plus de 60g d’alcool pur au cours de la méme
occasion au moins une fois dans le mois. D’un autre coté, le NIAAA (National Institute on
Alcohol Abuse and Alcoholism) aux USA, définit le binge drinking comme un type de
consommation d’alcool qui amene le taux sanguin d’alcool a 0,08% ou plus, en une période
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de 2 heures (Courtney and Polich, 2009). Contrairement a la définition standard de 'OMS, la
définition du NIAAA introduit une notion de temps suggérant la recherche de I'état d’ivresse,
ce qui se rapproche plus du style de consommation observé dans la population pratiquant le
binge drinking. Ainsi, il a été mis en évidence qu’en fonction de la définition choisie (OMS vs
NIAAA), les groupes de sujets inclus dans les études cliniques révélaient des profils de
consommation et de sévérité des cas bien plus importants lorsque la définition de la NIAAA
était prise en compte (Rolland et al., 2017). Cette information est cruciale dans la démarche
médicale et |a prise en charge des patients. Ainsi, la fréquence de consommation de type binge
drinking est importante a prendre en considération, car elle permet notamment de
différencier les populations de bingers (fréquents vs non fréquents) d’autant plus que la
fréquence est un facteur de risque dans le développement d’une addiction (Kuntsche et al.,
2017). Dans un second temps, la vitesse de consommation est un point essentiel. Il a été mis
en évidence qu’une consommation rapide d’alcool entraine une éthanolémie importante et
dangereuse pour la santé (Smith et al., 2017). Cela s’explique par le fait que le foie ne peut
prendre en charge qu’approximativement 1 verre d’alcool par heure, le reste restant dans la
circulation sanguine. Enfin, les quantités d’alcool ingérées ne refletent pas forcément la réalité
et il a été mis en place de nouveaux paliers permettant de différencier les bingers des « bingers
extrémes » lorsque la prise d’alcool dépasse 112g d’alcool pur pour une femme et 140g pour
un homme au cours de la méme occasion (Hingson, Zha and White, 2017). Pour finir, et jusqu’a
présent, le caractere psychologique des bingers n’est pas pris en compte dans la définition du
binge drinking. Les différents criteres précédemment cités mettent en exergue la nécessité
d’une différenciation, d’une catégorisation des bingers en fonction de leur profil de
consommation. Une étude récente de notre laboratoire met également en évidence le profil
psychologique selon le modele biopsychosocial de la personnalité de Cloninger. Ainsi, les
bingers forment un groupe hétérogene et présenteraient au sein de sa population des profils
appartenant au type | de Cloninger (principalement caractérisé par I'évitement du danger)
mais également au type Il de Cloninger (recherche de nouvelles sensations) que ce soit chez
les hommes ou les femmes, méme si ces dernieres présentent également une consommation

d’alcool plus fortement liée a I'anxiété (Gierski et al., 2017a).
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2.Epidémiologie du Binge Drinking en France

Le binge drinking est une pratique relativement récente dans notre culture. L'OFDT utilise
I'appellation APl et a commencé a organiser ses questionnaires, notamment pour mener
I’enquéte ESCAPAD concernant les jeunes de 17 ans, mais également les enquétes du
Barometre santé en ajoutant la question « Au cours des 30 derniers jours, combien de fois
avez-vous bu au moins cinq verres en une seule occasion ? ». Ainsi en 2017, 44% des jeunes
agés de 17 ans déclaraient avoir pratiqué une APl au cours du mois précédant I'enquéte, 16,4%
déclaraient avoir pratiqué au moins 3 API le mois en cours et 2,7% plus de 10 le mois en cours.
Point intéressant, parmi ces jeunes, seulement un quart d’entre eux déclarait ne pas avoir été
ivre lors de leur derniére prise d’alcool, témoignant d’une réelle recherche de I'état d’ivresse.
L’étude montrait également que la derniere consommation lors du mois précédant I'enquéte
s’était déroulée pendant le week-end dans 90,5% des cas et une fois sur deux pendant un
événement particulier (féte, anniversaire ou autre). Egalement, la consommation s’était faite
entre amis (90,1%) mais chose plus surprenante, une bonne partie (29,8%) s’était faite en
présence des parents. Ces chiffres corroborent I'image festive de I'alcool dans notre société
mais également soulignent le poids social qui peut inciter les jeunes a consommer une plus

grande quantité d’alcool pendant une soirée entre amis.
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Figure 2: Graphique représentant le pourcentage de Frangais consommant de I'alcool
quotidiennement ou pratiquant au moins une API en fonction de I'dge.

Santé Publique France, Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire —BEH - février 2019

Cependant, les jeunes ne sont pas les seuls a pratiquer le binge drinking. Bien qu’ils soient
les acteurs majoritaires de ce mode de consommation, 'OFDT montre que les adultes
pratiquent également ce type de consommation. En 2017, 16% des 18-75 ans ont déclaré avoir
bu au moins 6 verres au cours d’'une méme occasion le mois précédant I'enquéte. Toutefois,
Richard et ses collaborateurs montrent bien que la pratique de I’API est plus forte chez les 18-
24 ans avec 54,1% (66,2% chez les hommes et 41,9% chez les femmes) et qu’elle diminue avec
I’age pour atteindre 19,7% chez les 65-75 ans (32,3% chez les hommes et 8,6% chez les
femmes) au profit d’'une consommation plus réguliere (2,3% chez les 18-24 ans vs 26% chez
les 65-75%) avec une différence entre les sexes également présente (38,5% des hommes vs
15% des femmes) (Richard et al., 2019). D’autre part, cette expérience de l'ivresse peut
commencer plus jeune. En effet, I'enquéte HBSC révele qu’environ 7% des éléves de 11 a 15

ans déclarent s’étre déja retrouvés en état d’ivresse (5% en classe de 6° vs 30% en 3°).
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Considérant que I'adolescence est une période critique dans la maturation cérébrale et que
I’'abus d’alcool par ce mode de consommation, se traduisant par une forte éthanolémie sur
une courte période de temps, peut avoir des effets désastreux sur le développement cérébral,

ces chiffres apparaissent alarmants.

3. Conséguence du Binge Drinking a court et

moyen terme

La pratique du binge drinking peut avoir de graves conséquences sur la santé. A court
terme, quelques minutes a plusieurs heures apres la prise massive d’alcool, cette derniere
peut entrainer de nombreux problémes : comas éthyliques, accidents et blessures dus a une
perte de controle moteur (en particulier les accidents de la route), les agressions physiques
et/ou sexuelles, des comportements a risques (Miller et al., 2007) et également les pertes de
mémoire transitoires, appelées « black-out ». Ces black-out sont définis par une amnésie sans
perte de conscience pendant un épisode de prise d’alcool en grande quantité (Jennison and
Johnson, 1994). lIs sont associés a des atteintes de I’hippocampe, notamment une inhibition
des fonctions de ce dernier mais également la mise en place de phénomeénes de
neuroinflammation et de neurotoxicité particulierement importante dans les processus de
mémorisation (pour revue (Lee et al., 2010; Hermens and Lagopoulos, 2018)). Il a également
été mis en évidence que plus la quantité d’alcool ingérée et la fréquence des épisodes de binge
drinking sont importantes, plus grand est le risque de développer de nombreux problemes
associés a l'alcool (Esser et al., 2012). Ces problemes sont d’autant plus importants qu’ils
touchent une population jeune, a un age ou le cerveau n’a pas encore terminé sa maturation
(se terminant vers les 25 ans) (Arain et al., 2013). L'adolescence est également une période
pendant laquelle I'individu est plus susceptible de consommer de I'alcool, poussé par une
pression sociale mais également par la maturation tardive des structures cérébrales
impliquées dans le contrdle inhibiteur (tel que le cortex préfrontal) I'incitant a perpétrer des
comportements a risque (Casey, Jones and Hare, 2008). C’est également une période pendant
laguelle le cerveau est le plus sensible a certains effets de I’éthanol. Ceci s’illustre en clinique
chez les jeunes adultes puisqu’a dose d’alcool ingérée équivalente, les individus agés de 21 a

24 ans présentent des perturbations plus importantes de la mémoire sémantique et visuelle
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gue des individus agés de 25 a 29 ans (Acheson, Stein and Swartzwelder, 1998). Cet effet est
retrouvé dans les modeles animaux puisque plusieurs études mettent en évidence que les
atteintes cérébrales associées a I'alcool et au binge drinking sont plus importantes chez des
rongeurs adolescents que des adultes, notamment en ce qui concerne la mémoire et la
neurogénése (Crews et al., 2000, 2006; White et al., 2000). De plus, il a été démontré, chez le
rat, que l'alcool avait un effet accentué sur les structures a maturation tardive, comme

I’hippocampe ou encore le cortex préfrontal (CPF) (White and Swartzwelder, 2004).

A moyen terme, plusieurs jours aprés I’exposition au binge drinking, les atteintes sont plus
séveres, notamment en ce qui concerne la mémoire. Un paradigme de binge consistant a
administrer 3 fois par jour pendant 4 jours de I’éthanol a la dose de 5g/kg par voie intra
gastrigue (méthode dite de gavage) montre une neurodégénérescence des structures du
systéme corticolimbique (incluant I’hippocampe) ainsi qu’une atteinte des fonctions
cognitives associées (Obernier et al., 2002). Des épisodes alcooliques répétés peuvent mener
a des troubles affectifs et comportementaux avec des replis sur soi, une agressivité accrue et
des états anxio-dépressifs pouvant conduire au suicide. Un comportement que I'on retrouve
augmenté chez les jeunes adultes de 18-25 ans pratiquant le binge drinking (Gonzalez, 2012).
Notre laboratoire a précédemment montré sur un modeéle animal que des doubles épisodes
de binge drinking (2 injections massives d’alcool (3g/kg, i.p., v/v) a 9 heures d’intervalle)
suffisaient a abolir de maniere sélective la dépression a long-terme (DLT) dans I’"hippocampe,
processus neurobiologique nécessaire a la mémorisation. Dans ce modele, les atteintes de la
plasticité ne sont récupérées que 4 jours apres la premiére injection (Silvestre De Ferron et
al., 2016; Drissi et al., 2020). Ces résultats montrent I'impact que peut avoir seulement
guelgues binges sur la mémoire et la nécessité de comprendre ces mécanismes pour élaborer
de meilleurs stratégies de prévention et/ou de prise en charge pour la population adolescente

et les jeunes adultes.
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4.Binge Drinking, adolescence et différences
lides au genre

La multiplication des consommations de type binge drinking entraine des conséquences
importantes sur le systéme nerveux central (SNC) chez I'adolescent et le jeune adulte. A long
terme, il a été montré que la pratique du binge drinking chez les adolescents est liée a de
sérieux problémes psychosociaux, incluant des comorbidités psychopathologiques (Deas et
al., 2002), de plus faibles résultats académiques (Kristjansson, Sigfusdottir and Allegrante,
2013), et des troubles neurocognitifs (Jacobus and Tapert, 2013). De plus, la précocité de
I'initiation a la consommation massive d’alcool augmente significativement le risque de
développement d’un trouble de l'usage d’alcool a I’age adulte, et donc des problémes qui lui
sont liés (Hingson, Heeren and Winter, 2006). C'est également le cas chez I'animal puisqu’un
paradigme d’intoxication intermittent a I’éthanol chez des rongeurs adolescents augmente la
consommation et la motivation a consommer a I'age adulte (Alaux-Cantin et al., 2013). Chez
les rats, malgré le fait que les femelles présentent une consommation plus élevée que les
males, ces derniers semblent plus sensibles a I'augmentation de consommation induit par
I’exposition pendant I'adolescence (Maldonado-Devincci et al., 2010), contrairement aux
souris, chez qui les femelles semblent les plus sensibles (Strong et al., 2010). Cette différence
peut étre causée par le modele animal, mais également pas les paradigmes d’alcoolisation qui
peuvent étre tres divergents, tant sur la dose d’éthanol administrée, que sur la fréquence et
la durée des administrations. Cependant cette différence entre males et femelles est tres
intéressante puisqu’on la retrouve chez I'Homme. En effet, les récentes données
épidémiologiques montrent une diminution des écarts de consommation, notamment chez
les jeunes. L'INPES montre que le binge drinking régulier chez les moins de 17 ans a augmenté
de 44,4% chez les jeunes filles entre 2008 et 2014 contrairement aux jeunes garcons chez qui
les niveaux de consommation restent stables pendant cette méme période (INPES, 2014). Ceci
est d’autant plus important que de nombreuses études montrent depuis quelques années que
les femmes seraient plus sensibles aux effets toxiques de l'alcool que les hommes. Cela
passerait par des atteintes cognitives plus sévéres a consommation égale (Zeisser et al., 2013;
Agabio et al., 2016) et ce, méme si la femme élimine plus rapidement |'éthanol que 'homme

(Thomasson, 2000; Dettling et al., 2007). Dans ce contexte, il apparait important que la
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recherche s’intéresse a la compréhension des effets délétéres du binge drinking sur le cerveau
immature des adolescents et jeunes adultes, en prenant compte des différences qui

pourraient étre liées au sexe.

La plupart des études cliniques dans les populations pratiquant le binge drinking montrent
une atteinte des volumes des différentes structures cérébrales. Ainsi, I'utilisation de I'imagerie
par résonnance magnétique (IRM) sur des adolescents agés de 12 a 17 ans avant et aprés 3
années de pratique du binge drinking montre une diminution des volumes de matiéres grises
et blanches cérébrales dans différentes structures (Squeglia et al., 2014). La suite de cette
étude révele que plus les épisodes de binge drinking sont réguliers et fortement alcoolisés,
plus les atteintes sont importantes avec une réduction du volume du néocortex en plus de
celle du cortex préfrontal (CPF), frontal (CF) et temporal (CT) (Squeglia et al., 2015). Des
résultats similaires ont déja été rapportés par I'équipe de De Bellis qui montre chez des
adolescents de 17 ans présentant des troubles de I'usage de I’alcool (TUA) une diminution des
volumes de du CPF, du thalamus et du cervelet. Les auteurs soulignent également une
différence liée au genre puisque chez les jeunes hommes, linitiation précoce a la
consommation d’alcool entraine une diminution plus importantes du volume du cervelet a
I'adolescence comparativement aux jeunes femmes présentant des niveaux de
consommation similaire (De Bellis et al., 2005). Chez des adolescents pratiquant le binge
drinking, définit dans ces études comme la prise de 4 verres pour un homme et 3 verres pour
une femme au cours de la méme occasion, il a été mis en évidence des atteintes des volumes
des substances grise et blanche du cervelet (Lisdahl et al., 2013), et de I'épaisseur des cortex
frontal et temporal sans différence liée au genre (Pfefferbaum et al., 2016). Toutefois, les
auteurs ont observé une diminution des volumes corticaux et une augmentation des volumes
de substance blanche chez les jeunes adultes comparativement aux jeunes adolescents, sans
antécédent de binge drinking (Pfefferbaum et al., 2016), montrant le role de la maturation
dans les volumes cérébraux. Dans un modele animal, il a également été trouvé des altérations
de ces volumes chez des souris adolescentes males exposées a un protocole de binge drinking.
Ce protocole est composé d’une administration d’éthanol (5g/kg) en intra-gastrique par jour,
pendant 10 jours, suivie d’'un enregistrement a I'age adulte. Avec ce protocole, Coleman et
ses collaborateurs ont mesuré une diminution des volumes et de la densité du bulbe olfactif

et du prosencéphale, sans atteintes des performances lors d’un test du Labyrinthe de Morris
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(Morris Water Maze — MWM) (Coleman et al., 2011). Il a également été montré que la
pratique du binge drinking de maniére intense, appelée « heavy drinking », est associée a une
réduction des volumes de la substance grise dans les régions impliquées dans les fonctions
exécutives, dans la régulation des émotions et dans la mémoire, mais également dans des
atteintes des systemes de la récompense et du stress impliqués, entre autres, dans les
comportements d’addiction (Meda et al., 2017). Chez des bingers récents, définit par la
consommation de 5 verres d’alcool pour un homme et 3 verres pour une femme pendant la
méme occasion, une seule fois pendant le mois précédent I'étude, il a été mis en évidence une
altération de I'épaisseur corticale de ’"hémisphére gauche, dépendante du sexe puisque les
jeune femmes bingers présentaient une augmentation de cette épaisseur tandis que les
jeunes hommes montraient une diminution de ce facteur (Squeglia et al., 2012). Ces atteintes
se traduisaient par une diminution des performances visuospatiales, du contréle inhibiteur et
de I'attention chez les femmes alors que seule I'attention était altérée chez les hommes
(Squeglia et al., 2012), soulignant une vulnérabilité des fonctions cognitives plus importante
chez les jeunes femmes.

En accord avec ces résultats, il a été observé chez des individus considérés comme « heavy
drinkers » (3,5 jours de consommation/semaine, >10 verres par occasion), une diminution de
I'attention et des réponses inhibitrices associées a un dysfonctionnement de plusieurs
structures dont I’'hippocampe (Ahmadi et al., 2013). Cependant, des résultats contradictoires
sont retrouvés sur les atteintes des volumes cérébraux. En effet, chez des individus pratiquant
le binge drinking (5 verres pour un homme, 4 verres pour une femme en 2h, et au moins 1 fois
par semaine depuis 6 mois), on retrouve une augmentation des volumes des cortex préfrontal,
striatal et médiotemporal des jeunes femmes et une diminution de ces méme volumes chez
les jeunes hommes (Kvamme et al., 2016). Toutefois, dans le cas des troubles de l'usage
d’alcool répondant aux criteres du DSM-IV, les adolescents présentent des altérations inverses
avec une augmentation du volume du CPF chez les hommes, et une diminution de ce volume
chez les femmes (Medina et al., 2008). L’hippocampe fait également partie des structures

touchées par ces altérations des volumes cérébraux (Nagel et al., 2005; Howell et al., 2013).

Pris dans leur ensemble, ces études indiquent que les atteintes des volumes cérébraux
dépendent de la quantité d’alcool ingérée pendant les périodes de binge, de la fréquence a

laquelle les individus pratiquent cette consommation, mais également de la structure étudiée
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et du sexe de l'individus. Concernant ce dernier point, on pourrait supposer que les différences
observées entre les hommes et les femmes pendant I'adolescence, peuvent étre la résultante
de la différence des genres dans le commencement de I'élagage synaptique, qui survient
approximativement 2 ans plus tot chez les jeunes femmes (Zaidi, 2010), mais également dans
I'organisation de cet élagage, plus important chez I'lhomme, qui pourrait impliquer les

hormones sexuelles (De Bellis et al., 2001).

Ces atteintes de volumes sont accompagnées de troubles fonctionnels avec des
diminutions des fonctions des aires cérébrales impliquées dans I'attention, la mémoire de
travail et les performances visuospatiales chez les adolescents aprés consommation d’alcool
(Tapert et al., 2002; Hanson et al., 2011). Par exemple, Campanella et ses collaborateurs ont
mesuré chez des bingers (environ 9 verres par occasion, 2,7 jours/semaine), une
augmentation de l'activité des aires motrices supplémentaires pendant des taches de
mémoire de travail, malgré des performances similaires a des sujets témoins (Campanella et
al., 2013). L'utilisation de I'imagerie par tenseur de diffusion (ITD) a également permis de
montrer un changement de |'anisotropie fractionnelle, un marqueur d’intégrité de la
substance blanche, dans plusieurs régions cérébrales associées a la « gueule de bois » dont les
cortex pariétaux et temporaux, le corps calleux, mais également le cervelet (Jacobus et al.,
2009; McQueeny et al., 2009). Ces changements de I'anisotropie peuvent étre différents en
fonction du sexe. En effet, 'équipe de Smith a montré chez des jeunes adultes présentant un
score de binge de 30 ou plus sur un test AUQ (Alcohol Use Questionnary) une atteinte
différentielle en fonction du genre. Ainsi, les jeunes femmes présentaient une augmentation
de I'anisotropie fractionnelle de la substance blanche de plusieurs régions du cerveau
contrairement aux jeunes hommes qui présentaient une diminution de ce facteur (Smith et
al., 2017). La pratique du binge drinking, et par extension, du « heavy drinking », pendant
cette période de neurodéveloppement importante, semble donc altérer les structures et
I'activité des régions cérébrales pouvant, sur le long terme, déboucher sur le développement

d’un trouble lié a 'usage d’alcool a I'adge adulte.

Une étude chez 'Homme menée par Maurage et ses collaborateurs a montré une
diminution des performances lors d’une tache auditive simple révélant un « ralentissement

cérébral » des bingers adolescents apres une période de binge drinking de 9 mois (Maurage
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et al., 2009). Ces résultats sont intéressants puisqu’ils rejoignent une autre étude qui s’est
penchée sur une comparaison concrete des effets cognitifs du binge drinking en mesurant les
performances d’étudiants bingers de 19 ans et d’individus plus agés. Les auteurs de cette
étude ont ainsi mesuré des scores similaires entre des jeunes bingers de 19 ans et des individus
de 69 ans dans des taches explorant les fonctions exécutives, suggérant alors que la pratique
du binge drinking entrainerait un vieillissement précoce des structures impliquées dans les
fonctions cognitives (Sanhueza, Garcia-Moreno and Expésito, 2011). L’équipe de Maurage a,
par la suite, comparé des bingers avec des individus consommant autant d’alcool mais de
maniere plus répartie dans le temps, révélant une plus grande atteinte des fonctions
cognitives visuelles (visual oddball task) chez les bingers. Cette étude souligne I'importance
non seulement de la quantité d’alcool ingérée mais également du pattern de consommation
alternant phase de consommation et de sevrage (Maurage et al., 2012). Chez les adolescents
et les jeunes adultes, il a été mis en évidence une diminution de I’activation du CPF antérieur
pendant un exercice de mémoire de travail visuel (Crego et al., 2010), contrairement a I'équipe
de Schweinburg qui montre une hyperactivation des régions frontales et pariétales associée a
une hypoactivation de I’hippocampe (Schweinsburg et al., 2010). Cette différence peut étre la
cause de la définition de binge drinking utilisée dans ces deux études (voir tableau 1). De plus,
une étude comparant les profils d’étudiants « low drinkers » (pas de TUA, moins de 3 jours de
consommation par semaine depuis 6 mois) et « heavy drinkers » (TUA déclaré, plus de 3 jours
de consommation par semaine depuis 6 mois et pratiquant le binge drinking avec 5 verres
pour les hommes et 4 pour les femmes, lors de leurs jours de consommation), montre une
augmentation locale de la quantité d’oxygene (signal de type BOLD : Blood-oxygen-level
dependent) associée a une hyperactivation des régions impliquées dans I'attention visuelle, la
motivation et la mémoire, notamment I'hippocampe, chez les « heavy drinkers » lorsqu’ils
voient un stimulus rappelant I'alcool, sans différence notable entre les sexes (Dager et al.,
2013). Il est intéressant de noter qu’en présence d’un stimulus associé a I’alcool, les jeunes
bingers présentent une augmentation de I'activation des régions mésocorticolimbiques,
incluant I’hippocampe (Cservenka and Brumback, 2017) mais également une augmentation
de la réponse des potentiels évoqués associés a I'alcool, et que cet effet est plus prononcé
chez les hommes que chez les femmes (Petit et al., 2013).

La pratique du binge drinking est également associée a une diminution des performances

exécutives (Gil-Hernandez et al., 2017) ainsi qu’une altération de la mémoire prospective
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(Heffernan et al., 2010) et a une plus faible mémoire déclarative (Parada et al., 2011). Carbia
et ses collaborateurs ont montré que, sur un suivi de 6 ans, les binge drinkers ont plus de
difficultés dans le rappel immédiat et différé d’une information verbale comparativement a
des individus témoins. De plus, ils ont mis en évidence une récupération des fonctions
cognitives chez des individus ayant arrété la pratique du binge drinking depuis plus de 44 mois

(Carbia et al., 2017).

Il est intéressant de noter qu’a I'aide de I'IRM fonctionnelle, il a été mis en évidence une
activité altérée des différents lobes cérébraux lors de tache de mémoire de travail spatiale
chez des adolescents bingers avec une augmentation de I'activité chez les hommes, mais une
diminution chez les femmes soulignant une différence de sensibilité a la consommation de
type binge drinking (Squeglia et al., 2012). Concernant I'aspect fonctionnel, les fonctions du
CPF dorsolatéral sont plus fortement diminuées chez les jeunes femmes pratiquant le binge
drinking (Scaife and Duka, 2009) et de la méme maniére, ces jeunes femmes présenteraient
des mémoires visuelle et spatiale plus sensibles que les jeunes hommes (Townshend and
Duka, 2005) . De plus, les jeunes femmes développeraient une « tolérance cognitive » aux
effets du binge drinking plus rapidement que les jeunes hommes, notamment dans des taches
de mémoire de travail visuelle (Vinader-Caerols et al., 2017). Pour le détail des modalités des
études cliniques abordés dans cette partie, nous invitons le lecteur a se reporter sur le tableau
suivant (Tableau 1).

Chez le rat, a I'aide d’un paradigme appelé « 4-day binge paradigm » consistant en un
gavage d’éthanol a 5g/kg suivi de 3 injections intragastrique d’éthanol par jour pendant 4
jours, et résultant en une alcoolémie importante (270mg/dL en moyenne), il a été mis en
évidence une neurodégénérescence de type nécrotique apres 2 jours dans le bulbe olfactif et
aprés 4 jours dans un grand nombre de structures chez le rat male adulte (Obernier, Bouldin
and Crews, 2002). Ces atteintes sont accompagnées d’une diminution des performances dans
différents tests cognitifs tels que le NOR, le MWM, l'apprentissage inversé, les tests de
mémoire de référence spatiale et de mémoire de travail spatiale, nécessitant, pour la plupart,
I"hippocampe (Obernier, Bouldin and Crews, 2002). Il a également été montré une diminution
de la survie et de la prolifération des cellules progénitrices neurales au sein de I’"hippocampe
jusqu’a 28 jours apres ce paradigme (Nixon and Crews, 2002), alors que l'intoxication d’un

unique épisode de binge drinking (5g/kg, 30% w/v, gavage), est suffisant pour diminuer la
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prolifération (Nixon and Crews, 2002). Vetreno et Crews ont montré en utilisant un modéle
de binges répétés pendant I'adolescence (2 jours a 5g/kg, 20% w/v en gavage, puis 2 jours
abstinent, alternés pendant 30 jours) une perte de la neurogénése au niveau de I’hippocampe
dorsal, pouvant se traduire a I’age adulte par une perte cognitive (Vetreno and Crews, 2015).
Des études récentes montrent que ces binges répétés provoquent une perte neuronale plus
forte dans le gyrus denté de I'hippocampe des femelles que des males, accompagnée d’une
mort cellulaire plus importante (Maynard et al., 2018). Ces atteintes cellulaires sont associées
avec une altération des performances lors de test de navigation spatiale accompagnée d’une
diminution d’expression des molécules trophiques dans I'hippocampe. Cependant, un test
apres une séance de binge drinking chez la femelle permet d’augmenter les molécules de
support trophique et stimule la repopulation des neurones du gyrus denté (Maynard et al.,
2018). Chez la ratte adolescente, un protocole de binge drinking, 1 a 4 cycles de 3 jours « on »
- 4 jours « off » d’administrations intragastriques a 3g/kg, permet de mettre en évidence une
diminution de la mémoire de reconnaissance et des niveaux de BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) 7,5 heures apres le dernier cycle. Ces perturbations sont récupérés apres
14 jours de sevrage mais toujours associés avec une augmentation de I'immunoréactivité de
GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Fernandes et al., 2018). Ces résultats suggérent que la
pratique du binge drinking chez les rattes adolescentes provoque une altération transitoire de
I'astrogliose de I’hippocampe, récupérée apres une période de sevrage, témoignant des

capacités de plasticité du cerveau.

Aussi, et comme présenté succinctement dans cette partie, l'alcool, et plus
particulierement le binge drinking, peut provoquer des troubles dans différentes structures
cérébrales. Chez les jeunes, il est associé a un risque accrue de développer a I'dge adulte un
comportement alcoolodépendant (Townshend and Duka, 2005; Kuntsche et al., 2017) ce qui
en fait un facteur de vulnérabilité important. D’autant plus que certains des troubles observés
chez les individus pratiquant le binge drinking sont similaires a ceux que I'on peut observer
chez des sujets alcoolodépendants (Petit et al., 2014). Les différences de genre observées dans
les études cliniques, comme dans les études précliniques, poussent la réflexion vers une prise
en considération du sexe des sujets dans les études, ce qui serait bénéfique a une
compréhension plus poussée des effets du binge drinking sur le systeme nerveux central, et
plus particulierement, sur I’"hippocampe et la mémorisation, dont une majorité des modeles
étudiés semblent indiquer une altération.
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Tableau 1: Résumé de la méthodologie et des effets observés sur les études cliniques portant sur le binge drinking

Abréviations : moy. : moyenne ; aug. : augmente ; dim. : diminue ; sem. : semaine ; env. : environ ; occas. : occasion ; avt. : avant; ap. : apres ; vol. : volume ; subs. : substance ; CPF :

cortex préfrontal ; lat. : latéral ; CT : cortex temporal ; TC : tronc cérébral ; init. : initiation ; ado. : adolescence ; TUA : trouble de I'usage d’alcool ; HD : heavy drinkers ; BD : binge

drinking/drinkers ; LD : low drinkers ; Question. : questionnaire ; hipp. : hippocampe ; CC : corps calleux ; hémis. : hémisphére ; AF : anisotropie fractionnelle ; BEC : éthanolémie ;

AUQ : Alcohol Use Questionnary ; NP : test neuropsychologique ; conso. : consommation ; PE : potentiels évoqués (EEG) ; MWS : mémorie de travail spatiale.

Hingson

2006

Squeglia
2014

Squeglia
2015

De Bellis
2005

Pfefferbaum

2015

Adultes

12-17

12-16

moy. 17

15-18

43093

40

134

42

88

Age premiére conso

suivi sur 3 ans avt. et ap. prise
d’alcool.

HD : 6 verres/occas. ; env. 100 verres
au total

HD suivis sur 8 ans

TUD : 7 verres/occas. ; max 12

>3 verres/sem.

BD : >4 verres Gf, 3 verres &/ occas.

Question.

DSM

IRM

IRM

IRM

IRM

Initiation précoce (14 ans) aug. risque développer TUA a I'age
adulte

Dim. vol. subs. grise et blanche plus importantes chez les HD

Dim. vol. matiére grise CPF lat. Et CT

Dim. vol. matiere blanche CC et pont du TC

TUA : dim. vol. CPF, thalamus, cervelet.

@ : init. précoce dim. importantes cervelet 3 I'ado.
® : pas d’effet d’initiation précoce

Jeunes adultes vs ado :

Dim. vol. et épaisseur vortical
Dim. vol. subs. Blanche

BD aggrave les diminutions

oui

non
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Lisdahl
2013

Squeglia
2011a

Meda
2017

Ahmadi
2013

Kvamme

2016

Medina
2008

Nagel
2005

Campanella

2013

16-19

16-19

18-23

18-20

moy. 21

15-17

15-17

moy. 20

106

59

122

92

76

BD : > 5 verres @¢f, 4 verres @/ occas.

1 BD/3 mois précédent
BD récent :
5 verres @f, 3 verres @/ occas.

1 seul BD/ 1 mois précédement

LD vs HD

LD <13 BD / 26 mois

HD >13 BD / 26 mois

LD vs HD

LD : 1 jour/sem. ; 2 verres, sans abus
HD : 3,5 jours/ sem. ; 10 verres, TUA
(91%)

BD : >5 verres @, 4 verres @ / 2h

1 BD/sem depuis 6 mois

TUA répondant aux criteres du DSM-IV

TUA, BD le week end
BEC env. 1,0g/L
BD: 2,7 jours/sem.

Env. 9 verres/occas.

IRM

IRM
NP

IRM

IRM
BOLD

Go-no Go

IRM
AUDIT

IRM

IRM

IRM

fonctionnelle

NP

Dim. vol. subs. grise et blanche cervelet

@' BD dim. épaisseur cortical hémis. gauche vs @# ctrl ; dim.
performances attention

® BD aug. épaisseur cortical hémis. gauche vs @ ctrl ; dim.
performances visuospatiale, inhibition, attention

HD : dim. vol. subs. grise régions exécutive, émotions,

mémoire, systeme de la récompense, stress.

HD: dim. attention et réponse inhibitrice avec dysfonction de

différentes structures dont I’hipp.

@®BD : aug. vol. CPF, striatal et médiotemporal

@'BD : dim. vol. CPF, striatal et médiotemporal

Ado TUA alteration vol. CPF antérieur

© TUA dim. VS § ctrl

@' TUA aug. VS @Fctrl

Ado. TUA: dim. vol. hipp. gauche sans répercussions sur la
mémoire

BD : aug. activité aire motrice supplémentaire pdt tache de

mémoire de travail malgré performances similaires aux ctrl

non

Oui

oui

oui
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Jacobus

2009

McQueeny

2009

Smith
2015

Tapert
2002

Hanson

2011

Maurage

2009

Sanhueza

2011

Maurage

2012

Crego
2010

16-19

moy. 18

18-25

16

13-18

moy. 18

moy. 19

moy. 21

moy. 18

73

462

91

80

95

BD: 25 verres Gf, 4 verres &
1 BD / 3 mois précédent

BD :>5 verres @, 4 verres &
1 BD / 3 mois précédent

BD score 230 sur test AUQ

Etude longitudinale de 16 a 24 ans
Antécédents de TUA

HD représente env. 23 conso./mois
Etude longitudinale sur 10 ans
Antécédents de TUA

HD représente environ 53 verres/mois
Ado. sans passé de conso.

BD représente env. 35 verres/sem.

BD : 28 verres Gf, 6 verres & /2-3h

LBD : >21 verres/sem, en 2,3 occas.
HBD : 242 verres/sem, en 3,5 occas.
BD : 26 verres/occas/ au moins

1 fois /mois

>3 verres/ heures

ITD

ITD

ITD
NP

NP

Question.

NP

NP

Question.

PE

NP

PE

PE
MW visuelle

BD : dim. AF cortex pariétal, temporal, CC, cervelet

BD : dim. AF aire des subs. blanche

®BD : aug. AF subs. blanche

@'BD : dim. AF subs. blanche

Dim. mémoire de travail chez @ et

HD associé a des difficultés de rétention, d’apprentissage et
d’attention

Sevrage induit pb visuospatial

HD associé a altération de la mémoire et des fonctions

visuospatiale

Aprés 9 mois, BD présentent des latences des potentiels
évoqués dans le traitement des émotions.

Idée de « ralentissement cérébral »

BD de 19 ans ont des scores similaires aux adultes de 69 ans
dans des taches de fonctions exécutives.

Idée de « vieillissement cérébrale »

HBD montrent atteintes des fonctions cognitives visuelles VS
LBD

BD : hypoactivation CPF antérieur

oui
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Schweinburg

2010

Dager
2013

Petit
2013

Gil-
Hernandez

2017

Heffernan
2010
Parada

2011

Carbia
2017

Squeglia
2016

16-18

18-21

18-27

13-22

17-19

18-20

moy. 18

16-19

24

65

56

322

50

122

155

95

BD : env. 10 verres/occas.

IRMf
Env. 21 verres/mois depuis 3 ans
HD vs LD
LD : sans TUA, conso. < 3 jours/sem.
depuis 6 mois IRM
HD : TUA, conso. = 3 jours/sem. en BD
BD : 5 verres Gf, 4 verres &
BD : 26 verres/occas.
>3 verres/ heure PE
>3 fois/sem.
Premiere conso. Env. 13 ans
BD : 26 verres @, 4 verres {2 (10g) pdt
une occas. (3-4 heures) N
1x/mois depuis 6 mois
BD: moy. 12 verres / occas. NP
2,5 occas./sem. Question.
BD : 26 verres/occas. ; 21BD/mois
>3 verres/ heure NP
Suivi sur 6 ans
BD sélectionnés via AUDIT
>6 verres/2 heures (BEC env. 0,8g/L) NP
BD : 5 verres @f, 4 verres & /occas. NP / IRMf
1x/3 mois Question.

BD : hyperactivation région frontale et hypoactivation de
I’hipp. pdt encodage verbal

HD : aug. BOLD et hyperactivation des régions impliquées dans
attention visuelle, motivation, mémoire, notamment hipp. lors

de la présence d’un stimulus associé a I'alcool.

BD : aug. réponses associées a I'alcool

@ plus concernés que

BD : aug. performance exécutrice plus faible que ctrl.

Groupe 19-22 ans plus atteint par cet effet

BD dim. nombre de combinaison action-lieu
Dim. mémoire prospective

BD dim. mémoire declarative associée a I’hipp.

BD associé avec dim. performances dans rappel immédiat et
différé VS non BD

Récent ex-BD (22 mois) montrent méme atteintes VS long ex-
BD (=44 mois).

©BD vs ctrl : dim. activation CF, CT et cervelet pdt MWS

@'BD vs ctrl : aug. activation CF, CT et cervelet pdt MWS

non

oui

non

non

oui
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Scaife

2009

Townshend

2005

Vinader-
Caerol

2017

moy. 20

moy. 20

moy. 22

60

172

BD : score > 24 sur test AUQ

BD : score > 24 sur test AUQ

BD: >6 verres @f, 5 verres @/occas.

(10g)

> 2 occas./mois

NP

Question.

NP

Question.

NP

BD : dim. fonctions liées aux CPF dorsolat chez &
Dim. fonctions liées au lobe temporal chez &f et oui
Aug. impulsivité motrice

@ BD : dim. performances mémoire de travail spatiale et test

oui
vigilance VS ctrl
Dim. mémoire visuelle immédiate ap. conso. alcool mais
tolérance cognitive chez . oui
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L"hippocampe

Notre étude s’est intéressée a I’hippocampe, structure largement reconnue comme étant
la clé de volte des apprentissages et de la mémorisation chez 'Homme comme chez les
vertébrés supérieurs. Avant de se pencher sur les effets de I’éthanol, et plus précisément de
I’alcoolisation de type binge-drinking, sur la mémoire, il nous faut replacer cette structure

dans son contexte anatomique (Figure 3).

Gyrus cingulaire

Septum FOI‘niX

Bulbe olfactif

Hypothalamus o .\
Amygdale \\\\

COI‘pS mammilalres Hlppocampe

Figure 3: Représentation schématique du systéeme limbique et de sa disposition spatiale
dans le cerveau humain.

Issu de https://gettingstronger.org/2012/01/hormesis-and-the-limbic-brain/ adapté par Rabiant K.

L’hippocampe est une structure bilatérale symétrique se trouvant dans le lobe temporal
médian. Elle doit son nom a sa forme particuliere, donné par I'anatomiste vénitien Giulio
Cesare Aranzio qui, en 1587, le compara pour la premiere fois avec I'animal éponyme. Chez

I'Homme, I"hippocampe dépasse la corne temporale du ventricule latéral et fait partie d’une

64



plus grande structure que I'on nomme formation hippocampique. Sur sa partie inférieure,
I’hippocampe est relié a la circonvolution parahippocampique par le gyrus parahippocampal,
lui-méme composé du subiculum et du cortex entorhinal. Sur sa partie supérieure, se trouve
le fornix, constitué par la fimbria. L’hippocampe est connecté via le cortex entorhinal et le
complexe fimbria-fornix a de nombreuses structures cérébrales telles que le cortex préfrontal,
le cortex cingulaire et le cortex piriform, mais également aux structure composant le systeme
limbique, a savoir 'amygdale, le cortex limbique, le septum, le thalamus, I’"hypothalamus et
les corps mamillaires. Ensemble, ces structures sont impliquées dans la gestion des émotions,
I’apprentissage, la mémorisation, I'olfaction, ’homéostasie, la régulation alimentaire et le
contréle du systeme nerveux autonome. Cette position anatomique fait de I’hippocampe une
structure impliquée dans différents systemes cérébraux et dont la modulation peut affecter

le fonctionnement de plusieurs structures cognitives.

1.Rappels anatomiques concernant
I"hippocampe :

1.1 Organisation cytoarchitecturale :

L’hippocampe est organisé en deux sections, regroupées dans I'espace comme deux « C »
s’emboitant I'un dans I’autre, a savoir, le gyrus denté (GD) et la Corne d’Ammon (CA). Le GD
est une région, enroulée autour de I'extrémité de ce qui est appelé hippocampus proper
faisant référence a ce que I'on appelle communément I'hippocampe et qui est constitué des
qguatre régions de la Corne d’Ammon. Plus précisément, le gyrus denté est composé de 3
couches cellulaires : le stratum granulosum contenant la plupart des corps cellulaires des
neurones granulaires dont les axones forment les fibres moussues et des interneurones, le
stratum moleculare, contenant I'arbre dendritique des cellules granulaires, ainsi que les
afférences du GD, et enfin l'hilus, couche de cellules polymorphiques, composée
d’interneurones et des collatérales issues des fibres moussues. Concernant la Corne
d’Ammon, elle est séparée en 4 aires, respectivement appelées Corne d’Ammon 1 (CA1), 2

(CA2), 3 (CA3) et 4 (CA4), disposées par ordre décroissant en partant du gyrus denté. Ces
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cornes possedent 5 couches cellulaires a I’exception de CA3 qui en posseéde 6, et se composent

de la fagon suivante, de la couche la plus superficielle a la plus profonde (Figure 4) :

1)

2)

3)

4)

5)

6)

L’alveus : couche la plus externe de I’hippocampus proper, contenant les axones des
cellules pyramidales qui se projettent sur le subiculum ou le complexe fimbria-fornix ;
Le stratum oriens : il contient les dendrites basales des neurones pyramidaux et recoit
les projections du septum et des fibres commissurales de I’hippocampe controlatéral
(surtout au niveau de CA2 et CA3). Chez les rongeurs, cette communication est plus
prononcée que chez les primates non-humains (Demeter, Rosene and van Hoesen,
1985).

Le stratum pyramidale : il contient les corps cellulaires des neurones pyramidaux,
principales éléments excitateurs de I’hippocampe, mais également le corps cellulaire
de nombreux interneurones. Au niveau de CA3, cette couche contient également les
synapses des fibres moussues qui traversent le stratum lucidum ;

Le stratum lucidum : uniquement dans le CA3, c’est une couche tres fine dans laquelle
passent les fibres moussues

Le stratum radiatum : contenant des fibres commissurales et septales, mais également
les collatérales de Schaffer qui sont une projection des neurones pyramidaux du
champ CA3 vers CA1l. Ony trouve également des interneurones.

Le stratum lacunosum-moleculare : le stratum lacunosum forme une couche fine
contenant des collatérales de Schaffer mais également les fibres de la voie perforante
issues du cortex entorhinal. Cette couche est souvent associée au stratum moleculare
en raison de leur nature fine. Le stratum moleculare compose la surface ou les fibres
de la voie perforante forment des synapses avec les portions distales des arbres

dendritiques apicaux des neurones pyramidaux.
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Figure 4: Représentation schématique des couches cellulaires des Cornes d’Ammon de
I'hippocampe

Présentées de la plus superficielle a la plus profonde.

Rabiant K.

1.2 La circuiterie intra-hippocampique :

Les principales afférences & I’hippocampe proviennent du cortex entorhinal. A I'inverse,
les efférences passent par le CA1 et vont vers le subiculum. Une fois dans I’hippocampe,
I'information parvient a CA2 via 2 voies, une directe et une indirecte. La voie directe est
composée des axones des fibres de la voie perforante provenant de la troisieme couche du
cortex entorhinal et se projettent au niveau de CA1 sur les dendrites apicales distales des
interneurones. Cette voie monosynaptique est appelée voie temporoammonique (ou voie TA-
CA1). Concernant la voie indirecte, il s’agit de la projection des fibres de la voie perforante
issues de la deuxieme couche du cortex entorhinal qui pénétrent dans le gyrus denté et qui
vont transmettre I'information via les cellules granulaires. Observé par le neuroanatomiste
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Ramon vy Cajal au début du XX® siecle, ce circuit part du cortex entorhinal dont les fibres
perforantes forment une premiére synapse sur les cellules granulaires du gyrus denté. Ensuite,
I'information se propage par les fibres moussues jusqu’a CA3 pour y former une deuxieme
synapse et enfin, les collatérales de Schaffer issues des axones des neurones pyramidaux de
CA3 transmettent I'information jusqu’a CA1, formant ainsi la troisieme synapse. L'information
retourne ensuite dans le cortex entorhinal et le subiculum via les axones de CA1l pour

compléter la boucle (Figure 5).

Voie directe

—— Circuit trisynaptique

CE

Collatérales
de Schaffer

<

Subiculum

—
HII D T L e
- —

Cellules
granulaires

|

Fibres
moussues

Fibres de la voie
perforante

Figure 5: Représentation graphique de la circuiterie synaptique d'une tranche coronale

d'hippocampe dorsal de rat illustrant la transmission trisynaptique.

CE : cortex entorhnial, GD : gyrus denté, CA3/CA1 : section 3 et 1 de la Corne d’Ammon, F : fimbria.

Principle of Neural Science — Fifth Edition, p1491, adaptée par Rabiant K.

1.3 Connexions efférentes :

Comme l'un des engrenages d’'une montre gigantesque, I’hippocampe communique en
permanence avec plusieurs structures cérébrales permettant la régulation de grandes

fonctions. Concernant les informations envoyées par I’hippocampe, ces dernieres circulent en
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partie par le fornix. C'est le cas du circuit hippocampo-mamillo-thalamique, aussi appelé
circuit de Papez d’aprés le neuroanatomiste américain James Papez qui théorisa son
fonctionnement en 1937. Ce circuit est impliqué dans la mémoire et connecte I’hippocampe
aux corps mamillaires par le fornix. L'information est ensuite projetée sur le noyau antérieur
du thalamus par le biais des tractus mamillo-thalamique qui la relaient au cortex cingulaire au
travers de la capsule interne. Enfin, le cingulum acheéve la boucle en renvoyant I'information
au cortex entorhinal. De plus, le subiculum, relié au cortex entorhinal est une voie de sortie
projetant des fibres vers diverses régions du cortex comme la circonvolution
parahippocampique, le cortex cingulaire, le cortex préfrontal et le cortex orbitofrontal (Figure

6).

Cortex cingulaire

)

capsule interne

cortex cingulaire

Cingulum

[ Cor‘ps mam-iuaires ] Tractus mamillo-thalamique

fornix

corps
mamillaires

hippocampique

Figure 6: Représentation graphique du circuit de Papez.

Sur la gauche, connexions schématiques entre les différentes structures impliquées. Sur la droite,
position anatomique des structures composant le circuit de Papez.

Extrait du site http.//lecerveau.mcgill.ca, adapté par Rabiant K.

L'implication de ce circuit dans la mémoire a été mise en évidence depuis longtemps,
notamment a l'aide d’études de cas de patients atteint de la maladie d’Alzheimer.

Récemment, il a été montré qu’une stimulation profonde du fornix permettait de déclencher
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des « flashbacks » mémoriels chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Deeb et
al., 2019), en plus de réduire la charge amyloide, responsable de la maladie, I'inflammation et
la perte neuronale chez les rats modélisant la maladie (Leplus et al., 2019). Le fornix permet
également de connecter I'hippocampe a d’autres structures comme I’hypothalamus, la
formation réticulée, le noyau accumbens et le tronc cérébral. Parmi ces structures, certaines

émettent en retour des informations vers I’hippocampe.

1.4 Connexions afférentes :

Concernant les informations envoyées a I'hippocampe, elles proviennent de 4 régions
principales. La premiere est le cortex entorhinal, intimement lié a I'hippocampe, qui transmet
les informations provenant des cortex préfrontal, cingulaire, temporal et pyriforme, mais
également de lI'amygdale, des aires pariétales, visuelles et olfactives et enfin du pré-
subiculum. Ensuite, les hippocampes sont reliés entre eux par la fimbria. Le tronc cérébral
envoie des fibres provenant du noyau médian du raphé et du locus coeruleus, dont une étude
récente a montré qu’une extinction de son activité altérait la formation de la mémoire au
niveau de CA3 (Wagatsuma et al., 2017). Enfin, le septum médian se projette également sur
I’hippocampe et jouerait un role dans la génération des ondes théta intra-hippocampiques
dont les fonctions sont encore débattues mais dont la fréquence des oscillations auraient un
role dans la navigation spatiale chez I’'Homme, mais également chez les rongeurs (Bohbot et

al., 2017).

2.Hippocampe et mémoire :

L'une des premieres occurrences de I'implication d’une partie de I’hippocampe dans les
processus mnésiques a été faite par trois scientifiques dans les années 1880 qui décrivirent
une atteinte cérébrale provoquant 'amnésie. De maniére intéressante, dans le contexte de
nos études, cette condition était associée avec la consommation massive d’alcool et a été
nommeée plus tard la psychose de Wernicke-Korsakoff. En 1881, Carl Wernicke travailla sur

trois patients, dont deux souffraient d’alcoolisme chronique. Il pratiqua a leur déces une
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autopsie révélant une atteinte de la substance grise autour du troisieme et du quatrieme
ventricule. D’'un autre c6té, Sergei Korsakov observa des cas cliniques similaires dont le
symptdéme principal était un déficit mémoriel. Enfin, Johann Bernhard Aloys von Gudden
associa plus tard ces symptomes avec une atteinte des corps mamillaires et du thalamus,
cibles importantes de la formation hippocampique. En 1900, Vladimir Bekhterev a mis en
évidence un ramollissement bilatéral des hippocampes et du cortex environnant lors de
I’autopsie de deux patients souffrant d’'un déficit important de la mémoire. Ces résultats sont

parmi les premiers a associer hippocampe et mémoire.

En 1957, les Dr William Scoville et Brenda Milner travaillerent sur le cas H. M. qui
présentait des crises épileptiques puissantes et résistantes aux traitements de 'époque. A la
suite de sa chirurgie consistant en I'ablation d’une partie du lobe temporal dans lequel se
trouve I'hippocampe, le patient souffrait d’'une profonde amnésie antérograde totale et
rétrograde légére, d’environ 11 ans (Corkin, 1984), qui persista jusqu’a sa mort en 2008. Henri
Gustav Molaison (26 février 1926 - 2 décembre 2008) était incapable de mémoriser de
nouveaux éléments apres son opération, mais gardait des souvenirs antérieurs a sa chirurgie.
Il était également capable de mémorisation a court terme, c’est-a-dire, de se souvenir pendant
une période courte de certains éléments (items) puisqu’il était capable de répéter des mots
et de rester concentré. Cependant, aprés une courte pause ou une distraction quelconque, il
les oubliait rapidement. Les capacités intellectuelles de Mr Molaison resterent toutefois
intactes, suggérant que les fonctions cognitives sont dissociables des fonctions mémorielles
et régies par des structures cérébrales différentes. Un autre phénomene intéressant concerne
la mémoire procédurale, liée aux habiletés et aux automatismes, puisque Mr Molaison était
capable, lors d’un test de dessin en miroir, d’améliorer ses performances au cours de la
journée et méme d’un jour a l'autre sans jamais se souvenir d’avoir effectué cette tache
auparavant (Milner, Squire and Kandel, 1998; Squire, 2009). Ce fait démontre I'existence de
plusieurs types de mémoire a long-terme, dépendant de différentes structures cérébrales.
L’équipe du Pr Squire en 2004 a classifié et caractérisé les différents types de mémoires a long-
terme (Figure 7), subdvisées en mémoire déclarative dite explicite, impliquant I'hippocampe,

et en mémoire non-déclarative dite implicite, n’engageant pas I’"hippocampe (Squire, 2004).
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Mémoire a long terme

Mémoire déclarative f Mémoire non-déclarative\
(explicite) (implicite)
Mémoire
Mémoire sémantique procédurale Conditionnement
(culture général, logique, etc...) (habileté et classique
automatisme)
Lobe temporal médian et diencéphale Striatum Amygdale et Cervelet

Memoire episodique

S - Apprentissage
Amorcage
(expéerience passee, efc...) cag SR astorShiE
| Lobe temporal médian et diencéphale | Neéocortex Réflexes

Figure 7: Catégorisation des différentes mémoires a long terme

D’apres les travaux de Squire, 2004 ; adapté par Rabiant K.

La mémoire déclarative fait référence a la mémoire qui peut étre évoquée, transmise
oralement. Dans cette mémoire, on distingue la mémoire sémantique qui reflete nos
connaissances générales et la compréhension de notions abstraites, et la mémoire
épisodique, qui représente toute nos expériences personnelles passées. Ce type de mémoire

fait intervenir le lobe temporal médian, et donc I’hippocampe, mais également le diencéphale.

Au contraire de la mémoire déclarative, qui peut étre communiquée a autrui, la mémoire
non-déclarative, également appelée implicite, fait référence a un rappel non-conscient des
expériences et des informations. On y retrouve la mémoire procédurale qui va nous
permettre d’apprendre une habileté motrice par exemple, et qui fait intervenir le striatum.
Onretrouve également la mémoire d’amorgage, qui va permettre de reconnaitre par exemple
des éléments inachevés (une moitié de dessin, le début d’un slogan, etc.), et qui fait appel au
néocortex. Le conditionnement classique est un apprentissage que I'on retrouve dans la
mémoire non-déclarative, il va permettre d’associer un stimulus a un événement ou a une
action. Il a été théorisé et mis en évidence par Ivan Pavlov au début du XX®™e siécle (Pavlov,

1929). Ce type d’apprentissage fait appel a 'amygdale et au cervelet. Enfin, 'apprentissage
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non-associatif désigne les apprentissages se traduisant par I'augmentation ou la disparition

d’une réponse face a un stimulus répété. Il utilise la voie des réflexes.

3.Plasticité synaptique

La mise en mémoire de I'information nécessite des modifications de la communication des
neurones dans le cerveau, notamment dans I'"hippocampe. La plasticité synaptique est I'un
des mécanismes pouvant expliqguer le phénomene de mémorisation. On peut définir
simplement la plasticité synaptique comme étant la capacité des neurones a modifier la force
ou l'efficacité de leur transmission synaptique sans rompre leur connexion. Ces modifications
peuvent étre plus ou moins rapides et/ou durables et se font en fonction des stimuli et du
développement de lindividu. Elles peuvent se traduire par une augmentation de la
communication entre les neurones, c’est ce qu’on appelle la Potentialisation a Long Terme
(PLT), ou a I'inverse, une diminution de la communication qui s’appelle la Dépression a Long
Terme (DLT). Ces deux types de plasticité seront détaillées par la suite. Notre étude s’est

intéressée a ces mécanismes que nous allons développer dans cette partie.

3.1 Concept de la plasticité synaptique :

Le cerveau possede des capacités d’adaptation lui permettant de modifier I'efficacité de
ses connexions entre les neurones. Cette notion a fait bien du chemin depuis son ébauche
dans le début des années 1900 jusqu’aux connaissances actuelles. D’abord théorisée par des
neuropsychologues comme William James et Eugenio Tanzi, la notion de plasticité cérébrale
se popularisa sous I'impulsion de Konorski en 1948 qui attribua au SNC deux propriétés
fondamentales, a savoir la réactivité et la plasticité, en affinant leur définition morphologique
(Konorski, 1948). Cependant c’est Donald Hebb, un neuropsychologue canadien, qui, dans son
ouvrage de 1949 intitulé « The Organisation of Behavior. A neuropsychological theory » , posa
les bases de la notion de plasticité synaptique telle qu’on I’a connait aujourd’hui. Dans cet
ouvrage, Hebb suggére que la stimulation synchrone et répétée de deux ensembles de

neurones interconnectés entraine un renforcement de leurs connexions, et a l'inverse, que
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I’'absence de stimulation entraine un affaiblissement voire une perte totale des connexions.
Ainsi, les phénomeénes d’apprentissages associatifs simples, de type conditionnement
classique, se mettraient en place par ce genre de mécanismes. Pour reprendre les termes de
Hebb : « Quand un axone d'une cellule A est assez proche pour exciter une cellule B de maniere
répétée et persistante, une croissance ou des changements métaboliques prennent place dans
I'une ou les deux cellules de telle maniere a ce que l'efficacité de la cellule A, comme
déclencheur de la cellule B, soit augmentée » (Hebb, 1949). Cette théorie appelée « postulat
de Hebb » fut reprise par la communauté scientifique contemporaine si bien que les synapses
dont les propriétés évoluaient a la suite d’'une activation synchrone étaient appelées
« Hebbian synapses » (synapses de Hebb). Toutefois et comme le stipule Hebb lui-méme dans
son ouvrage, sa théorie ne mettait pas en avant une nouvelle idée mais ne faisait que finaliser
celle déja existante s’appelant la « résistance synaptique », énoncé par Lashley en 1924
(Lashley, 1924). Dans une lettre qu’il adresse a un collegue, il affirma qu’il n‘avait pas
connaissance des travaux de Tanzi a qui il crédita cette théorie. Enfin, le neurophysiologiste
frangais Jacques Paillard argumenta I'emploi du terme « plasticité » qu’il réserva aux
changements du systeme nerveux qui étaient a la fois structurels et fonctionnels. Il précisa
gue la plasticité fait référence a un changement durable, a la suite d’une force qui affecte le
systeme a un temps « t », et I'opposa a Iélasticité, terme utilisé pour qualifier un systeme qui
retrouve sa forme initiale une fois que la force qui I'affecte disparait (Berlucchi and Buchtel,

2009).

3.1.1 Rappel sur la transmission synaptique :

La communication entre les neurones s’appelle la transmission synaptique. Il existe deux
types de transmission : le premier est électrique et utilise des jonctions communicantes (ou
GAP junction) qui permettent une transmission électrique directe du neurone présynaptique
au neurone postsynaptique. On peut retrouver cette transmission dans I’hippocampe de rat,
au niveau de CA1 et CA3, reliant des cellules non pyramidales (Kosaka and Hama, 1985). Le
second est chimique et utilise des neurotransmetteurs pour relayer I'information. Ce type de
transmission est le plus répandu dans le cerveau, notamment dans |'hippocampe. La
transmission chimique se déroule en plusieurs grandes étapes partagées par les différentes

synapses chimiques :
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- Synthése du neurotransmetteur dans I’'élément présynaptique,

- Stockage du neurotransmetteur dans le bouton présynaptique,

- Libération par exocytose du neurotransmetteur dans la fente synaptique (espace
séparant I’élément pré- et postsynaptique).

- Fixation du neurotransmetteur sur ses récepteurs spécifiques au niveau de I'élément
postsynaptique. Il est possible de trouver ces récepteurs sur I'élément présynaptique
(rétroaction) ou en dehors de la fente (cellules gliales).

- Fin de la transmission synaptique par recapture du neurotransmetteur (dopamine,
norépinephrine, glutamate et GABA), par dégradation (acétylcholine) ou assimilation

et métabolisation par les cellules gliales (glutamate).

Les récepteurs spécifiques ont différentes propriétés. lls peuvent étre métabotropiques
ou ionotropiques. Les récepteurs métabotropiques sont indirectement liés aux canaux
ioniques présents sur la surface de la cellule par le biais d’'une transduction du signal
impliquant le plus souvent une protéine G. Leurs effets sont plus durables dans le temps et
peuvent affecter une plus grande partie de la cellule.

D’un autre cOté, les récepteurs ionotropiques s’activent plus rapidement que les recepteurs
métabotropiques. Leurs effets durent moins longtemps et agissent sur une région limitrophe
de leurs récepteurs. Il s’agit de récepteurs perméables aux ions, leur permettant de traverser
la membrane de la cellule en réponse a la fixation d’un neurotransmetteur. Ces « récepteurs-
canaux » vont, lors du contact du neurotransmetteur, changer de conformation, ouvrant le
passage a un ou plusieurs ions différents. Ce mouvement ionique va modifier le potentiel de
la membrane du neurone postsynaptique. Ainsi, une dépolarisation de la membrane va se
traduire par une excitation du neurone, ou a linverse, une hyperpolarisation par une

inhibition du neurone.

3.1.2 Modulateurs de la plasticité

La transmission rapide d’informations au sein des synapses chimiques passe
principalement, au sein du SNC, par le glutamate et I'acide gamma-aminobutyrique (GABA)
sur lesquels nous nous concentrerons dans cette partie. Le glutamate est le plus souvent
responsable d’'un message excitateur (neurones excitateurs) tandis que le GABA est le

neurotransmetteur inhibiteur le plus répandu (neurones inhibiteurs).
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Une fois libéré dans la fente synaptique, le glutamate va se fixer sur ses récepteurs
spécifiques. Il en existe quatre de nature ionotropiques (nommés AMPA, NMDA, Kainate et
delta), et huit de nature métabotropiques (mGIuR1 a 8) qui sont répartis en trois groupes (I, Il
et Ill) en fonction de la structure de leur récepteur et de leurs effets physiologiques. Les
récepteurs ionotropiques servent a la fois de récepteurs pour le ligand, le glutamate, mais
également de canal ionique activé par la fixation du ligand. Ces récepteurs portent le nom des
agonistes qui ont été utilisés pour mettre en évidence leur activation (a I'exception des
récepteurs delta). Ainsi, I'on retrouve les récepteurs AMPA, sensibles a I'acide alpha-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique, les récepteurs NMDA, activés par le N-méthyl-D-
aspartate, les récepteurs Kainate, activés par le kainate et enfin les récepteurs delta qui ne
peuvent pas se lier au glutamate mais qui semble pouvoir se lier a la glycine et la D-sérine
(Lomeli et al., 1993; Naur et al., 2007). Ces récepteurs ionotropiques sont composés de quatre
sous-unités formant un canal ionique dans la membrane. Cette structure tétramérique a
besoin pour fonctionner que ses sous-unités appartiennent a la méme classe (AMPA, NMDA,

Kainate ou delta).

Les récepteurs de type Kainate possedent cing sous-unités nommés GluK1 a 5. Ils sont
perméables aux ions Na*, K* et Ca?*. Leur rdle n’est pas correctement déterminé mais ils
recoivent de la part de la communauté scientifique de plus en plus d’attention. Ils auraient
une implication dans la régulation des interneurones GABAergique au sein de I'aire CA1 (Carta
et al., 2014) et joueraient un rdle dans la régulation de la libération du glutamate dans cette
méme zone (Valbuena and Lerma, 2020). De la méme manieére, les récepteurs delta sont
composés de deux différentes sous-unités GluD1 et GluD2. Leur réle fonctionnel reste encore
a définir mais ils pourraient interagir avec le récepteur métabotropique du glutamate de type

mGlu5 dans I’hippocampe et permettre son bon fonctionnement (Suryavanshi et al., 2016).

Les récepteurs de type AMPA possédent quatre différentes sous-unités (GIuAl a 4) se
rassemblant par paire. lls peuvent former soit des homomeres (récepteurs composés
uniguement de la méme sous-unité), soit des hétéromeres (récepteurs composés d’'un mixte
de sous-unités). Les récepteurs AMPA sont principalement perméables aux ions Na* et K* mais
également aux ions Ca?* s’ils ne sont pas composés de la sous-unité GluA2. De ce fait, ils

peuvent jouer un réle dans les mécanismes calcium-dépendant. Ils ont un temps d’activation
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et de désactivation court et présentent une rapide et forte désensibilisation, un état pendant
lequel le canal reste fermé malgré la liaison des ligands. Ces récepteurs sont connus pour jouer

un role dans les phénomeénes de plasticité au niveau de I’'hippocampe (Lee and Huganir, 2007).

Pour finir, les récepteurs de type NMDA, les plus complexes, possedent 7 sous-unités
différentes. Tout d’abord, la sous-unité GIuN1 existe sous 8 isoformes (1a a 4a, 1b a 4b) et
forme le pilier du récepteur puisque I'homodimere GIuN1 est obligatoire pour former un
récepteur NMDA fonctionnel. C'est également cet homodimeére qui va permettre la fixation
des ligands co-agonistes tel que la glysine. Ensuite, les sous-unité GIuN2A, 2B, 2C et 2D vont
donner aux récepteurs NMDA leurs propriétés particulieres, qu’il s’agisse de perméabilité et
de conductance ionique, ou encore de mobilité membranaire. Ce sont les sous-unités GIuN2
qui portent le site de fixation du glutamate. Au cours du développement, la composition des
récepteurs NMDA en GIuN2 va varier. A |’état embryonnaire, chez le rat, seuls les sous-unités
GluN2B et GIuUN2D sont exprimées. Ensuite, pendant les 2 premiéres semaines postnatales,
I’expression des GIUN2A commence a augmenter jusqu’a devenir la sous-unité la plus
largement exprimée dans tout le SNC a I'age adulte. Pendant cette période, le taux
d’expression de GIuN2D chute tandis que celui de GIuN2B se maintient a un haut niveau apres
la naissance dans tout le SNC avant de se voir peu a peu restreint au cerveau antérieur. Enfin,
GluN2C voit son expression principalement cantonner au niveau du cervelet et du bulbe
olfactif. Ce changement de constitution des récepteurs NMDA se manifeste par une
modification dans I’excitabilité de ces récepteurs. L'apparition progressive des formes
GIuN1/GIuN2A et GIuN1/GIuN2A/GIuN2B va progressivement réduire la sensibilité des
récepteurs NMDA au glutamate. En effet, les récepteurs NMDA constitués de GIuN2A
présentent une sensibilité au glutamate plus faible, mais également une plus grande
probabilité d’ouverture et une cinétique plus rapide tandis que les hybrides GIuUN2A/GIuN2B
présenteraient des caractéristiques intermédiaires (Paoletti, Bellone and Zhou, 2013). Enfin,
les sous-unités GIUN3A et GIuN3B sont moins connues mais I'expression de GIUN3A est plus
importante aprés la naissance et diminue progressivement dans le temps, tandis que GIuN3B
voit son expression augmenter dans le temps et, a I'age adulte, est fortement exprimé au
niveau des motoneurones. La présence des sous-unités GIuN2B, GIuN2D et GIuN3A dans la
période périnatale peut indiquer leur importance dans les processus de développement,
suggérant leur implication dans de potentiels processus comme la synaptogénese ou la

maturation synaptique (Henson et al., 2010; Pachernegg, Strutz-Seebohm and Hollmann,
77



2012). Chez I'adulte, ce sont les sous-unités GIuN2A et GIuN2B qui sont majoritaires au niveau
de I'hippocampe, soulignant leur role central dans les phénomeénes de plasticité et de

fonctions synaptiques.

Concernant les récepteurs métabotropiques, ces derniers font partis de la grande famille
des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une protéine G. Une fois lié au
glutamate, le récepteur change de conformation et active la protéine G qui va moduler
plusieurs unités effectrices comme par exemple des canaux ioniques. Ces récepteurs mGlu
sont classés en trois groupes |, Il et lll. Le groupe | (mGIuR1 et mGIuR5) comporte des
récepteurs qui sont le plus souvent localisés au niveau postsynaptique et relayent une
information excitatrice en réponse a la fixation du glutamate. Au sein de I'"hippocampe, ces
récepteurs vont diminuer la conductance potassique activée par le Ca* qui, d’'une maniére
générale, modere la fréquence de décharge des neurones. Au contraire, les récepteurs des
groupes Il et lll sont souvent localisés au niveau présynaptique ou ils vont réduire la libération

du neurotransmetteur, agissant comme une boucle de rétrocontrole négatif.

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est libéré par des neurones inhibiteurs. Il joue le
réle de ligand pour 3 types de récepteurs membranaires appelés GABAa et GABAc (récepteurs
ionotropiques) et GABAg (récepteur métabotropique). Les récepteurs ionotropiques sont
constitués de 5 sous-unités (pentaméres). lls prennent la forme de pores perméables aux ions
Cl. Les récepteurs GABAA sont composés d’'une combinaison de 5 sous-unités parmi dix-neuf
différentes (a1-6, B1-3, y1-3, 9, €, , B et p1-3). Au sein de I'hippocampe, les sous-unités al,
B2 et y2 sont les plus exprimées (Weiner and Valenzuela, 2006). Ces récepteurs sont la cible
de nombreux agents pharmacologiques mais la plupart ne se lient pas sur le site de fixation
du récepteur en lui-méme mais plutét sur des sites qui permettent d’augmenter les propriétés
du GABA sur le récepteur (on parle de modulation allostérique positive). On peut citer par
exemple les benzodiazépines et les barbituriques, molécules utilisées pour leurs propriétés
sédatives, anticonvulsives et anesthésiques. Plusieurs molécules endogeénes agissent
également sur les GABAx comme les neurostéroides, les hormones sexuelles et les

corticostéroides. Les récepteurs GABAc sont également des récepteurs canaux
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pentamériques. Leur nom est historique puisqu’il s’agit d’'une sous-classe de récepteurs
GABAA appelés « GABAA sous-famille p » (Shimada, Cutting and Uhl, 1992). Ces récepteurs,
comme leur nom l'indique, ne sont constitués que de sous-unité rho et ne répondent pas aux
modulateurs des récepteurs type GABAa. lIs sont pour la plupart retrouvés dans la rétine.
Enfin, les récepteurs GABAg sont des récepteurs métabotropiques couplés a une protéine G
gui se composent de deux sous-unités (GABAg1 et GABAg;). On les retrouve sur les éléments
pré- et postsynaptique ou ils assurent des fonctions différentes. Sur I'élément présynaptique,
ils vont inhiber les canaux calciques et donc réduire I'influx de Ca?* et avec lui la libération de
vésicules contenant le GABA. Au niveau postsynaptique, ils ouvrent des canaux K* qui sont
responsables d’une lente hyperpolarisation et, par ce fait, réduisent I'excitabilité des neurones

(Froestl, 2011; Gassmann and Bettler, 2012).

3.2 La potentialisation a long terme

La PLT au sein de I’hippocampe résulte en une augmentation des connexions entre deux
neurones, permettant d’obtenir un systeme plus excitable a certaines stimulations. Il s’agit
d’un des deux phénomenes de plasticité synaptique supposé responsable de la mise en

mémoire auquel I'on va s’intéresser dans cette partie.

3.2.1 Découverte de la potentialisation :

Ce phénomene fut la premiére fois observée chez le vivant par Bliss et Lomo en 1973. Leurs
travaux consistaient a stimuler, chez le lapin anesthésié, les fibres de la voie perforante de
I'hippocampe et a enregistrer les potentiels de champs et les potentiels postsynaptiques
excitateurs (PPSEs) gu’ils déclenchaient au niveau des cellules granulaires du gyrus denté. lls
ont mesuré a la suite d’un protocole de stimulation haute fréquence (15 stimulations par
seconde, pendant 15 secondes) une augmentation de la réponse des neurones sous la forme
d’une augmentation de I'amplitude des PPSEs et des potentiels de champs, et ce plusieurs
heures apreés la fin du protocole de stimulation. lls ont ainsi pu mettre en évidence le postulat

de Hebb lors d’un enregistrement in vivo. lls donnérent a I'augmentation de I'activité
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synaptique le nom de « Long Term Potentiation » ou Potentialisation a Long Terme (PLT) en

francais (Figure 8) (Bliss and Lemo, 1973).
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Figure 8: Résultats de I’expérience de Bliss et Lomo dans leur article de 1973

En haut (A) représentant I'amplitude du PPSEs en fonction du temps a différentes échelles. Entre 10 et
12 min est représenté I'enregistrement des 15 secondes du protocole de stimulaire suivi de 1 min 45
post-protocole. On observe une augmentation de la réponse du signal a la suite du protocole de
stimulation par rapport a la ligne de base représentée par le trait noir a 2mV. De la méme maniére,
pareille observation est possible sur I’enregistrement du bas (C), représentant 'amplitude du potentiel

de champs en fonction du temps.

(Bliss and Lgmo, 1973)
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3.2.2 Les mécanismes de la potentialisation a long terme dépendante des
récepteurs NMDA

La PLT est tres probablement I'un des substrats neurobiologiques de la mise en mémoire
et de nombreuses études ont cherché a explorer ses mécanismes. Son induction peut étre
faite de différentes fagons, électriques ou chimiques, mais c’est surtout l'induction mettant
en scene le récepteur NMDA que I'on retrouve au niveau de I’hippocampe (Collingridge, Kehl
and MclLennan, 1983). Au repos, les stimulations que vont recevoir les neurones vont induire
une faible libération de glutamate qui va se fixer sur des récepteurs NMDA et AMPA (pour ne
citer que les plus importants). Le glutamate va permettre I'ouverture des récepteurs AMPA et
NMDA, mais ces derniers sont bloqués par les ions Mg?* ambients lorsque I'élément
postsynaptique est au potentiel de repos, rendant les récepteurs NMDA fonctionnellement
inactifs. On parle de blocage voltage-dépendant. L’élément postsynaptique doit donc étre
dépolarisé, via les AMPA, pour lever cette inhibition des ions Mg?* permettant 'entrée d’ions
Ca?* a l'intérieur de I'élément postsynaptique au travers des récepteurs NMDA. Cette étape
est cruciale dans l'induction de la PLT puisqu’il a été mis en évidence qu’un appauvrissement
du milieu extracellulaire en ions Ca®* bloque I'induction de la PLT (Lynch et al., 1983). Cette
entrée massive d’ions Ca%* va permettre d’activer la calcium/calmoduline kinase 1l (CaMKiI!)
(Lisman, Yasuda and Raghavachari, 2012). En une dizaine de secondes, 'activation de la
CaMKIl va produire une augmentation rapide du nombre de récepteurs AMPA au niveau de la
membrane du neurone postsynaptique (Patterson, Szatmari and Yasuda, 2010). De plus, la
CaMKIl va directement phosphoryler les sous-unités des récepteurs AMPA, modifiant leurs
propriétés. Ainsi, la protéine Ser831 de la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA est
phosphorylée par la CaMKII ce qui a pour conséquence une augmentation de la conductance

du récepteur (Barria et al., 1997).

Par la suite, le maintien de la PLT dans le temps, ou son expression, implique des
phénomeénes supplémentaires de synthése protéique et de transcription génétique. La CaMKiII
va activer I'adénylate cyclase qui va permettre la formation d’AMP cyclique (AMPc) a partir
d’ATP (Elliot et al., 1989). A son tour I’AMPc va permettre I'activation de la protéine kinase A
(PKA). Cette PKA va par la suite se déplacer jusque dans le noyau pour phosphoryler et activer
le facteur de transcription CREB (Cyclic AMP Response-Element Binding). Cette

phosphorylation de CREB a été mise en évidence dans des neurones de l'aire CA1 apres
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I'induction de la PLT (Deisseroth, Bito and Tsien, 1996) et semble particulierement importante
pour le maintien de la PLT a long terme puisque son blocage chez une souche de souris mutée
permet de séverement atteindre la mémoire a long terme ainsi que le maintien de la PLT, tout
en gardant une induction normale (Bourtchuladze et al., 1994). Un autre acteur important
dans le maintien de la PLT est la voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Cette derniére
est également induite par I'activation de la PKA qui permet I'association de Rap-1 et B-Raf, des
protéines cytosoliques impliquées dans la transduction des signaux cellulaires, aboutissant a
la phosphorylation de MEK, kinase de la voie MAPK, qui va entrainer la phosphorylation de
MAPK (Vossler et al., 1997). Une fois activé, MAPK va permettre la transcription de 2 cibles
principales : CREB et Elk-1, signifiant E-twenty-six like-1, un activateur de transcription, que
I'on retrouve augmentés en réponse a I'induction d’'une PLT (Bozon et al., 2003). Pour une
meilleure compréhension de ces phénomeénes, nous invitons le lecteur a se référer a la figure
9. Le maintien de la PLT passe également par des modifications morphologiques importantes
des synapses (croissance de nouvelles épines dendritiques, élargissement des épines
existantes, augmentation de leur densité) possibles par une synthése protéique accrue
(Abraham and Williams, 2003; Corera, Doucet and Fon, 2009; Bosch et al., 2014), ce qui traduit

une plasticité d’ordre stucturelle.
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Figure 9: Représentation simplifiée des voies de signalisation se déroulant pendant

linduction et le maintien de la PLT.

a.) Aprés une stimulation, 'ouverture des canaux NMDA induit par la fixation du glutamate et la
dépolarisation de la synapse va provoquer I'entrée de Ca®* dans I’élément postsynaptique qui va activer
la CAMKII. b.) La CAMKII permet une augmentation rapide du nombre de RAMPA au niveau de la fente
synaptique et va activer I'adénylate cyclase (AC) permettant la formation d’AMPc a partir d’ATP.
L’AMPc va activer les PKA. c.) Les PKA vont phosphoryler le CREB dans le noyau, mais également
permettre l'association de Rap-1 et B-Raf qui vont phosphoryler MEK. d.) MEK va & son tour

phosphoryler MAPK qui va permettre la transcription de CREB et de Elk-1.

Rabiant K.

Pour finir, la facilité avec laquelle la PLT est induite diminue avec I’age. Il a été montré chez
des modeles murins que les paradigmes d’induction de la PLT utilisés chez les jeunes animaux
sont moins efficaces chez les animaux agés (Foster et al., 1991) et sont associés avec un déficit
dans I'apprentissage spatiale. Ce dernier n’est pas lié a une perte de cellules ou de synapses
dans le CA1 de I'hippocampe méme si on retrouve une diminution de la densité de I'épine
dendritique postsynaptique (Burke and Barnes, 2006). Il a également été mis en évidence
récemment que ce changement impliquait les influx calciques. Une étude de Pereda et
collaborateurs a montré qu’en diminuant la concentration extracellulaire de Ca?* il était
possible de récupérer une induction normale de la PLT chez des souris SyG37, souche de souris

transgénique exprimant un senseur de Ca®* au niveau de I’élément présynaptique, et qu’a
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I'inverse, une augmentation de Ca?* extracellulaire mimait les effets sur la PLT observés dans
des tranches d’hippocampes issues de souris agées (Pereda et al., 2019). Il est intéressant de
noter également qu’avec I'age, si l'induction de la PLT est plus difficile, on observe une
facilitation de I'induction du second type de plasticité appelé dépression a long terme (DLT)

(Norris, Korol and Foster, 1996).

3.3 La dépression a long terme

Sila PLT permet d’augmenter la réponse des neurones a une stimulation donnée, la DLT a
pour effet de diminuer de maniere durable la transmission entre deux neurones. C'est le
phénoméne complémentaire de la PLT, également nécessaire dans les processus de

mémorisation.

3.3.1 Découverte de la dépression a long terme

Apreés la découverte de la PLT, une nouvelle question se posa. Si le postulat proposé par
Hebb dans son ouvrage couvrait I'augmentation d’une transmission entre les neurones, il
n’avait pas évoqué la possibilité inverse de pouvoir réduire cette communication. Puisqu’il
n’est pas possible de stocker une infinité de nouvelles informations dans le cerveau, ce qui
nécessiteraient des capacités de plasticité sans limite dans un modele physiologique, il devait
exister un moyen « d’effacer » des informations. C'est a partir de ce constat que Stent émit la
théorie complémentaire a celle de Hebb en 1973. Cette théorie reprend la démonstration de
Hebb en changeant son sens de la maniere suivante : « Quand l'axone présynaptique de la
cellule A échoue de maniere persistante et répétée a exciter la cellule postsynaptique B
pendant qu’elle décharge sous l'influence d’autres axones présynaptiques, des changements
meétaboliques prennent place dans 'une ou les deux cellules de telle maniere a ce que
I'efficacité de la cellule A, comme déclencheur de la cellule B, soit diminuée. » (Stent, 1973).
De fait, peu de temps aprés la découverte de la PLT, la DLT a été observée. L'une des
premieres études a mettre en évidence une dépression durable de la transmission neuronale
a la suite d’une stimulation a été faite par I’équipe de Lynch en 1977. Cette étude démontra

gu’une stimulation induisant une PLT sur les synapses excitées, induisait également une
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dépression réversible des synapses non tétanisées, au niveau de |'aire CA1 in vitro (Lynch,
Dunwiddie and Gribkoff, 1977). Ce phénomene est appelé dépression hétérosynaptique et fut
démontré par la suite in vivo dans le gyrus denté (Levy and Steward, 1979). Des études ont pu
mettre en évidence que des stimulations répétées a basse fréquence (1Hz) induisent une DLT
hétérosynaptique tandis que des stimulations hautes fréquences répétées (15 a 100Hz)
induisent plutot une PLT sur des tranches ex vivo d’hippocampe de rats adultes (Dunwiddie
and Lynch, 1978), et le méme constat a été fait dans le gyrus denté (Bramham and Srebro,
1987). A I'inverse, la dépression dite homosynaptique, c’est-a-dire seulement induite dans les
synapses recevant le protocole d’induction, a été décrite la premiere fois lorsqu’un protocole
de stimulation basse fréquence (1 Hz pendant 100 secondes) inversa une PLT stable

(Barrionuevo, Schottler and Lynch, 1980). Ce phénomeéne fut alors appelé dépotentiation.

Les premieres études de DLT homosynaptique sur des synapses naives, donc sans
induction de PLT au préalable, ont été réalisées dans le cervelet de lapin en 1982 par I’équipe
de Ito. Il a été montré par la suite dans I'hippocampe, au niveau de la région CA1l, qu’une
stimulation basse fréquence permet d’induire une DLT, in vitro, et qui dépendait du récepteur
NMDA (Figure 10) (Dudek and Bear, 1992; Mulkey and Malenka, 1992). Ce type de plasticité a
été mis en évidence dans de nombreuses autres structures telles que le cortex visuel, le
striatum, le cortex périrhinal, 'amygdale, et les cortex préfrontal et cingulaire postérieur (pour
revue voir (Massey and Bashir, 2007)). On peut également noter que la notion de haute et
basse fréquence dépend beaucoup des modeéles animaux utilisés, de leurs ages, mais
également des synapses étudiées si bien qu’'un méme protocole appliqué sur 2 synapses
différentes pourra avoir des résultats opposés. Ceci montre une forte similitude dans les

mécanismes d’induction de la PLT et de la DLT.
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Figure 10: : Dépression a long terme (DLT) dans I’hippocampe issu de I’article de Mulkey et

Malenka en 1992.

Une stimulation basse fréquence (1Hz pendant 900 secondes) au niveau des collatérales de Schaffer

induit une DLT au niveau de I'aire CA1 lors d’un enregistrement au niveau du stratum radiatum. A)

Représentation de I'expérience sur 7 animaux, on observe une DLT d’une valeur de 36% par rapport a

la ligne de base. B) Enregistrement unitaire de 2 fibres de la méme tranche, « test » recevant la

stimulation. On observe le déclenchement de la DLT a la suite de la stimulation. C) Enregistrement

moyenné de 5 animaux avec une diminution de la DLT de 21%

(Mulkey and Malenka, 1992)
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3.3.2 Les mécanismes de la dépression a long terme dépendante des récepteurs
NMDA

Différentes formes de DLT existent, mais nous ne détaillerons que la DLT dépendante des
récepteurs NMDA. Rapidement, la seconde forme principale de DLT est celle dépendante des
récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR). Au sein de I’hippocampe, on peut
trouver ce dernier type de DLT a la suite d’une stimulation électrique ou chimique, avec des
agonistes des mGIuR de type 1, qui engendrerait une endocytose des récepteurs AMPA (pour
revue voir (Gierski et al., 2017b)), mécanisme final que nous retrouvons dans la DLT
dépendante des récepteurs NMDA. Dans ce cas, I'induction de la plasticité est dictée par
I’activation des récepteurs NMDA et I'entrée des ions Ca?*. Toutefois, I'entrée de Ca?* sera
plus modérée, comparée a celle nécessaire a I'induction de la PLT. Cette concentration plus
faible, va permettre d’activer des phosphatases, la calcineurine (qui dépend du complexe
calcium/calmoduline) qui va pouvoir déphosphoryler la protéine 11 (inhibitor 1) qui régule la
phosphatase PP1 (Mulkey and Malenka, 1992). En outre, on va noter une activation de la
phosphatase PP2A (Mulkey, Herron and Malenka, 1993). C’est 'augmentation de PP1 qui va

permettre une déphosphorylation de la CaMKII aboutissant a I'induction de la DLT.

L'expression de la DLT dépendante des récepteurs NMDA va impliquer plusieurs
mécanismes, notamment de diminution, voire d’élimination de certains éléments aux niveaux
pré- et postsynaptique. Il a été montré qu’une diminution de la probabilité de libération du
glutamate par I'élément présynaptique contribuait a I'expression d’une DLT (Stanton et al.,
2003). Cependant, la plupart des formes majeures de DLT, incluant celle dépendante des
récepteurs NMDA, impliquent des modifications de I’élément postsynaptique, a savoir une
diminution des récepteurs AMPA 3 la surface de la membrane (Huganir and Nicoll, 2013).
Cette diminution passe par un retrait de ces récepteurs (Collingridge, Isaac and Yu, 2004) ou
par la diminution de leur conductance ou de leur sensibilité au glutamate (Luthi et al., 2004).
Les récepteurs AMPA sont retirés de la densité postsynaptique permettant alors leur diffusion
en dehors de la synapse ou leur internalisation par des phénomeénes d’endocytoses cellulaires
(Shepherd and Huganir, 2007). La déphosphorylation rapide et persistante des acteurs
impliqués dans la PLT, notamment la sous-unités GluA1 des récepteurs AMPA, les rend moins
efficaces, et contribue a la mise en place d’une DLT (Lee et al., 1998; Banke et al., 2000) et

provoque l'internalisation de ces récepteurs (Malenka and Nicoll, 1997).
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Pour comprendre ces mécanismes, nous pouvons faire appel au fonctionnement de la
sous-unité GluAl des récepteurs AMPA. Cette sous-unité peut étre phosphorylée par
différentes protéines telles que la PKA, la PKC (Tan, Wenthold and Soderling, 1994) et la
CaMKIl (Barria et al., 1997), que ce soit in vitro ou in vivo, et a des sites spécifiques de son
extrémité C-terminale. D’un c6té, la PKA phosphoryle la sérine 845 (S845) tandis que la PKC
et la CaMKIl phosphorylent la sérine 831 (S831). Ceci est intéressant car c’est peut étre I'un
des mécanismes responsables de I'orientation de la plasticité puisqu’on observe dans une PLT
une phosphorylation de S831 sans atteinte de S845 (Barria et al., 1997; Lee et al., 2000). D’un
autre coté, la DLT est associée a une déphosphorylation de S845, sans atteinte de S831 (Lee
et al., 1998, 2000). De plus, il a été montré que, chez des souris knock-in pour les sérines 845
et 831 remplacées par une alanine, le blocage de ces sérines permet d’abolir la DLT au niveau
de CA1 (Lee et al., 2003, 2010) soulignant I'importance de la phosphorylation de GIuA1 par les
PKA méme si les récepteurs seront éventuellement déphosphorylés (Huganir and Nicoll,
2013). Au niveau de I'hippocampe, les taux de récepteurs AMPA perméables au calcium
(RAMPA-PC), contenant la sous-unité GluAl, sont faibles. Cependant le blocage de la
recapture du glutamate dans la fente synaptique révéle une population de RAMPA-PC dans la
région périsynaptique. Cette population disparait lors de la mutation de GluA1 S845A (He et
al., 2009). Ces récepteurs AMPA composés de la sous-unité GIuAl sont recrutés de maniére
transitoire au niveau de la synapse pendant lI'induction de la DLT par le biais des PKA
(Sanderson, Gorski and Dell’Acqua, 2016). Cette équipe a ainsi mis en évidence que pendant
I'induction de la DLT, un signal transitoire des RAMPA-PC est nécessaire a I'expression
compléte de la DLT puis ces récepteurs vont eux méme signaler leur propre internalisation par
le biais de I'activation des calcineurines (CaN). Ainsi, sans phosphorylation de GIuA1l par la
PKA, le recrutement des RAMPA-PC n’est pas possible ce qui pourrait expliquer I'absence de
DLT chez les souris knock-out pour la sérine GluA1 S845A.

Une autre protéine, la AKAP5, est également importante pour la DLT (Jurado, Biou and
Malenka, 2010; Sanderson, Gorski and Dell’Acqua, 2016). Cette protéine d’échafaudage va lier
PKA et CaN a la GluAl permettant le bon déroulement des différentes étapes pendant la DLT
(Sanderson and Dell’Acqua, 2011). Pendant les étapes d’induction de la DLT, on assiste
également a l'internalisation des récepteurs AMPA par un systéme de clathrines et de
dynamines (Lin et al., 2000; Man et al., 2000). Les récepteurs internalisés présentent

également une déphosphorylation de la S845 (Ehlers, 2000) (Figure 11).
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Figure 11: Représentation schématique de I'implication de GluA1 dans le maintien de la
DLT.

a.) La protéine d’échafaudage AKAP5 va permettre de lier la PKA, la CaN et GIuA1 contribuant au bon
déroulement des phases de la DLT. b.) PKA déphosphoryle la sérine 845 (S845) de la sous-unité GluA1l
des récepteurs AMPA perméables au Ca** (RAMPA-PC) qui vont induire leur propre internalisation en
activant la Calcineurine (CaN). c.) Les récepteurs AMPA présent a la surface de la synapse sont
internalisés par un complexe clathrines/dynamines. Ces mécanismes contribuent au maintien de la DLT.

Réalisé par Rabiant K.

La sous-unité GluA1l subit également une déphosphorylation de la tyrosine 840 (T840) par
les phosphatases PP1/PP2A pendant la DLT, en plus de celle de la sérine 845 (Delgado et al.,
2007; Toda and Huganir, 2015; Sanderson, Gorski and Dell’Acqua, 2016). Dans des conditions
basales, pres de la moitié des GIuAl présentent une phosphorylation de T840 et une inhibition
des PP1/PP2A conduit a une brusque élévation des taux de phosphorylation de T840,
suggérant que ce site est capable de régulation rapide entre les différents états de
phosphorylation (Lee et al., 2007; Babiec, Guglietta and O’Dell, 2016). La phosphorylation de
T840 augmente la conductance de GluAl tandis que celle de S845 augmente la probabilité
d’ouverture du canal. Ceci suggere qu’une déphosphorylation de ces sites peut étre important

dans I’expression de la DLT (Banke et al., 2000; Jenkins et al., 2014).

89



D’un autre coté, la sous-unité GIuA2 joue le rble du régulateur clé dans les phénomenes
d’endocytose (Lee et al., 2000). Les sous-unités GIuA2 interagissent avec la protéine NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor), impliquée dans la fusion des vésicules dans la membrane.
L’entrée de Ca?* dans I'élément postsynaptique va entrainer 'activation d’une hippocalcine
sensible aux légéres variations de Ca?* qui va pouvoir former un complexe avec la protéine
AP2 (Clathrin adaptator protein), empéchant I'interaction entre les sous-unités GluA2 et NSF.
Cette interaction va induire l'internalisation des récepteurs AMPA (Palmer et al., 2005).
Certains peptides, comme le Pep2-SVKI, préviennent la DLT induite par une stimulation basse
fréquence en bloquant cette interaction (Daw et al., 2000).

La phosphorylation de GIuA2 est également importante puisqu’une phosphorylation de la
sérine 880 (S880) est nécessaire pour induire une DLT dans le cervelet. En effet, |'utilisation
de souris knock-out a la sérine 880 bloque I'induction de la DLT chez ces animaux (Hee Jung
Chung et al., 2000; Steinberg et al., 2006). Cet effet de la S880 passe par la régulation de
I'interaction entre GIuA2 et les protéines contenant un domaine PDZ (post-synaptic density)
GRIP1/GRIP2 et PICK1 qui régulent le trafic des récepteurs AMPA. Leur délétion entraine un

blocage de la DLT dans le cervelet (Steinberg et al., 2006; Takamiya et al., 2008).

Au niveau de I'hippocampe, de nombreuses études montrent I'importance de la
phosphorylation de S880 dans la DLT (Hee Jung Chung et al., 2000; Seidenman et al., 2003;
Steinberg et al., 2006). Cela renforce le modele selon lequel GRIP1/GRIP2 se lie directement
au domaine C-terminal de GIuA2 permettant la fixation du récepteur a la densité
postsynaptique (Anggono and Huganir, 2012). En effet, la phosphorylation de S880 va
empécher la liaison de GRIP1/GRIP2 et va promouvoir l'interaction entre le domaine PDZ de
GluA2 et PICK1 (Hee Jung Chung et al., 2000; Seidenman et al., 2003; Steinberg et al., 2006)
ce qui va déstabiliser la place de GIuA2 au niveau de la synapse et faciliter son endocytose.
Ainsi, PICK1 peut soit induire une invagination de la membrane plasmique, soit rediriger GIuA2
vers une région ol se déroulent les endocytoses induites par les clathrines (Xia et al., 2000;

Fiuza et al., 2017) (Figure 12).

De plus, la phosphorylation de la tyrosine des GIuA2 est également impliquée dans les
mécanismes de la DLT. GluA2 et GluA3 possédent un domaine C-terminal contenant un cluster

de tyrosine dans laquelle se trouve la tyrosine Y876, identifiée comme étant une cible des
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tyrosine-kinases Src (Hayashi and Huganir, 2004). Les agonistes du récepteur au glutamate
incluant le glutamate, le NMDA et I’AMPA induisent une phosphorylation des tyrosines de
GIuA2 perturbant l'interaction entre GluA2 et GRIP1/GRIP2 mais pas PICK1 (Hayashi and
Huganir, 2004). Plusieurs études ont montré qu’un traitement avec un petit peptide (appelé
3Y) mimant la région tyrosine de GluA2 bloque entierement la DLT et I'endocytose des
récepteurs AMPA contenant la sous-unité GluA2, a la fois sur tranche et dans des modeéles in
vivo (Ahmadian et al., 2004; Fox et al., 2007), mais sans avoir d’effet sur la transmission basale.
Enfin, il a récemment été mis en évidence I'importance de I'extrémité C-terminale de GIuA2.
En effet, en remplacgant cette extrémité par celle de GluA1 (mutant GIuA2%X?), on obtient une
abolition de la DLT dépendante des récepteurs NMDA. De plus, un double mutant
GluA2¢1K1/GluA1“?*! permet de récupérer une DLT normale montrant ainsi que I'extrémité C-
terminale de GIuA2 est nécessaire et suffisante pour I'induction de la DLT dépendante des

récepteurs NMDA dans I'hippocampe (Zhou et al., 2018).
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Figure 12: Représentation schématique de I'implication de GIuA2 dans le maintien de la DLT.

a.) L’entrée de Ca?* va activer I’hippocalcine qui va stimuler la formation d’un complexe avec I’AP2. Le
peptide Pep-SVKI bloque cette interaction. b.) A I’état de repos, GIuA2 et NSF interagissent. Le complexe
AP2-hippocalcine va perturber cette interaction et va induire une internalisation des RAMPA
aboutissant au maintien de la DLT. c.) L’extrémité C-terminale de GIuA2 peut se fixer avec GRIP1/GRIP2
mais également PICK1 contenant un domaine PDZ. La phosphorylation de la sérine 880 (5880) va
bloguer la liaison de GRIP1/GRIP2 avec GIuA2 et va promouvoir la fixation de PICK1, entrainant une
déstabilisation de GIuA2 au niveau de la synapse, induisant une endocytose ou une redirection des
RAMPA vers une zone d’invagination cytoplasmique. Ces mécanismes facilitent le maintien de la DLT.

Réalisé par Rabiant K.

Les récepteurs AMPA ne sont toutefois pas les seuls acteurs dans l'orientation de la
plasticité, et les récepteurs NMDA eux-mémes peuvent faire pencher la balance en faveur
d’'une PLT ou d’une DLT. Pour rappel, une des formes de la DLT au niveau de CA1l dans
I’hippocampe a été démontrée comme étant dépendante des récepteurs NMDA (Dudek and
Bear, 1992; Mulkey and Malenka, 1992) et I'application de NMDA seule permet d’induire une

DLT ressemblant a celle induite par un protocole de stimulation basse fréquence (Lee et al.,
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1998). Ce réle a également été mis en évidence in vivo (Thiels, Barrionuevo and Berger, 1994;
Heynen, Abraham and Bear, 1996; Manahan-Vaughan, 1997). Il est également intéressant de
souligner qu’avec I'age certaines formes de DLT sont plus difficiles a obtenir au niveau de
I’'hippocampe. Ainsi, un protocole de stimulation induisant une DLT dépendante des
récepteurs NMDA chez le rat juvénile va provoquer une DLT indépendante des récepteurs
NMDA chez le rat adulte (Kemp et al., 2000). Ce changement a été mis en paralléle de la
modification de la composition en sous-unité des récepteurs NMDA avec I'age (Insel, Miller
and Gelhard, 1990; Monyer et al., 1994; Okabe et al., 1998). Ainsi, on observe une transition
d’une sous-unité GIuN2B majoritaire pendant la période juvénile vers une majorité de sous-
unités GIUN2A chez des animaux adultes (Liu, Murray and Jones, 2004). Son importance est
également mise en évidence par l'utilisation d’antagonistes. Par exemple, un antagoniste
spécifique de la sous-unité GIuN2B bloque I'induction de la DLT chez le rat jeune adolescent
(Liu, Murray and Jones, 2004) mais également chez les rats prépuberes (P14/21) (France et
al., 2017). In vivo, I'utilisation de Ro25-6981, un antagoniste de la sous-unité GIuN2B, bloque
la DLT avec peu d’effet sur la PLT a la suite d’'une injection i.p. ou intrahippocampique (i.h.)
(Fox et al., 2007). De la méme maniere, |'utilisation d’un antagoniste GIuN2B va détériorer la
mémoire spatiale chez des rats, alors qu’aucun effet n’est observé avec un antagoniste
GIuN2A (Ge et al., 2010). De plus, des protocoles de stimulation normalement inefficaces chez
le rat adulte sont capables d’induire une DLT lorsque le systeme de recapture du glutamate
est inhibé (Massey et al., 2004). A I'aide de manipulations génétiques, il a été mis en évidence
chez des rats knock-out au GIuN2B (Brigman et al., 2010) mais également knock-out au géne
KIF 17 qui aboutit a une diminution de GIuN2B synaptique (Yin et al., 2011), une détérioration
de la DLT chez ces animaux, soulignant I'implication de cette sous-unité dans ce type de
plasticité.

Cependant, le role du GIuN2B dans I'induction de la DLT est critiqué par une partie de la
communauté scientifique. En effet, la surexpression de la sous-unité GIuN2B a montré une
facilitation de la PLT mais aucun effet sur la DLT, suggérant que la sous-unité n’a pas d’'impact
sur la DLT (Tang et al., 1999; Wang et al., 2009). De plus, chez le rat adulte, il a été montré
gue I'amplitude de la DLT est augmentée en présence aiglie d’éthanol dans le bain mais
également d’ifenprodil, un antagoniste de la sous-unité GIuN2B (Hendricson et al., 2002)
supposant alors que la sous-unité posséde des propriétés inhibitrices sur la DLT. Enfin, I’équipe

de Morishita a mesuré que la sous-unité n’était pas impliquée dans la DLT en utilisant deux
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antagonistes différents (I'ifenprodil et la Ro25-6981) qui provoquaient une augmentation de
I'amplitude de la DLT (Morishita et al., 2007).

Ainsi, le réle des sous-unités du récepteur NMDA dans la plasticité est encore sujet a débat
(pour revue voir (Shipton and Paulsen, 2014)) encore aujourd’hui puisqu’il a récemment été
montré |I'absence d’implication des deux sous-unités dans la DLT a I'aide d’'un modele de rats
jeunes (P14/21), males et femelles, dans des enregistrements de plasticité de neurones isolés
provenant d’animaux génétiquement modifiés (Wong and Gray, 2018). Cependant,
I'utilisation de différents protocoles expérimentaux et modéles animaux pourraient étre la

cause de ces désaccords au sein de la communauté scientifique.

3.4 Ethanol, mémoire, plasticité et adolescence

Comme présenté plus tot dans ce manuscrit, la maturation du cerveau n’est pas terminée
pendant l'adolescence des mammiferes, aussi il s’agit d’'une période critique dans le
développement et la maturation de la circuiterie cérébrale ou la toxicité de I’éthanol peut
causer des atteintes sur le long-terme. Chez 'Homme il s’agit également de la période ou
commencent le plus souvent les consommations d’alcool, aussi il est nécessaire d’en

comprendre les conséquences.

Lorsqu’on compare les effets d’une dose d’alcool 30 min avant un test de performance via
le MWM entre des rats adultes et des rats adolescents, on observe une atteinte des
performances lors de la phase d’acquisition et pendant la phase de test des animaux
adolescents mais pas des rats adultes (Markwiese et al., 1998). Ce test est un dispositif
circulaire contenant de I'eau opaque dans lequel le rongeur est placé. Une plateforme est
dissimulée sous la surface de I'eau et le rat doit nager pour trouver et grimper sur cette
plateforme le plus rapidement possible. Il s’agit d’un test interrogeant les capacités de
mémoire spatiale (principalement liée a I’hippocampe) du rongeur puisque la plateforme ne
change pas de position, seul le départ de I'animal est modifié. Dans cette étude, les résultats
obtenus suggerent que les adolescents sont plus vulnérables aux atteintes hippocampiques
induites par I'alcool que les rats adultes. Dans une autre étude, Sircar et Sircar montrent
gu’une administration aiglie d’éthanol provoque une atteinte des performances lors d’un test
de MWM chez des rats adultes et adolescents. Cependant, les atteintes de I'hippocampe

durent 25 jours pour les adolescents contrairement aux adultes pour lesquels on observe un
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retour a la normal aprés 4 jours (Sircar and Sircar, 2005). De la méme maniere, la sensibilité
accrue des rats adolescents par rapport aux adultes serait expliquée par leur échec plus
important dans des tests de mémoire spatiale ainsi que par I'effet inhibiteur de I’éthanol plus
important sur les récepteurs NMDA des adolescents comparés aux adultes (White and
Swartzwelder, 2004). De plus, il a été montré chez des rattes adolescentes et des rattes
adultes une atteinte des performances cognitives pendant la phase d’acquisition du MWM
tandis que seules les femelles adolescentes présentaient une baisse des performances
cognitives lors de la phase de test (Sircar, Basak and Sircar, 2009). On retrouve cette différence
au niveau de la plasticité synaptique. En 1999, I'équipe de Pyapali a observé que I'éthanol
abolissait la PLT dépendante des récepteurs NMDA avec des doses de 10 a 30mM chez des
rats males de 30 jours tandis que ces doses n’ont aucun effet sur les rats de 90 jours (Pyapali
et al., 1999). Suggérant ainsi que les adolescents sont plus sensibles aux effets inhibiteurs de
I’éthanol sur les récepteurs NMDA. Ces résultats, pris dans leur globalité, renforcent
I’hypotheése selon laquelle les populations jeunes et adolescentes sont plus vulnérables aux

atteintes de I’hippocampe induites par I’éthanol.

Un facteur aggravant est également présent puisque la population adolescente favorise
I’alcoolisation ponctuelle importante comme mode de consommation d’alcool. Ce type de
consommation provoque des atteintes variées au niveau des fonctions du SNC qui peuvent
durer dans le temps (Merrill and Carey, 2016; Tapia-Rojas et al., 2018). L'une de nos
précédentes études a montré les effets d’un faible nombre d’intoxication sur la plasticité de
I’hippocampe. Nous avions observé qu’une seule injection d’éthanol (3g/kg, v/v) ne
permettait pas d’induire d’atteinte de la plasticité au niveau de CA1l chez le rat male
adolescent 24h ou 48h apres le traitement. Cependant, 2 injections séparées de 9h suffisent
a induire une abolition durable de la DLT 48h aprées le traitement accompagnée par une
atteinte des capacités cognitives lors d’un test de reconnaissance du nouvel objet (Novel
Object Reconnaissance Task — NOR task) (Silvestre De Ferron et al., 2016). Ce test consiste a
placer le rat dans une boite contenant 2 objets (A et B) pendant la phase d’acquisition puis,
lors du test, I'un des 2 objets est remplacé par un nouveau (C) et 'on mesure le temps que
passe le rat sur le nouvel objet, témoin de son apprentissage (Figure 13 ; (Bevins and Besheer,
2006)). Ce test explore les capacités d’acquisition nécessitant la DLT dans I’hippocampe (Ge et
al., 2010). De plus, I'implication de la sous-unité GIuN2B des récepteurs NMDA est suggérée

par une étude de notre laboratoire montrant que la modulation de la balance des sous-unité
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GluN2A/GIuN2B, en faveur d’une augmentation de GIuN2B pourrait étre la cause de I’abolition
de la DLT apres 2 injections d’éthanol (Drissi et al., 2020). Cette abolition passerait tout
d’abord par I'augmentation des taux d’ARN messagers de la sous-unité GIuN2B par I’éthanol,
mais également par I’histone déacétylase 2 (HDAC2) qui est également surexpérimé grace aux

effets de I’éthanol.

a Sample-object exposure b Novel-object test
Delay
(e.g..1 h)
d
One placement One placement
(e.g., 10 min) (e.g., 2-5 min)

Figure 13: Représentation d’un test de Reconnaissance du Nouvel Objet (NOR).

A) L’animal est placé dans une boite contenant 2 objets A et B. L’expérimentateur mesure le temps que
passe le rat sur chaque objet. B) Apres une période choisie, I'animal est replacé dans la méme boite
contenant I'objet A et un nouvel objet C. L’expérimentateur mesure ensuite le temps que le rat passe
sur le nouvel objet.

(Bevins and Besheer, 2006)

D’un autre coté, des cycles répétés d’alcoolisations ponctuelles importantes avec un
protocole d’exposition 2 jours « on », 2 jours « off » (8 injections i.p. au total) provoquent des
altérations de I'apprentissage et des capacités de mémoire accompagnées par une atteinte de
la plasticité synaptique chez le jeune rat male pouvant durer jusqu’a 7 jours apres le dernier
traitement (Tapia-Rojas et al., 2018). Dans un modele de binge drinking (3 jours « on », 4 jours
« off » en gavage) chez la femelle adolescente, on retrouve des pertubations similaires se
prolongeant jusqu’a 14 jours de sevrage (Fernandes et al., 2018). De maniére intéressante,

des résultats contraires ont été trouvés lors de l'utilisation de chambres d’inhalation. La mise
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en contact avec des vapeurs d’alcool 10h/jour pendant 3 jours sur 4 semaines montrent une
absence d’atteinte cognitive lors d’'un test de MWM (Schulteis et al., 2008). De la méme
maniére, un traitement de 16h/jour pendant 4 jours ne montre aucune altération des
capacités mnésiques (Van Skike et al., 2012). Ces résultats suggerent que ces protocoles
d’exposition a I’éthanol nont pas de répercussion sur les fonctions de I'hippocampe,
contrairement aux exemples cités plus haut. Ces différences peuvent étre liées aux voies
d’administrations de I'alcool, au temps nécessaire pour atteindre un taux d’alcoolisation
suffisamment élevé dans le sang ainsi que la valeur maximale de I’éthanolémie atteinte avec

ces différents protocoles.

A un niveau structurel, les alcoolisations importantes chez les rats produisent une
augmentation du nombre d’épines immatures accompagnée d’une réduction du nombre
d’épines matures chez les neurones pyramidaux de CA1 (Risher et al., 2015). Cette réduction
du nombre d’épines ainsi que cette diminution de leur état de maturation concordent avec
une transmission excitatrice plus faible dans I’hippocampe. Les neurones granulaires dans
I’hippocampe dorsal montrent également une réduction de la densité de leurs épines
dendritiques chez les rats adultes soumis a une exposition intermittente a I’éthanol pendant
I’adolescence. De plus, une réduction des épines en forme de champignons (« mushroom »)
ainsi que des épines longues et fines (« long thin ») est observée chez ces rats (Mulholland et
al., 2018). Ces résultats indiquent que I'exposition a I’éthanol pendant I'adolescence altere la
structure des terminaisons dendritiques, et que ces modifications persistent jusqu’a I'age

adulte.

Concernant maintenant les propriétés électrophysiologiques des neurones, chez le rat
mature il faut une forte concentration d’éthanol (100mM) pour produire une diminution de
I’'amplitude des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE), tandis que chez le rat immature
on observe un changement dose-dépendant commencant des 10mM (Swartzwelder, Wilson
and Tayyeb, 1995). De plus, les courants transmembranaires liés aux récepteurs NMDA sont
inhibés par I'éthanol de maniére dose-dépendante (entre 10-50mM) sur des tranches
d’hippocampe de rats proches de la puberté (21-26 jours) tandis que chez les rats nouveau-
nés les courants ne sont inhibés qu’a une plus forte concentration (75mM) (Mameli et al.,

2005). Comme la composition en sous-unité des récepteurs NMDA change pendant le

97



développement, il est fort probable que cela affecte la réponse de I’hippocampe aux effets de
I’éthanol. Cependant, des études ont mis en évidence que la sous-unité GIuN2B de la
membrane extra-synaptique régule un plus grand nombre de protéines que la sous-unité
GIluN2B présente au sein de la synapse chez le rat adulte ayant subi une exposition
intermittente a I'éthanol pendant 'adolescence (Swartzwelder et al., 2016). Chez la souris,
une exposition chronique et intermittente a I’éthanol altére I'interaction entre GIuN2B et des
protéinesimportantes dans la DLT dépendante des récepteurs métabotropiques du glutamate
(Wills et al., 2015), soulignant un mécanisme d’atteinte cognitive provoqué par la
consommation d’alcool pendant I’adolescence.

De plus, les effets observés de I’éthanol semblent étre dépendants de la vitesse a laquelle la
concentration d’alcool augmente dans le corps. Il a été observé, via I'enregistrement des
potentiels de champs postsynaptiques excitateurs dans la région CAl, que 60mM d’EtOH
blogue I'induction de la PLT. Cependant, lorsque I'éthanol est incrémenté par palier de 10mM
toutes les 15min jusqu’a atteindre 60mM, ce blocage de la PLT n’apparait pas, indiquant
potentiellement une tolérance qui se met en place aprés un contact avec I’éthanol a faible
concentration. Cette tolérance semble étre liée aux altérations des stocks intracellulaires de
calcium et/ou aux fonctions des récepteurs métabotropiques du glutamate (Tokuda, Zorumski
and lzumi, 2007), ajoutant alors un nouveau niveau de complexité dans les effets de I’éthanol
sur les fonctions hippocampiques puisque plus 'augmentation de la concentration d’éthanol

dans le sang est rapide, plus le blocage de I'induction de la PLT semble étre important.

Si nous nous intéressons a la survivabilité cellulaire, nous constatons que des intoxications
de type binge chez des rats adolescents diminuent la neurogénése et provoquent la mort
cellulaire potentiellement par nécrose. Une comparaison des noyaux pycnotigues
(condensation irréversible de la chromatine dans le noyau des cellules mourantes) par le test
TUNEL, permettant de détecter la fragmentation apoptotique de I’ADN utilisée pour quantifier
la mort cellulaire, met en évidence un faible pourcentage de cellules positives (Morris, Eaves,
et al., 2010). En étudiant le marqueur DCX (Doublecortin), un marqueur de la migration
cellulaire, les chercheurs ont observé une diminution de son immunoréactivité 4 jours apres
un traitement de type binge drinking, aprés 2 jours de sevrage, mais pas apreés 7 jours de
sevrage, indiguant une récupération des effets délétéres causés par I'éthanol apres une

période d’abstinence. Aprés 28 jours de sevrage, les auteurs ont mesuré une réduction du
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nombre de cellules positive a la BrdU, un marqueur du renouvellement tissulaire, indiquant
ainsi une diminution de la survivabilité des cellules apres une exposition a I’éthanol pendant
I’adolescence chez le rat (Morris, Kelso, et al., 2010). Néanmoins, il a également été rapporté
gue des injections i.p. d’éthanol (2g/kg; v/v) pendant 3 jours chez le rat adolescent
augmentent le nombre de cellules positives lors d’un test TUNEL et le nombre de cellules
pycnotiques (Jang et al., 2002) suggérant donc une mort neuronale par apoptose. Ces études
montrent que I’éthanol pendant I'adolescence semble induire une mort cellulaire. Cependant

le type de mort cellulaire, nécrose ou apoptose, est encore incertain.

Ainsi de nombreuses études montrent des effets déléteres de I'éthanol sur les fonctions
cognitives et I'apprentissage, que ce soit chez un modeéle animal adulte ou adolescent. Malgré
la myriade de modeles expérimentaux utilisés pour modéliser une alcoolisation importante, il
apparait une sensibilité plus importante des individus pendant la période de |'adolescence.
Cependant, et méme si nombres d’études commencent a s’y intéresser, la différence des
genres n’est que peu aborder dans I'évaluation des effets d’un faible nombre d’intoxications
fortes sur la plasticité pendant cette période de vulnérabilité qui voit apparaitre de nouveaux
acteurs capables de moduler la plasticité de I'hippocampe : les hormones sexuelles, et plus

particulierement les cestrogenes.
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Les
cestrogenes

Lorsqu’on s’intéresse aux principales différences entre les males et les femelles, il est
important de s’intéresser aux rbles physiologiques que pourraient avoir les hormones
sexuelles. Différences majeures entre les sexes, ces hormones marquent également chez les
individus I'entrée dans la puberté et elles sont la source d'un grand nombre de
bouleversements physiologiques chez les males comme chez les femelles. Dans cette partie
nous allons aborder les spécificités de ces hormones ostrogéniques et s’intéresser a leurs

implications dans la plasticité.

1. Rappel sur la découverte du principe de
sécrétion hormonale

La genese des recherches sur les hormones est attribuée a Claude Bernard, I'un des peres
de la médecine expérimentale. Dans son ouvrage de 1865 intitulé « Introduction a I’étude de
la médecine expérimentale », il présente sa méthodologie partant de I'observation jusqu’a
I’expérimentation. Claude Bernard développe également le concept de sécrétion interne en
observant le relargage de glucose par le foie et son transport dans le sang. Cette observation
donne naissance a de nombreuses études sur la sécrétion endocrine, en organisant les études

autour de 3 étapes expérimentales principales :
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1- Extraction de la glande avec enregistrement des signes et des symptomes observés ;

2- Réimplantation de la glande dans le corps en observant, ou non, un retour a la
normale ;

3- Administration de I'extrait de la glande aux patients ne possédant pas la glande et

observer une disparition des symptémes.

Dans le cas de I'étude du role des ovaires, la réalisation de ces étapes a mis plusieurs années.
Tout d’abord dans les années 1870, ce qui pourrait correspondre a la premiére étape listée ci-
dessus serait les travaux de Robert Battey qui développe I'ovariectomie chirurgicale chez la
femme (Battey, 1873). Cette opération de Battey devint populaire et servit a traiter les
dysménorrhées ainsi que les saignements du myomata. Cependant, apres ovariectomie, les
patientes étaient sujettes a des bouffées de chaleur importantes ainsi qu’a une atrophie
vaginale. Ensuite, la seconde étape pourrait étre représentée par les travaux de Emil Knauer,
un gynécologue viennois, qui en 1896, parvint a enlever les ovaires d’un lapin et a observer
une atrophie de l'utérus gqu’il pouvait prévenir en réimplantant les ovaires, confirmant leurs
capacités de sécrétion (Knauer, 1898). Enfin, la derniére étape pourrait se rapporter aux
travaux réalisés en 1897 par Hubert Fosbery qui utilisa de I'extrait ovarien pour traiter une
patiente souffrant de bouffées de chaleur importantes. Dans son article, Fosbery détailla les
symptomes et expliqua que sa prescription d’extrait ovarien calma les épisodes de bouffées
de chaleur apres 2 semaines de traitements. Sa description fut convaincante bien qu’a
postériori elle puisse étre attribuée a un effet placebo (Fosbery, 1897). Toutefois, il devint
évident des lors que les ovaires sécretent une substance circulante dans le corps et dont
I’'absence engendre des effets néfastes sur I'organisme. Il faudra cependant attendre 1929
pour que les cestrogenes soient isolés grace au travail combiné d’Edgar Allen et d’Edward
Doisy. En parallele, un autre chercheur du nom de Adolf Butenandt réussit a purifier et a
cristalliser I'estrone, une hormone de la famille des cestrogenes, ce qui lui vaudra le prix Nobel

de chimie en 1939.
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2.Généralités sur les cestrogenes

2.1 La synthése oestrogénique

Les oestrogénes sont des hormones stéroidiennes participant au second systeme de
communication au sein de |'organisme, le systeme hormonal, permettant aux différentes
cellules de notre corps de transmettre des informations et de s’adapter a leur milieu. La
grande famille des hormones stéroidiennes rassemble des molécules composées d’une
structure perhydrocyclopentaphénantrénique (noyau stérane, Figure 14) composé de quatre

cycles notés de A a D.

estrone estradiol estriol estetriol

Figure 14: Formules semi-développée des différentes molécules d’cestrogénes.

Adapté de (Hdggstrém and Richfield, 2014) par Rabiant K.

Le composé précurseur de ces hormones est le cholestérol. Il va permettre de former les
hormones stéroides sexuelles telles que la progestérone, les androgenes et les cestrogenes,
mais également les glucocorticoides, les minéralocorticoides, les acides et sels biliaires ainsi
gue la vitamine D3 appelée cholécalciphérol. Les sites de production de ces hormones
changent en fonction des espéeces, des sexes et des hormones. Par exemple, pour les
oestrogenes, le cholestérol est transformé dans les ovaires. Apres activation par I’hormone
lutéinisante (LH), les ovaires vont transformer le cholestérol en testostérone aprés une série
d’actions enzymatique impliquant des hydroxylases et des déshydrogénases. Apres la
stimulation par I’hormone folliculo-stimulante (FSH), |la testostérone est alors aromatisée (par
une enzyme appelée aromatase) en différentes isoformes d’cestrogénes dont I'estradiol dans
les cellules de la granulosa des follicules en croissance (Haggstrom and Richfield, 2014). De

faibles quantités d’cestrogenes sont également produites par les glandes surrénales et par
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d’autres cellules du corps telles que les neurones (Simpson et al., 2002). Il existe 4 formes

d’cestrogénes:

L'estrone ou E1, est un cestrogéne a faible activité, présent en petite quantité dans le
corps. Sa principale fonction est de servir de métabolite intermédiaire dans la synthese
de l'estradiol ou E2. Il a cependant une certaine efficacité thérapeutique chez les
femmes ménopausées.

L’estradiol ou E2 ou encore 17B-estradiol, est la forme la plus puissante et la plus
présente dans le corps. C’'est cette forme qui est responsable de la régulation du cycle
ovarien et du développement des caractéres sexuelles secondaires chez la femme.
L’estradiol est également important dans le développement ainsi que la maintenance
des tissus de 'utérus, du vagin et des glandes mammaires. Son réle s’étend de la
puberté jusqu’au début de la ménopause. On peut également noter qu’il a un effet
chez les males, chez qui il est présent en petite quantité, synthétisé notamment par
les testicules (Carreau, 2002) ;

L’estriole ou E3, est un cestrogene également a faible activité et présent en petite
guantité. Il n’est quantifiable que chez la femme enceinte puisqu’il est produit en
grande quantité par le placenta (Strauss and Barbieri, 2013). Il peut étre utilisé pour
tester la présence d’'une grossesse mais également comme traitement dans des
thérapies hormonales contre les symptémes de la ménopause ;

L'estétrole ou E4, le dernier type d’cestrogene qui n’est présent que chez la femme
enceinte puisque produit en grande quantité par le foie du foetus. Il est envisagé
comme agent pharmacologique dans des thérapies hormonales pour soulager
I’atrophie vaginale, les bouffées de chaleurs et la perte osseuse chez les femmes
ménopausées, mais également comme traitement dans le cancer du sein, de la
prostate, de I'arthrite osseuse et des migraines (Bennink, Holinka and Diczfalusy, 2008;

Visser and Coelingh Bennink, 2009).

En ce qui concerne la production cérébrale d’cestrogenes, il a été mis en évidence la

présence au sein de I'hippocampe d’une activité aromatase. L’expression ou la présence de

I’ARN messager de 'aromatase a été retrouvé dans |I’"hippocampe de rongeurs, de singes mais

également d’Humain dans plusieurs études (Sasano et al., 1998; Hojo et al., 2004; Prange-Kiel

et al., 2006; Ishunina, Fischer and Swaab, 2007; Yague et al., 2008; Pietranera et al., 2011;
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Zhang et al., 2014; Li et al., 2016). Ces études soulignent donc un rdle des cestrogénes dans la
physiologie fonctionnelle de I'hippocampe. Cet aspect n’a pas été abordé dans nos études et
ne sera donc pas développer en détails dans la suite de ce manuscrit. Cependant, nous
renvoyons le lecteur a la revue de Hojo qui propose une vue d’ensemble des effets des

cestrogenes produits par I’hippocampe sur les processus de mémorisation (Hojo et al., 2008).

2.2 Le cycle cestral

La synthese des cestrogenes va dépendre a la fois du site de production de ces hormones
mais également de I'état physiologique du sujet, qui change en fonction des différentes
phases du cycle cestral par exemple. Pour la plupart des espéces incluant 'Homme, ce cycle
cestral chez les femelles va se caractériser par la sécrétion cyclique des hormones sexuelles, a
I'inverse des males qui possédent une sécrétion de type « pulsatile » pour la testostérone. Ce
dernier type de sécrétion permet une concentration sanguine plus stable au cours du temps.
Concernant les cestrogenes, ces derniers sont sécrétés dans le sang en grande quantité lors
de phases précises du cycle cestral. Chez I'étre humain, ce cycle s’appelle le cycle menstruel
et dure en moyenne 28 jours. Plus précisément, cette durée varie de 21 a 45 jours chez des
jeunes femmes, et de 21 a 35 jours chez des adultes. Ces cycles se répétent de la puberté
jusqu’a la ménopause, et s’arrétent en cas grossesse. Chez la femme, le cycle menstruel peut
étre décrit de deux facons, selon le cycle ovarien ou selon le cycle utérin. Nous nous
intéresserons au cycle ovarien qui se divise en 3 phases : la phase folliculaire, I'ovulation et la

phase lutéale (Figure 15).

Jjours 1 7 14 21 28
PHASE FOLLICULAIRE PHASE LUTEALE
NIVEAUX HORMONAUX
LH
PROGESTERONE
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Figure 15: Représentation schématique des taux d’hormones pendant le cycle ovarien.

Extrait du site www.cngof.fr adapté par Rabiant K.

La phase folliculaire est la premiere de ce cycle qui dure approximativement 10 a 12
jours. Elle se traduit par une maturation de I'ovocyte en vue de la future ovulation. Pendant
cette phase, la concentration d’estradiol augmente jusqu’a atteindre un pic vers le douzieme
jour. Pendant son augmentation, |'estradiol va inhiber la sécrétion de la LH (Hormone
Lutéinisante) mais lorsqu’il va atteindre un seuil de concentration, I'estradiol va stimuler une
production massive de LH permettant I'ovulation. Pendant cette phase folliculaire, la
concentration de la progestérone est maintenue a un niveau faible.

Ensuite vient la phase d’ovulation (non représenté sur la Figure 15). Cette phase dure entre 2
et 4 jours en fonction des individus et survient vers le 126™¢ - 14é™e jour du cycle ovarien. C’est
au cours de cette phase que I'ovule mature quitte I'ovaire et descend dans l'utérus par les
trompes de Fallope. Les concentrations d’estradiol vont alors diminuer rapidement et il en va
de méme pour la LH et la FSH (Hormone Folliculo-Stimulante).

Enfin, la phase lutéale est la troisieme du cycle et dure entre 12 a 14 jours. Pendant cette
phase, le corps jaune, formé temporairement dans I'ovaire apres I'expulsion de I'ovule, va
sécréter de la progestérone, préparant l'appareil génital 3 un nouveau cycle ovarien.
L’augmentation de progestérone va stimuler la production d’estradiol dont la concentration
va augmenter légerement avant de diminuer en méme temps que la concentration de
progestérone. Cette diminution de concentrations va déclencher les menstruations qui ont
donc lieu pendant la premiére phase du cycle utérin (phase folliculaire) et qui marque a la fois,
la fin du cycle ovarien et le préparation du prochain cycle. Si la femme est enceinte, le corps
jaune, est maintenu par l'ovule fertilisé ce qui empéche le cycle de s’achever et, ce qui
maintient I'utérus dans un état physiologique permettant le développement de I'embryon.
Dans ce cas, les menstruations n‘ont pas lieu car le myomeétre qui compose la paroie de
I'utérus et sur lequel se fixe I'ovocyte fécondé, est maintenu dans son intégrité par la

production hormonale.

Chez le rat, le cycle ovarien est différent, mais on retrouve ces phases d’augmentation et
de diminution des concentrations des hormones sexuelles. Le cycle est appelé cycle oestral ou

cycle de I'cestrus et dure en moyenne 4 jours. |l se divise en 4 phases que sont : le proestrus,
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I'cestrus, le metcestrus et le dicestrus. L'ovulation se produit au début du preestrus et dure
jusqu’a la fin de I'cestrus avec un pic d’E2 apparaissant au début de la phase de preoestrus (Ann
Thomson — The Physiology of Reproduction Vol. 2). Chez les rats, la femelle n’est sexuellement
active que pendant |'cestrus, ce que I'on caractérise par I'état de « chaleurs » chez les
animaux. Pendant la phase de proestrus, un ou plusieurs follicules de I'ovaire commencent a
grossir. Chez le rat, le proestrus dure 1 jour et s’accompagne d’'une augmentation de la
concentration d’estradiol dans les premiéeres heures de cette phase. Vient ensuite la phase de
I'cestrus pendant laquelle la femelle devient sexuellement réceptive et montre un
comportement de « chaleurs ». Dans le cas des rats, il est possible d’observer un changement
de coloration au niveau du vagin, et un comportement de lordose lorsque la femelle est placée
en présence d’un male. Les phases de dicestrus et de metcestrus sont caractérisées par une
faible production hormonale et la préparation du prochain cycle cestral. Ainsi, chez le rat, la
concentration d’cestrogenes est la plus forte pendant le proestrus, puis elle va chuter pour
atteindre son taux le plus bas pendant |'cestrus avant d’augmenter légérement pendant les
phases de metoestrus et de dioestrus, préparant le pic du prochain cycle (Figure 16 ; (Haim et

al., 2003)).
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Figure 16: Taux d’estradiol (pg/mL) dans le sérum chez des femelles rats F344 pendant les
différentes phases du cycle cestral.

Extrait de(Haim et al., 2003), adapté par Rabiant K.
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Chez le rat, ces cycles peuvent étre évalués de différentes fagons, notamment a 'aide de
frottis vagianux qui peuvent étre soit colorés (par la technique de Papanicolaou) ou non
(comptage cellulaire). La méthode employée dans notre étude, un comptage cellulaire sur état

frais, est décrite dans le chapitre 4 : Matériels et Méthodes.

Ainsi, et malgré d’énormes différences temporelles, les cycles cestraux des mammiferes
possedent plusieurs similitudes. C’est le cas entre la femme et la ratte qui présentent certaines
similitudes temporelles et fonctionnelles du pic d’cestrogénes annoncant I'ovulation (Figure
17). Cette similitude permet de se pencher sur le role de ces phases sur des fonctions et des

mécanismes physiologiques particuliers.
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Figure 17: Comparaison du cycle de I'cestrus chez le rat et du cycle ovarien chez la femme.

Les rats présentent un cycle de 4 jours (les barres grises représentent la nuit) montrant des fluctuations
d’cestrogénes proches de celles visibles chez la femme. La ligne rouge montre la moyenne du jour ol se
déclenche I'ovulation en fonction des especes.

((Staley and Scharfman, 2005); adapté de Ann Thomson — The Physiology of Reproduction Vol. 2)
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Des études ont montré chez les rongeurs que l'estradiol possédait des propriétés
neurotrophiques en augmentant a la fois la synaptogénese et en renforcant la structure de la
glie au niveau de I'hippocampe (Barha and Galea, 2010). Chez 'Homme, une telle influence
de I'estradiol sur la morphologie de I'hippocampe a été montrée notamment pendant la
puberté puisqu’il s’agit d’une période de maturation importante pendant laquelle I'estradiol
provogue une augmentation des volumes de I'hippocampe (Neufang et al., 2009; Hu et al.,
2013). De plus, une étude récente a montré un impact direct du cycle menstruel sur la
morphologie de I'hippocampe. Les auteurs ont mesuré 'anisotropie fractionnelle, un indice
guantifiant I'intégrité structurelle d’une région cérébrale, et observé une corrélation positive
entre cet indice et le taux d’estradiol dans I’hippocampe de la femme, révélant une valeur
maximale autour de la période d’ovulation, et donc, du pic d’estradiol endogéne (Barth et al.,
2016). Ces résultats suggerent que I'estradiol possede la capacité de modifier la structure de
I’hippocampe, et révele également le caractéere transitoire de cet effet qui apparait et disparait

au rythme des phases du cycle ovarien.

2.3 Les récepteurs aux cestrogenes

Les récepteurs aux ostéogenes (ER) sont des récepteurs nucléaires dont la fonction est
I'activation de genes impliqués dans la croissance, la différenciation cellulaire et la
reproduction. Le ligand de ces récepteurs est I'estradiol et ils existent sous 3 isoformes: ERq,
ERPB et ERy (aussi appelé ERaf). Ce dernier n’a été identifié que chez certaines espéces de
poissons (Hawkins et al., 2000; Ma, Dong and Yu, 2000; Menuet et al., 2002). Au niveau de
I’"hippocampe, ces récepteurs ERa et ERP sont toutefois majoritairement non nucléaire et
présents au niveau des épines dendritiques, des terminaisons présynaptiques et de la glie
(Loy, Gerlach and McEwen, 1988). ERa et ERP sont codés a partir des genes ESR1 et ESR2,
respectivement. Ces récepteurs partagent une structure similaire. lls sont tous les deux
composés de 6 domaines fonctionnellement distincts notés de A a F (Figure 18). Leur région
N-terminale (domaine A/B) est hautement variable en taille et en homologie de séquences.
On la retrouve impliqguée dans les interactions avec les co-régulateurs pour contréler la
transcription. Ce domaine ne présente que 18% d’homologie entre les récepteurs ERa et ERB

et peut expliquer leur différence de réponse. Ensuite le domaine C, hautement conservé
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(97%), est responsable de la fixation a I’ADN. Il est également impliqué dans la dimérisation
des récepteurs nucléaires. Le domaine D est une région charniére entre les domaines C et E.
Le domaine E sert de site de fixation au ligand et a un role important dans la dimérisation de
ces récepteurs, la localisation nucléaire et I'interaction avec les co-régulateurs. Et enfin le

domaine F forme la partie C-terminale (Kumar et al., 1987).

Estrogen Receptoralpha

domaine domaing

. de fixation domaine de liaison au ligand
8 de IADN

NH, E F — COOH
1 180 263 302 595
Estrogen Receptor beta
NH, E F = COOH
1 104 485

Figure 18: Représentation schématique des domaines constituants les récepteurs aux
cestrogénes a et 8

On y retrouve les 6 domaines notés de A a F. Le domaine D représente une zone charniére entre les
domaines C et E servant a la localisation nucléaire. Le domaine F forme le C-terminal. Entre ERa et ERB,
les domaines D et E possédent une grande homologie de séquences.

Issu du site https://obgynkey.com, adapté par Rabiant K.

Il existe également un autre type de récepteur aux cestrogenes lié a une protéine G. Ce
récepteur GPER1 (aussi appelé GPR30) est codé par le gene GPER et se trouve surla membrane
de la cellule qui le posséde. Lorsque I'estradiol se lie a ce récepteur, ce dernier est responsable
d’une réponse plus rapide que les ERa et B. En effet, la fixation de I'estradiol a GPER1 va
permettre une réponse non génomique résultant en une mobilisation intracellulaire de

calcium (Hazell et al., 2009).
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2.4 Répartitions et fonctions des récepteurs ERa et ERB

Les ERs se retrouvent dans de nombreux tissus. Dans certains organes, on retrouve les
deux types de récepteurs dans des quantités similaires mais pour d’autres, I'une des deux
formes prédomine. |l est possible également de retrouver les 2 types de récepteurs dans un
méme organe, mais exprimés dans des cellules différentes. Ainsi, ERa est principalement
exprimé dans les organes génitaux féminins (utérus, ovaires) et les glandes mamaires, mais
également dans les organes génitaux masculins (stroma prostatique, testicules et
épididymes). On le retrouve également dans les os, le foie et certaines régions du cerveau. La
forme ERP se retrouve plus particulierement au niveau du colon, de la prostate, des testicules,
des ovaires, de la moelle épiniere, des glandes salivaires et dans certaines régions du cerveau
(Dahlman-wright et al., 2006). Dans le cerveau, les répartitions sont également inégales. Des
régions comme les noyaux de la strie terminale, la partie médiale et corticale de I'amygdale,
I'aire préoptique, le noyau parabrachial ou encore le locus cceruleus expriment les 2 formes
de récepteurs. L'isoforme ERa se retrouve seule dans le noyau hypothalamique ventromédian
et dans l'organe subfornical. Au contraire, les neurones du bulbe olfactif, des noyaux
supraoptique, paraventriculaire, suprachiasmatique, ainsi qu’hypothalamique tubéral
contiennent exclusivement la forme ERPB, tout comme la zona incerta, I'aire tegmentale
ventrale, le cerebellum, une partie de la moelle épiniére et les glandes pinéales. Cependant,
méme si les deux types de récepteurs sont exprimés dans certains neurones du noyau arqué
et de I’hippocampe, on note tout de méme une prévalence de ERa dans le noyau arqué, et de
ERPB dans I'hippocampe (Shughrue, Komm and Merchenthaler, 1996; Chu and Fuller, 1997;
Shughrue et al., 1997; Laflamme et al., 1998; Hileman, Handa and Jackson, 1999; Osterlund et
al., 2000; Mitra et al., 2003). Dans I’hippocampe du rat et de la souris, les ERa nucléaires se
trouvent uniqguement au niveau des interneurones tandis que ERB n’est pas présent au niveau
nucléaire. Cependant, ces deux types de récepteurs se trouvent de maniére plus abondante
sur des sites extra-nucléaires tels que le cytoplasme, I’endosome des cellules pyramidales et
granulaires ou encore les mitochondries. Chez les deux espéces de rongeurs, ERa et ERPB se
retrouvent au niveau des axones, de leur terminaison, des dendrites, des épines dendritiques
des neurones pyramidaux ainsi qu’au niveau des cellules granulaires et des astrocytes proches
des cellules pyramidales (Milner et al., 2001, 2005; Mitra et al., 2003; Mitterling et al., 2010).
La présence de ERB au niveau de la membrane plasmique des neurones semble étre
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déclenchée par la présence d’estradiol puisque son application dans une culture de cellules
d’hippocampe de souris permet d’observer 5min aprées I'application, une translocation des
ERB mais pas des ERa au niveau de la membrane plasmique (Sheldahl et al., 2008). Ce résultat
suggere que I'estradiol déclenche cette translocation des ERPB, et potentiellement, déclenche
la signalisation cellulaire. Pris dans leur ensemble, ces résultats semblent indiquer que
I’estradiol fixe les récepteurs ERa et ERB a différents endroits de la cellule. Ainsi, pour les
réponses non-génomiques, |'estradiol se fixerait sur les ERa au niveau de la membrane
plasmique pour déclencher sa cascade de signalisation, tandis que les ERP capteraient
I’estradiol dans le cytoplasme ou le noyau du neurone, avant de transloquer vers la membrane
plasmique sous |'effet de I'estradiol, pour se rapprocher des molécules permettant aux
récepteurs de déclencher leur cascade de signalisation. Cette hypothése est cohérente avec
la littérature qui indique une présence plus importante des récepteurs ERa a la surface de la
membrane plasmique de cellules placées dans un environnement sans estradiol ainsi qu’une
activation plus rapide des voies de signalisation de ces récepteurs comparés aux récepteurs

ERB (Wade et al., 2001).

Concernant GPER1, on le trouve principalement et en grande quantité dans le
prosencéphale (le cortex, I'hypothalamus et I'hippocampe) mais également dans des noyaux
spécifiqgues du mésencéphale (les noyaux pontiques et le locus cceruleus) (Hazell et al., 2009).
Au sein de I’hippocampe, on le retrouve plus particulierement au niveau des astrocytes et des
neurones pyramidaux ou ils sont localisés sur la membrane des axones, les axones terminaux,

sur les corps cellulaires, dans les dendrites et les épines dendritiques (Waters et al., 2015).

Des souris knock-out aux récepteurs ERa et ERP ont permis de mettre en évidence
certaines fonctions de ces récepteurs. Tout d’abord, I'absence de ERa provoque des anomalies
morphologiques chez les souris, avec une immaturité du systeme génital, un développement
incomplet des glandes mammaires et une insensibilité aux cestrogenes. Chez les males, on
observe une atrophie des testicules et une diminution de la fertilité provoquée par une
maturation incompléte des spermatozoides. Dans les deux genres, on note également une
légére diminution de la densité osseuse et un systeme cardiovasculaire altéré. Concernant
I’'absence de ERB, les femelles présentent une réduction des fonctions ovariennes et les males

développent une hyperplasie prostatique mais les deux sexes restent fertiles. Les souris
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double knock-out présentent des symptomes similaires a ceux des souris knock-out pour le
récepteur ERa avec une stérilité partielle pour les femelles (Couse and Korach, 1999;
Pettersson and Gustafsson, 2001; Ascenzi, Bocedi and Marino, 2006). De maniére
intéressante, des souris knock-out pour le récepteur GPER1 présentent une réduction de leur
anxiété dans un test de light-dark box (boite présentant une partie exposée a la lumiére,
anxiogene, et une partie dans 'ombre) et dans un labyrinthe en croix surélevé. Cet effet est
plus important chez les males que chez les femelles (Kastenberger and Schwarzer, 2014) et

suggere I'implication de ce récepteur dans la gestion des émotions et/ou du stress.

Concernant les structures impliquées dans la cognition, comme le cortex, le striatum ou
encore I’hippocampe, il a été montré que |'altération des capacités cognitives dépendait de
modifications génomiques. Les effets génomiques des cestrogénes nécessitent plusieurs
heures, voire plusieurs jours, pour se manifester et sont liés par des changements dans
I’expression des génes (Phan et al., 2012). On retrouve plusieurs caractéristiques particulieres
dans ces actions génomiques : une latence prolongée, une durée longue, I'implication d’'une
transcription génique et d’'une synthése protéique (pour revue voir (Guerriero, 2009)). Comme
ses analogues non-nucléaire, les récepteurs aux cestrogenes nucléaires existent sous la forme
ERa et ERB. Au contact de leur ligand, ces récepteurs vont se lier a un élément de réponse aux
cestrogenes (ERE) dans la région promotrice du gene cible et vont exercer une modulation de
son expression (Morissette et al., 2008). Par exemple, il a été mis en évidence que le géne
HOXC10, impligué dans le développement de la moelle épiniere et la formation des neurones,
est I'une des cibles des récepteurs aux cestrogenes. Ainsi, le promoteur du gene HOXC10
possede plusieurs EREs, particulierement ERE1 et ERE6, qui sont impliqués dans la
surexpression du géne HOXC10 en présence d’cestrogénes (Ansari et al., 2012). Une autre
cible des cestrogenes est le récepteur Apo D, codant pour I'apolipoprotéine D, une protéine
participant au transport des molécules hydrophobes, comme le cholestérol, vers le foie. On
retrouve I'apolipoprotéine D surexprimée dans des pathologies cognitives comme la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et chez des patients atteints de démence ou de
schizophrénie (Rassart et al., 2000; Ordofiez et al., 2006). Il a été montré que le gene Apo D
possédait 3 EREs dans son promoteur et que les cestrogenes peuvent moduler I'expression de
ce gene (Ordéiiez et al., 2012). Il est intéressant de noter que, chez des souris ovariectomisées
traitées a l'estradiol, on retrouve 88 genes présentant une altération de leur taux de

transcription (Humphreys, Ziegler and Nardulli, 2014). Une autre analyse de génes a
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également montré que les cestrogénes répriment |'expression de plusieurs genes impliqués
dans la taille du cerveau (Shi, Lin and Su, 2015). De plus, lorsque les EREs sont supprimés des
promoteurs de ces genes, I'effet des cestrogénes est bloqué, ce qui suggérent I'implication
des cestrogenes dans la modulation de la taille du cerveau, ce qui pourrait expliquer la
différence de volume observée entre les hommes et les femmes (Shi, Lin and Su, 2015). En
plus de ces effets, les cestrogénes peuvent servir de cofacteurs sur des sites non-EREs qui
interagissent avec d’autres éléments de liaison de I’ADN, tel que AP-1 et c-Jun possédant des
propriétés anti-apoptotiques et qui sont nécessaires dans la progression du cycle cellulaire

(Varea et al., 2009).

Concernant une coopération des deux mécanismes, cette derniére est possible. On
considere comme classique, la voie d’activation pendant laquelle les cestrogenes vont se lier
a leurs récepteurs qui vont, a leur tour, se lier aux EREs et altérer la transcription des genes
(Phan et al., 2012). La voie non classique des récepteurs ERa et ERB agit soit par liaison sur
des éléments de réponse a I’ADN, soit par une cascade de signalisation (Srivastava and Penzes,
2011), permettant d’initier une réponse hormonale rapide (de l'ordre de la seconde a la
minute) (Frick, 2012; Giese and Mizuno, 2013). Les récepteurs aux cestrogenes présents en
dehors du noyau se trouvent a la surface de la membrane cellulaire des neurones, mais
également dans le cytoplasme des épines dendritiques et des éléments présynaptiques dans
plusieurs régions cérébrales, incluant I’hippocampe et le cortex préfrontal médian (pour revue
(Srivastava, Woolfrey and Penzes, 2013)). Concernant I'interaction entre ces deux voies, 6 a
12 heures apres un traitement aux cestrogenes, on observe une accumulation d’ERP au niveau
du noyau qui va augmenter I'expression des ARN messager de la protéine postsynaptique PSD-
95, qui a un réle important dans la synapse notamment en régulant le trafic des récepteurs
AMPA, mais également de la synaptophysine. Ce résultat implique donc la voie d’action dite
classique des cestrogénes sur la plasticité synaptique. Cependant, le blocage de la protéine
PI3K va partiellement réprimer I'expression de ce PSD-95 et de la synaptophysine induite par
les cestrogenes, suggérant I'implication de la voie indirecte et donc la coopération de ces deux
voies de signalisations des cestrogenes (Chamniansawat and Chongthammakun, 2010). Un
autre exemple concerne le neuropeptide Y (NPY) intervenant dans plusieurs fonctions telles
que la prise alimentaire, la gestion du stress, la régulation des fonctions sexuelles, etc... (pour
revue voir (Tatemoto, 2004)). Les cestrogénes peuvent réguler I'expression de NPY via son

promoteur. Cependant, les actions non génomiques des cestrogenes, par les voies d’activation
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PI3K/Akt (Phosphatydilinositol 3-kinases) et ERK/MAPK (Extracellular signal-regulated
Kinases), sont trés importantes dans cette régulation. En effet, I'inhibition de ces voies de
signalisation bloque les effets des cestrogenes sur I'expression de NPY, suggérant que les
cascades de signalisation rapide déclenchées par les cestrogenes potentialisent les actions

génomiques des hormones sexuelles sur I'expression du gene NPY (Titolo et al., 2008).

3.(Estrogenes, mémoire et apprentissage

Historiguement, les effets de I'estradiol sur le cerveau ont été cantonnés a la régulation
du comportement sexuelle et de I'ovulation (Gorski, 1973). Depuis plusieurs années déja, les
roles des cestrogenes, et des hormones gonadiques en général, sur le cerveau sont reconnus.
Concernant les cestrogenes, leur implication dans la régulation des humeurs, dans certains
désordres psychiatriques, dans les comportements sociaux ainsi que dans les capacités
cognitives a été mise en évidence (Gillies and McArthur, 2010; Watson et al., 2010). Les effets
des cestrogenes sur la mémoire proviennent principalement de leurs interactions avec
I’hippocampe. Dans une culture cellulaire d’hippocampe de rat, ainsi qu’in vivo dans
I’hippocame dorsal de la souris ovariectomisées et chez le rat male non stérilisé, I'application
d’estradiol pendant 5 a 10 minutes active une cascade de signalisation cellulaire incluant les
voies de ERK et de la PI3K (Kuroki et al., 2000; Yokomaku et al., 2003; Fernandez et al., 2008).
Parmi les récepteurs extra-nucléaires, le GPER1 a été décrit comme étant impliqué dans des
taches cognitives. Hammond et ses collaborateurs ont montré dans deux publications de 2009
et 2012, que ce récepteur facilitait I'acquisition d’une tache d’apprentissage spatial dans
laquelle les rats sont récompensés lorsqu’ils retournent dans le méme bras d’un labyrinthe en
T que celui gu’ils ont visité lors du test précédent (DMP : delayed matching-to-position). De la
méme maniére, le GPER1 aiderait I'apprentissage spatial dans un labyrinthe en Y (Hawley et
al., 2014). De plus, la ou des souris ovariectomisées témoins ne présentent pas
d’apprentissage, I'administration systémique de 17B-estradiol (E2) avant I'acquisition permet
de faciliter la reconnaissance spatiale, la reconnaissance d’objet et I'apprentissage lors d’'un
test de placement d’objet (Phan et al., 2012). De la méme maniére, I'administration d’un
agoniste des récepteurs ERa (le PPT : Propyl Pyrazole Triol ) ou du récepteur GPER1 (le G-1)
permet d’observer des résultats similaires sur les performances chez des souris OVX (Gabor

et al., 2015). Cependant, I'administration d’un agoniste des récepteurs ERB (le DPN:
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Diarylpropionitrile) ne permet d’améliorer que I'apprentissage lors d’un test de placement
d’objets (Phan et al., 2011).

Ainsi ces résultats suggerent que I'estradiol peut intervenir rapidement sur différents types
d’apprentissages par I'intermédiaire de ses trois récepteurs et ce, sans action génomique.

Au niveau cellulaire, il a été montré que I'estradiol permet d’augmenter rapidement la densité
des synapses in vivo chez la ratte ovariectomisée (MaclLusky et al., 2005) mais également in
vitro (Srivastava, 2012; Sellers et al., 2015). Ces résultats suggérent que la transmission
synaptique des neurones traités a I'estradiol peut également étre impliguée dans
I'amélioration des capacités d’apprentissage et de mémoire observées dans un temps court
apres le traitement a I'E2 (Packard and Teather, 1997a; Holmes, Wide and Galea, 2002; Luine,
Jacome and Maclusky, 2003; Fernandez et al., 2008; Fan et al., 2010; Phan et al., 2012, 2015;
Fortress et al., 2013). L’administration d’E2 (de 1,5pg/kg a 3ug/kg) par injection systémique
ou intrahippocampique, 15 minutes avant I'acquisition, permet d’améliorer les performances
de souris ovariectomisées, 40 minutes plus tard, lors de tests de reconnaissance d’objets
(impliguant I’hippocampe), de reconnaissance sociale et de reconnaissance de place (Phan et
al., 2011, 2012, 2015). De plus, des études ont mis en évidence que I'administration d’E2
pendant la phase de consolidation peut améliorer les performances dans des taches de NOR
ou de position d’objets 24 a 48h apres I'exposition (Fernandez et al., 2008; Fan et al., 2010;
Fortress et al., 2013). Cependant la dose d’estradiol circulante présente également des effets
différentiels. Ainsi, I'exploration de la mémoire de travail, dépendante de I’hippocampe, a
I'aide d’un labyrinthe radial ou en T montre qu’une forte dose d’estradiol (1 et 5ug par rat)
diminue I'acquisition au contraire d’une faible dose (0,3ug par rat) (Holmes, Wide and Galea,
2002; Wide et al., 2004). Des résultats similaires ont été trouvés chez I'Homme (Hampson,
1990a) mais également chez différents modeles de rongeurs (Frye and Sturgis, 1995; Warren
and Juraska, 1997; Jacome et al., 2010). Ces résultats suggérent donc un effet dose-dépendant
de I'E2 sur les fonctions cognitives et mettent en avant le fonctionnement physiologique des
cestrogenes, dont I'activité décrit une courbe en « U » inversée notamment au niveau de
I’'hippocampe. Ainsi, les doses fortes ou faibles d’E2 se traduisent par une atteinte de la
mémoire de reconnaissance chez la jeune femme (Bayer et al., 2018). Ce profil d’activité de
I’estradiol n’est pas restreint a ’'Homme. Il a été également mis en évidence dans des modeles
murins. Chez la ratte ovariectomisée, il a été montré que seule la dose de 200ug/kg (17B-

estradiol, i.p.) d’estradiol permettait d’améliorer la rétention des rattes 24h apres un test de
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MWM, les autres doses (100ug/kg et 400ug/kg) n’ayant pas d’effet (Packard and Teather,
1997b). En utilisant le méme protocole et la méme dose, des résultats similaires ont été
obtenus chez la souris ovariectomisée (Gresack and Frick, 2006). Dans sa revue, Packard
souligne I'importance de la dose mais également du temps nécessaire pour observer les effets
de I'estradiol sur la rétention de la mémoire a la suite d’un test de mémoire de travail spatiale
(Packard, 1998), ajoutant a la courbe en forme de « U » inversé un niveau de complexité
supplémentaire puisqu’en fonction du délais, la dose optimale ne serait pas la méme. Cette
idée de dose optimale différente fut approfondie par Inagaki qui s’intéressa a deux types de
mémoire avec des tests de reconnaissance d’objets et de positionnement d’objets. En utilisant
différentes doses d’E2 chez des rattes ovariectomisées, son équipe montra une augmentation
des performances dans le test de positionnement d’objets a une dose de 20ug/kg (en sous-
cutané) mais aucun effet pour les doses inférieures (10ug/kg) et supérieures (40 et 60ug/kg),
en accord avec la réponse suivant la forme d’'un « U» inversé. Cependant, lorsqu’elle
s’intéressa a la reconnaissance d’objet, I’équipe d’Inagaki montra une forme de « U » inversé
pour des doses plus faibles d’E2, avec comme dose optimale, I'injection de 5ug/kg (Inagaki,
Gautreaux and Luine, 2010). Ces résultats soulignent donc une complexité plus importante
dans la réponse de I'estradiol puisqu’il ne s’agirait pas simplement d’une courbe en « U »
inversé, mais plutot d’une courbe non monotonique avec plusieurs doses efficaces en fonction
des structures étudiées, mais également des taches cognitives explorées. Enfin, cette courbe
a été retrouvé chez la souris ovariectomisée avec des injections intrahippocampique
d’estradiol permettant d’augmenter la génese d’épines dendritiques au niveau de CA1l des
femelles qui ont recu 50nM d’estradiol, comparativement aux femelles qui ont recu 25 ou
100nM d’estradiol (Phan et al., 2015). Cette génése d’épines dendritiques pourrait
correspondre a la période pendant laquelle les améliorations cognitives sont observables.
Cependant, il est intéressant de noter que cette génese d’épines dendritiques est associée
avec une diminution de |'excitabilité de CA1 induite par une diminution de l'activité des
récepteurs AMPA correspondant a leur internalisation (Phan et al., 2015).

Ainsi, I'estradiol n’est pas seulement un modulateur a la hausse de la plasticité et donc ne
contribue pas qu’a la seule amélioration des performances dans des taches d’apprentissage
et de mémorisation. Chez des souris ovariectomisées, I'E2 mélangé a I'’eau des biberons
pendant 5 semaines, permettant d’avoir un dosage physiologique d’estradiol, augmente la

performance de reconnaissance d’objets mais altere la mémoire spatiale de référence, c’est-
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a-dire, la capacité de stocker I'information sur un sujet précis pendant une longue période
(Fernandez and Frick, 2004). De la méme maniere, chez des rattes ovariectomisées,
I’exposition chronique a de fortes doses d’E2 peut diminuer les performances de mémoire de
travail spatiale (Holmes, Wide and Galea, 2002) mais également les performances dans un test
de préférence de place conditionnée (Galea et al., 2001). On retrouve cette altération lors de
I’administration aiglie de fortes doses d’estradiol et de progestérone, avec une diminution des
performances de la mémoire de référence dans le MWM (Chesler and Juraska, 2000). Chez
I'Homme également, une augmentation de la concentration d’cestrogénes endogenes est
associée a des performances plus faibles dans des taches de mémoire de travail spatiale chez
des femmes naturellement cyclées (Hampson, 1990a). Cependant, il a été mis en évidence,
chez des femmes ménopausées, qu’un taux trop faible d’cestrogénes endogénes était associé
avec des déficits cognitifs évalués via le Montréal Cognitive Assessment Scale (Gholizadeh,
Sadatmahalleh and Ziaei, 2018), nécessitant alors un apport exogéne en estradiol pour
récupérer des fonctions cognitives proches des individus témoins. Ce test évalue la mémoire
a court terme, plusieurs fonctions exécutives, I'attention, la concentration, la mémoire de

travail, le langage et la fluence verbale ainsi que I'orientation spatiotemporelle.

Dans ce contexte, les cestrogenes apparaissent comme des modulateurs complexes de la
mémoire de travail et de référence. Cette hormone permet d’améliorer comme de dégrader
les performances cognitives en fonction de différents criteres tels que la dose administrée, la
voie d’administration, la période de la tdche d’apprentissage pendant laquelle elle est
administrée (phase d’acquisition, de consolidation, de test...) et le type de tache demandé
(structure impliquée). Ainsi, il est possible que I'E2 agisse sur I'apprentissage et la mémoire
par une modification de la plasticité synaptique mais aussi par une influence sur la plasticité

structurelle des synapses en agissant sur les dendrites.
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4.(Estrogenes et plasticité fonctionnelle

4.1 La plasticité a 2 étapes ou la théorie du « two-step wiring plasticity »

Parmi les possibilités d’actions de I'estradiol, une théorie se base sur 'augmentation de la
densité des dendrites et 'amélioration de la mémoire observées dans plusieurs modeles
animaux. Cette théorie a été nommée « two-step wiring plasticity » pouvant étre traduit par
la plasticité de connexion en deux étapes (Srivastava et al., 2008). Selon cette théorie, la
présence d’estradiol induirait chez les neurones un état favorisant leur efficacité de réponses
aux stimuli. Cet état impliguerait une modulation de la structure et des fonctions des
dendrites. Dans la premiere étape, I'estradiol va augmenter de maniéere transitoire le nombre
d’épines dendritiques et générer des synapses silencieuses en retirant les récepteurs AMPA
contenant la sous-unité GIuAl et en ajoutant des récepteurs NMDA contenant la sous-unité
GluN1 au niveau des synapses naissantes. Ainsi, I'estradiol induit un état de communication
favorable en augmentant a la fois le nombre de synapses silencieuses pouvant étre recrutées
a la prochaine stimulation et la connectivité du systeme. La seconde phase est fonction de la
présence, ou non, d’une stimulation. Dans le cas ou la synapse n’est pas stimulée, les épines
précédemment générées par la présence d’estradiol seront éliminées et les niveaux des
récepteurs contenant GIuA1l et GluN1 retrouverons leur état initial. Ce mécanisme permet de
retourner a |'état de « repos » des neurones, correspondant a |’état fonctionnel précédant la
présence d’estradiol. Dans le cas ou le systéeme est soumis a une stimulation, les épines
dendritiques induites par I'estradiol vont persister, provoquant une diminution de la présence
de la sous-unité GluAl et une augmentation de celle de la sous-unité GIuN1 au niveau des
nouvelles dendrites mais également dans celles pré-existantes, conduisant a une
augmentation a long terme (24h) de la transmission et de la connectivité de la synapse
(Srivastava, 2012). Ainsi il est possible que |'estradiol, en agissant sur les récepteurs aux
cestrogenes, stimule la phosphorylation de la sous-unité GIuA1 comme décrite dans le

chapitre « Hippocampe » (3. Plasticité synaptigue, page 74), aboutissant a une internalisation

des récepteurs AMPA. De plus, le recrutement de récepteurs NMDA a la surface de la
membrane cellulaire va renforcer I'efficacité de la transmission, fonction de leurs
compositions en sous-unité GIuN2A ou GIuN2B. Cette théorie de plasticité de connexion a

deux étapes a été testée sur culture cellulaire de neurones corticaux (Srivastava et al., 2008)
120



et pourrait bien représenter I'un des mécanismes par lequel I'estradiol peut exercer sa

modulation sur les capacités d’apprentissage dans d’autres structures (Lymer et al., 2018).

4.2 (Estrogenes et Potentialisation a Long Terme

Concernant la plasticité, il a été mis en évidence que les cestrogénes facilitent I'induction
de la PLT chez des rats in vivo en phase de proestrus (correspondant au pic d’estradiol
endogene) (Warren et al., 1995; Good, Day and Muir, 1999). Chez des rattes ovariectomisées,
I'estradiol améliore l'induction également, sans modification des réponses synaptiques
basales des neurones de CA1 (Cordoba Montoya and Carrer, 1997). Cependant, I'inverse a
également été mis en évidence puisque des études ont montré que ni I'ovariectomie, ni le
traitement a I'estradiol n’a d’incidence sur la PLT in vivo (Day and Good, 2005) et in vitro
(Barraclough, Ingram and Brown, 1999). Ces différences peuvent étre le résultat des modeéles
utilisés. En effet, parmi ces études, les souches de rats, mais également |'age et les protocoles
expérimentaux sont différents (ovariectomie, protocole de stimulation, etc...). L'amélioration
de la PLT par I'estradiol impliquerait la sous-unité GIuN2B des récepteurs NMDA au niveau de
I’hippocampe (Vedder et al., 2013). Ce résultat a été obtenu par I'utilisation d’un antagoniste
spécifique de la sous-unité GIuUN2B qui bloque cette augmentation de la PLT (Smith and
McMahon, 2006). Une autre étude a également montré ce lien entre estradiol et GIuUN2B
(Smith et al., 2016). Elle met en évidence chez des rattes ovariectomisées le recrutement de
récepteurs NMDA exprimant la sous-unité GIuN2B pendant la phase d’induction de la PLT. Le
blocage de cette sous-unité, ou de la voie de ERK, également mise a contribution, empéche
I'induction de la PLT au niveau des synapses entre le cortex entorhinal et les neurones
pyramidaux de CA1l chez les rattes ovariectomisées traitées a I'estradiol, mais pas chez les
rattes ovariectomisées témoins. Enfin, une autre voie d’activation a été mise en évidence par
I'utilisation d’'un antagoniste des récepteurs acétylcholinergiques de type muscarinique. Chez
des rattes ovariectomisées traitées chroniquement a I’estradiol pendant 5 mois (par le biais
d’une capsule sous-cutanée), I'utilisation de la scopolamine (1uM) bloque I'augmentation de
la PLT induite par ce traitement a I'estradiol (Stelly et al., 2012) impliquant ces récepteurs dans
la modification de la plasticité induite par I'estradiol. Une étude récente a mesuré les
performances des rattes ovariectomisées atteintes d’'une défaillance rénale chronique dans
un test de MWM. L’administration d’estradiol, bien qu’améliorant la plasticité synaptique de
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type PLT chez des rattes ovariectomisées sans défaillance rénale, provoque une diminution
des performances lors du test sans avoir d’effet sur la PLT chez des rattes ovariectomisées
atteintes de défaillances rénales chroniques. Cet effet est associé a une augmentation du
stress oxydatif au niveau de I'hippocampe (Sharifi, Reisi and Malek, 2019). Ces résultats
ajoutent donc un niveau de complexité a la compréhension du fonctionnement de I'estradiol,
en particulier sur les mécanismes d’action par lesquels I'estradiol va avoir des répercussions
sur les fonctions cognitives des femmes ménopausées. Enfin, I'estradiol facilite également la
PLT dans d’autres structures cérébrales, notamment le cortex préfrontal médian chez des
souris ovariectomisées. En effet, I'utilisation d’un agoniste ERB, mais pas ERa, permet de
récupérer une PLT normale chez ces femelles ovariectomisées, suggérant |'implication de ce
récepteur dans la PLT (Galvin and Ninan, 2014). Il est également important de noter que les
effets de I'estradiol sur la plasticité ne concernent pas uniquement les femelles. Il a en effet
été montré a de multiples reprises que |'estradiol a des effets chez les males. L'utilisation du
letrozole, un antagoniste de I'aromatase, I'enzyme responsable de la synthése de I'estradiol
depuis la testostérone, diminue I'amplitude de la PLT chez des rats males (Grassi et al., 2011;
Di Mauro et al., 2015). Ce résultat indique I'importance de la synthese d’cestrogénes dans
I’'hippocampe chez les males. L'implication des ERs est également présente puisque la PLT
induite par I'administration d’estradiol dans le bain des tranches d’hippocampe de rats males
est bloquée par |'utilisation d’antagonistes des ERs mais également par des antagonistes des
kinases (ERK, MAPK, PKA, PKC, PI3K et CaMKIl) les impliquant dans le mécanisme d’action de
I'estradiol (Hasegawa et al., 2015). En accord avec ces résultats, il a été récemment mis en
évidence I'implication des kinases AKT et ERK dans les mécanismes d’action de I'estradiol, au
niveau de I"hippocampe. En utilisant des souris males et femelles dont le géne codant pour
I’'aromatase a été invalidé au niveau du cerveau antérieur (appelé FBN-ARO-KO), I’équipe de
Lu montre une diminution des densités synaptique et dendritique, ainsi qu’une diminution
des performances lors de tests explorant la mémoire de référence spatiale dépendant de
I’hippocampe, la mémoire de référence et la mémoire de peur contextuelle tout en
conservant des niveaux d’anxiété normaux ainsi qu’une activité locomotrice normale (Lu et
al., 2019). De plus, une injection d’estradiol exogene chez les animaux FBN-ARO-KO
permettait de récupérer des activités normales dans tous les domaines, soulignant ainsi
I'importance de I'estradiol dans ces effets cognitifs. Pour terminer, I'équipe de Lu a également

enregistré la plasticité synaptique chez ces animaux FBN-ARO-KO et a mesuré une induction
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normale de la PLT mais une amplitude diminuée, récupérée néanmoins par application
d’estradiol in vitro. L'utilisation d’inhibiteur de la voie MEK/ERK leur a permis de montrer
I'implication de cette voie de signalisation puisqu’elle prévient la récupération d’une PLT
normale aprées I'application d’estradiol in vitro (Lu et al., 2019). Prise dans son ensemble, cette
étude montre I'importance des cestrogenes produites par les neurones dans les fonctions
cognitives chez des souris, sans distinction de genre.

Une autre étude récente montre chez les rats males, I'importance des ERs, a la fois ERa et
ERB, dans 'induction de la PLT, mais pas de la DLT, puisque I'utilisation d’'un antagoniste des
ERs va abolir la PLT quand l'utilisation d’un antagoniste spécifique a ERa ou ERB ne va que
partiellement diminuer la DLT (Tozzi et al., 2019). Enfin, le récepteur NMDA est également
impliqué. En effet, chez le male, I'application d’estradiol dans le bain des tranches
d’hippocampe va provoquer une augmentation transitoire du PPSE alors que I"application
concomitante de NMDA et d’estradiol va transformer une DLT en une PLT (Shiroma,
Yamaguchi and Kometani, 2005). Dans ce dernier cas, il est possible que I'estradiol, en
potentialisant les récepteurs NMDA, provoque une entrée plus massive de Ca?* responsable
du déclenchement de la PLT a la place de la DLT (voir chapitre « Hippocampe », 3.2 La

potentialisation a long terme, page 80).

L’ensemble de ces résultats montrent que l'estradiol, par le biais de diverses voies de
signalisation et par 'activation de plusieurs récepteurs, est capable de réguler et d’altérer la
PLT chez les males, comme chez les femelles, et que ses effets varient en fonction des

protocoles et des modeles utilisés. Mais qu’en est-il de la DLT ?

4.3 (Estrogénes et Dépression a Long Terme

Apres les premieres découvertes des capacités de régulation de I'estradiol sur la PLT, il ne
fallut pas attendre bien longtemps pour que la communauté scientifique s’intéresse a son
opposé, la DLT. Good et collaborateurs ont montré en 1999 chez des rattes in vivo que la phase
de proestrus est associée a une diminution de I'amplitude de la DLT (Good, Day and Muir,
1999). Cependant, une année plus tard, il a été montré chez des femelles ovariectomisées que
2 injections d’estradiol a 24h d’intervalle permettait d’augmenter la DLT ex vivo (Desmond,
Zhang and Levy, 2000). Une autre étude met en évidence que |'estradiol diminue simplement
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le seuil de déclenchement de la DLT (Reza Zamani, Desmond and Levy, 2000), et que cela
nécessite des récepteurs NMDA fonctionnels. Chez la femelle ovariectomisée in vivo, il a été
observé une plus grande difficulté a induire de la DLT. Cependant, un traitement chronique a
I’estradiol permit de récupérer une induction normale (Day and Good, 2005). Ce résultat
souligne déja une différence entre I'effet ex vivo et in vivo de I’estradiol sur la DLT ou il peut
agir comme un potentiateur ou un inhibiteur de la plasticité de type DLT. Dans les 3 dernieres
études, la dose d’estradiol utilisée est la méme (10ug) mais les protocoles d’injections sont
différents. Pour les études de Desmond et Zamani, la ratte ovariectomisée subie 2 injections
d’estradiol espacées de 24h suivies d’un sacrifice 48h apres alors que les travaux de Day
utilisent un protocole chronique d’une seule injection d’estradiol toutes les 48h pendant 5
semaines.

Concernant les récepteurs impliqués, il semblerait que I'ERa soit le plus impliqué dans le cas
de la DLT. En effet, en utilisant des modéles rongeurs males, Mukai et collaborateurs ont
montré que I'estradiol tout comme la PPT, 'antagoniste spécifique ERa, augmentaient la DLT
et la génese d’épines dendritiques au sein de I'hippocampe tandis que la DPN, I'antagoniste
spécifique ERB, diminuait la DLT sans effet sur la génése d’épines dendritiques (Mukai et al.,
2007). Ces résultats impliqguent un réle moins important de ERB dans les phénomeénes de
plasticité chez les males. De plus, des résultats similaires ont été observés chez des souris
males (Murakami et al., 2015). Ces deux étudent montrent une homologie potentielle entre
les especes et l'implication des ERs, principalement ERa, sur la DLT, chez les males.
L'implication privilégiée des récepteurs ERa a également été mise en avant par |'utilisation de
souris ERaKO et ERBKO. Dans cette étude, Murakami et ses collaborateurs ont mesuré une
augmentation rapide de la DLT induite par I'estradiol via une activation des récepteurs NMDA
chez des souris sauvages mais pas chez les souris ERaKO, soulighant encore une fois, la plus
grande implication de ce récepteur dans les phénomeénes de plasticité (Murakami et al., 2015).
Cependant, ce résultat est également soumis au modeéle animal puisque chez des rats males,
I"utilisation des antagonistes des ERs, ou plus spécifiquement de celui d’ERa et de ERB, n’a pas
permis de mettre évidence une implication des ERs dans la DLT (Tozzi et al., 2019).

Enfin, 'age est également un facteur a prendre en compte puisqu’il a été montré chez les
males que l'administration d’estradiol dans le bain des tranches d’hippocampe bloque
I'induction de la DLT chez des rats agés mais ne fait que diminuer légérement la DLT chez des

rats adultes (Vouimba et al., 2000). De plus, la présence concomitante d’estradiol et de DHPG,
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Dihydroxyphenylglycine (un agoniste des mGIuR 1 et 5), dans le bain permet I'induction d’une
DLT chez le rat méale adulte, soulignant une autre voie d’activation possible de I'estradiol dans

la régulation de la plasticité de I’hippocampe (Shiroma, Yamaguchi and Kometani, 2005).

4.4 (Estrogenes, plasticité structurelle et excitabilité synaptique

La modulation de la plasticité synaptique hippocampique par les cestrogenes ne fait aucun
doute. Que ce soit par I'activation de ses propres récepteurs ERa et ERB, ou par |'activation
des récepteurs NMDA ionotropiques ou des récepteurs au glutamate métabotropiques via
une cascade de signalisation, |'estradiol est capable d’altérer la bidirectionnalité de la
plasticité synaptique. Cependant, ses effets sur I'hippocampe ne s’arrétent pas la. Il a
rapidement été mis en évidence que |'ovariectomie diminue le nombre d’épines dendritiques
dans I'hippocampe et que I'administration d’estradiol exogéne permet de corriger cette
atteinte (Gould et al., 1990). Méme pendant le cycle de I'cestrus, la densité des épines
dendritiques va évoluer au niveau de CA1l, avec une augmentation pendant la phase de
proestrus, puis une diminution pendant les autres phases. Chez les rats et les souris
ovariectomisées, on retrouve cette densité diminuée (Woolley and McEwen, 1992). De plus,
I’estradiol augmente la densité dendritique dans le CA1 de rats méales (Hasegawa et al., 2015),
augmentation que I'on retrouve lors de la phase de metcestrus, amorgant le pic d’estradiol
(Lopez Mendoza, Bravo Duran and Silva Gémez, 2018). La phase de proestrus augmente la
prolifération cellulaire contrairement a I'cestrus, marqué par une brusque diminution du taux
d’estradiol (Tanapat et al., 1999) suggérant que le pic d’estradiol de la phase de proestrus
induit cette prolifération accrue. Chez la femelle ovariectomisée, I'administration d’estradiol
permet de récupérer une neurogénese normale au sein du gyrus denté (Tanapat et al., 1999).
L'estradiol va également permettre de réguler la prolifération cellulaire dans le gyrus denté a
la hausse, comme a la baisse, en fonction du délai suivant son administration. A court terme,
on mesure une augmentation de la prolifération cellulaire, tandis qu’a long terme, on observe
une diminution de cette prolifération, en agissant sur le systeme adrénergique (Ormerod, Lee
and Galea, 2002). De plus, une forte dose d’estradiol permet d’augmenter les taux de NGF
(Nerve Growth Factor) et de synaptophysine dans ['hippocampe chez des souris
ovariectomisées (Liu, Murray and Jones, 2004) montrant son implication dans les phénomeénes
de prolifération, de maintenance et de survie des neurones.
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Chez ces souris ovariectomisées, I'administration d’estradiol va augmenter les performances
de mémoire spatiale lors d’'un test de placement d’objet, performances diminuées par
I’ovariectomie, mais va également augmenter le nombre d’épines de type « champignons »
(Liu, Murray and Jones, 2004). L'utilisation de letrozole, un inhibiteur des aromatases
permettant de bloquer la synthése d’estradiol (pour revue voir (Bhatnagar, 2007)), a permis
de mettre en évidence l'implication des ocestrogénes dans la maintenance des épines
dendritiques a la fois chez les femelles cyclées et celles ovariectomisées (Zhou et al., 2010)
mais également dans la consolidation de la mémoire. Ouvrons une rapide parentheése sur les
effets mnésiques du letrozole puisque son administration chez des souris ovariectomisées
diminue la consolidation de la mémoire a la suite d’un test de reconnaissance d’objet, mais
ne bloque pas la récupération des performances induites par I'administration d’estradiol
exogene (Tuscher et al., 2016). De plus, le letrozole induit une atteinte de la mémoire et de
I’'apprentissage de maniere plus importante que I'ovariectomie (Liu et al., 2019). Ces résultats
montrent I'importance de la synthése d’estradiol endogene par les neurones de I’hippocampe,
soulignant que la production gonadique n’est pas la seule a affecter les fonctions cognitives

(pour revue (Hojo et al., 2008)).

Lestradiol va également augmenter la transmission synaptique excitatrice chez les
femelles ovariectomisées, augmenter le relargage de glutamate par I'élément présynaptique
(Smejkalova and Woolley, 2010) et augmenter les performances lors d’un test NOR
nécessitant la présence de récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B (Vedder et al.,
2013). On retrouve I'implication des récepteurs NMDA dans les travaux de I’équipe de Zamani
qui montre qu’un prétraitement aux estradiol chez les femelles ovariectomisées permet
d’augmenter la réponse tardive des PPSE liés aux récepteurs NMDA dans le champ CA1l
(Zamani, Levy and Desmond, 2004). D’autre part, il a été montré que I'application d’estradiol
dans le bain des tranches permettait de diminuer I'excitation des neurones de CAl en
diminuant I'activation des récepteurs AMPA par leur internalisation chez des femelles non
ovariectomisées (Phan et al., 2015).

Enfin, l'utilisation de rats males a permis de montrer que |'application d’estradiol dans le bain
des tranches d’hippocampe permettait d’observer une diminution rapide de la densité des
épines au niveau de CA3, résultat mimé par I'application de PPT mais pas de DPN, et bloqué

par les antagonistes de la voie MAPK (Tsurugizawa et al., 2005). Ces résultats suggérent
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I'implication des ERa dans I'altération de I'intégrité des épines dendritiques au niveau de CA3
chez le male, impliquant la voie des MAPK. Les modulateurs sélectifs des récepteurs aux
cestrogenes vont augmenter le nombre ainsi que la densité des épines dendritiques chez le
rat male (Gonzédlez-Burgos et al., 2012). Egalement, sur culture cellulaire de neurones
corticaux, I'application d’estradiol ou de WAY20020 (un agoniste ERB) permet d’augmenter la
transmission synaptique basale, soulignant I'important des ERB dans I'excitabilité des
neurones (Srivastava et al., 2010). Ces études ont été compilées et synthétisées dans un
tableau récapitulatif pour faciliter la lecture transversale des résultats observés en fonction

des modeles animaux et des protocoles expérimentaux (Tableau 2).

L’ensemble de ces résultats montrent la pluralité des effets et des fonctions de I'estradiol
dans le cerveau et plus particulierement sur les structures impliquées dans la cognition et la
mémoire telle que I'hippocampe. Qu’elle soit gonadique ou cérébrale, la production
d’estradiol provoque un grand nombre de modification tant sur la morphologie des synapses
gue sur leur état d’excitabilité et leur capacité de plasticité. Avec des effets aussi importants
chez les males que chez les femelles, I'estradiol est un acteur incontournable lorsque I'on
s’'intéresse a la plasticité synaptique et aux différences de genre. De plus, ses effets varient en
fonction des modeles étudiés, des protocoles utilisés, ou des voies d’administration ce qui
rend la compréhension de ses mécanismes d’action particulierement compliquée et cela peut
expliquer pourquoi la communauté scientifique s’est restreinte a étudier des males pendant

tant d’années.
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Tableau 2: Liste non exhaustive des études récentes s’intéressant aux effets des E2 sur
I’hippocampe.

Abréviations : aug. : augmente; dim. : diminue; E.B.: estradiol benzoate; inj.:

semaine; s.c.:

sous-cutané; i.c.v.:

antagoniste ; ago. : agoniste ; hipp. : hippocampe ; CC : corps cellulaire.

Rat @
Rat @

Rat & OVX

Rat © OVX

Rat @ OVX

Rat © OVX

Rat @ OVX

Rat © OVX

Rat & OVX

Rat © OVX

Souris @
0OVX

Rat @A

Rat @

Rat @A

Proestrus

Proestrus

E.B. 1inj.
(100pg/ke)

17

1inj./48h/5sem.

17B
1inj./24h/13j.
17

2inj. en s.c.

17B
1inj./24h/2j.

17
1inj./24h/2j.

17 en capsule
5 mois
17B s.c.
linj./sem/4sem
Ago. ERs et 178

1inj./17h/2j.

Letrozole

178 (10nM)

dans le bain

Antago. ERs

dans le bain

CAl

CAl

CAl

CAl

CAl

CA3-CA1

CA3-CA1

CAl

Hipp.
CA1

CAl

CPFm

CAl1

Hipp.
CAl

CAl

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

Ex vivo

Ex vivo

In vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Aug. PLT

Aug. PLT

Dim. DLT

Basse stimulation, E2 pas d’effet
sur excitabilité basale mais aug.
PLT.

OVX bloque DLT

E2 chronique récupeére DLT

Pas d’effet sur PLT
Pas d’effet sur PLT

E2 aug. PLT, lien GIuN2B.

E2 aug. performance test NOR

E2 aug. PLT

Bloquer par antago. GIuN2B

E2 recrute NMDAR-GIuN2B
pendant induction PLT

E2 aug. PLT

Antago. AchRm dim. |'effet E2
chez § ovx

Chez  OVX avec défaillance
rénale, E2 dim. performance

MWM mais pas d’effet sur PLT

E2 et ago. ERB facilite PLT

Dim. PLT

Antago. ERs et kinases bloquent
PLT induite par E2. E2 aug.
densité épine dendritique
Activation ERs nécessaire pour
déclencher PLT

Pas d’effet des antago. sur DLT

injection; sem. :

intracérébroventriculaire ; i.p.: intrapéritonéal; antago. :

Warren, 1995

Good, 1999

Cordoba,
1999

Day, 2005

Barraclough,

1999

Vedder, 2012

Smith et
McMahon,
2005

Smith, 2015

Stelly, 2012

Sharifi, 2019

Galvin et
Ninan, 2014
Grassi, 2011

Di Mauro,

2014

Hasegawa,

2015

Tozzi, 2019

128



Rat &/

Rat @ OvX

Rat @ OvX

Rat @

Souris G
ERsKO

Rat @

Rat @ OvX

Rat @

Rat @

Rat © OVX

Souris

@ovx

Souris

@ovx

Souris

@ovx

17B (1nM)

dans le bain

178 s.c. (10ug)
1inj./24h/2j.
178 s.c. (10ug)
1inj./24h/2j.
17B(0.1-10nM)

dans le bain

17B(0.1-10nM)

dans le bain

17B (100pM)
dans le bain
E.Bs.c.
(10ug/0,1mL)
1inj./24h/2j.

Metcestrus

Proestrus

E.Bs.c.
(10ug/0,1mL)

17B eau

buvable, 5sem.

178 (1pg) pdt
5j.

Letrozole i.p.

CAl

CAl

CAl
CA3-CA1

GD

Hipp.

CAl

CAl

CA1-CA3

GD

GD

Hipp.

néocortex

Hipp.

Hipp.

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

In vitro

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

In vitro

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

E2 aug. PPSE transitoire
E2 + NMDA induit PLT
E2 + DHPG induit DLP

E2 améliore DLT chez § OVX

E2 diminue seuil de
déclenchement DLT chez 2 OVX
E2 et PPT aug. DLT et génese
d’épines dendritiques

E2 aug. génese d’épines
dendritiques via ERa

E2 aug. DLT via NMDA chez souris
WT mais pas ERaKO

E2 bloque DLT chez rats agés

mais pas chez rats adultes

E2 récupere épines dendritiques

normales chez 2 0VX

Aug. taille des dendrites

Aug. prolif. cellulaires vs cestrus
E2 récupere une prolifération
normale, diminuée par OVX

E2 régule prolifération cellulaire
dans GD. Effet différentiel en
fonction du temps apres I'inj.
Dim. prolifération a long terme
en agissant sur le systeme
adrénergique.

Chronique E2 aug.
reconnaissance d’objet mais peut
dim. mémoire de référence
spatiale (dose-dépendant),
Haute dose E2 aug. niveau NGF et
synaptophysine.

E2 aug. performance mémoire
spatiale

E2 aug. nbr d’épines type

« champignon »

Letrozole dim. épines
synaptiques chez @cyclées et

OVX.

Shiroma, 2005

Desmond,

2000

Zamani, 2000

Mukai, 2007

Murakami,

2015

Vouimba,

2000

Gould, 1990

Mendoza,

2018

Tanapat, 1999

Omerod, 2003

Fernandez,

2004

Liu, 2004

Zhou, 2010
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Letrozole altére consolidation

Souris Letrozolei.c.v.
Hipp. In vivo mémoire mais ne bloque pas les Tuscher, 2016
®ovx E2i.cv.
effets de E2 exogene.
Souris Letrozole induit une atteinte de
In vivo
®ovx Letrozole i.p. Hipp la mémoire et de I'apprentissage Liu, 2019
In vitro
Souris @f plus important que I'OVX
E2 aug. transmission synaptique
178 excitatrice Smejkalova,
Rat © OVX CA1 Ex vivo
1inj./24h/2j. E2 aug. relargage glutamate 2010
présynaptique
17B s.c. Prétraitement E2 aug. la réponse
Rat @ OoVX CAl Ex vivo Zamani, 2004
1inj./24h/2j. tardive des NMDAR dans CA1
E2 dim. excitation en diminuant
Souris @ 178
CA1l Ex vivo I'activité des AMPAR (possible Phan, 2015
adulte (25, 50, 100nM)
internalisation)
E2 dim. densité épines au niveau
Rat @ E2 dans le bain de CA3 Tsurugizawa,
CA3 In vitro
adulte (0,1-10 nM) Effet mimer par PPT et bloquer 2005
par antago. MAPK
Antago. ER Antago. aug. nombre et densité Gonzales-
Rat @# CAl In vitro
(Tam, Ram) des épines dendritiques Burgos, 2012
Aug. transmission synaptique
CCde
178 basale apres infusion de 178 ou Srivastava,
neurones / In vitro
Ago. ERs de I'ago ERB mais pas d’effet de 2010
corticaux

I’'ago ERa

5.Différences male/femelle

Les effets cognitifs des cestrogenes s'accompagnent de différences liées aux genres. Aussi,
et si les effets sur le comportement sexuel sont bien dichotomisés, avec le comportement de
monte chez le male et de lordose chez la femelle, les effets cognitifs sont moins dimorphiques.
On peut toutefois noter que les rongeurs males performent mieux que les femelles dans des
exercices nécessitant la mémoire spatiale tels que le labyrinthe radial (Williams, Barnett and
Meck, 1990; Luine and Rodriguez, 1994), la piscine de Morris ou le test de reconnaissance et
de placement d’objet, Iégérement différent du test NOR (Beck and Luine, 2002; Bisagno,
Ferguson and Luine, 2003). Les males présentent également une meilleure rétention dans des

tests de peur contextuelle que les femelles (Maren, De Oca and Fanselow, 1994). Cette
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différence des sexes est médiée par les cestrogenes puisqu’elle disparait lorsque les femelles
sont ovariectomisées, et est retrouvée lors de I'injection d’estradiol exogene chez ces femelles
(Gupta et al., 2001).
On retrouve également cette différence chez 'Homme, avec des hommes présentant de
meilleurs résultats dans des tests de mémoire spatiale (Hampson, 1990a). Ces différences de
genre au niveau de la mémoire spatiale se retrouvent également chez les enfants et
deviennent plus importants a I'adolescence (Kerns and Berenbaum, 1991; Voyer, Voyer and
Bryden, 1995). Cependant, les femmes présentent de meilleurs résultats dans les capacités
verbales, mais également dans des test de perception avec une meilleure vitesse et une plus
grande précision (Hampson, 1990b). De plus, les femmes disposent d’une meilleure mémoire
a court terme (Duff and Hampson, 2001). Toutefois, les femmes atteintes d’hyperplasie
congénitale des glandes surrénales, provoquant chez elles une sécrétion importante de
testostérone, semblent développer des réponses cognitives plus proches des hommes,
notamment en ce qui concerne la mémoire spatiale (Mueller et al., 2008). Il faut souligner que
cette différence liée au genre n’est pas toujours présente. En effet, une étude, utilisant un
MWM en 3-D a I'aide d’un environnement virtuel, ne met en évidence une différence liée au
genre qu’en cas de taches spatiales difficiles, indiquant que la différence entre les sexes n’est
détectable qu’en cas de tache ardue (Chamizo et al., 2011). Il a été récemment mis en
évidence des différences dans les performances de mémoire épisodique entre des hommes
et des femmes agées de 45-55 ans, mais également entre des femmes en fonction des
différents stades de leur ménopause. Ainsi, I'équipe de Rentz montre que les femmes
présentent de meilleurs résultats que les hommes dans les tests FNAME (Face-Name
Associative Memory Exam ; Test de la mémoire associative visage-nom) et SRT (Selective
Reminding Test ; test de rétention sélectif). Cependant, ils ont mis en évidence que les femmes
présentant une ménopause déclarée performent moins bien que les femmes en pré- et
périménopauses, avec des niveaux de performance qui se rapprochent de ceux des hommes.
Enfin, les femmes présentant un taux d’cestrogenes élevé ont de meilleurs résultats sur le test
SRT (Rentz et al., 2017) suggérant donc I'importance des cestrogénes dans les capacités
cognitives a I’age adulte.

De plus, les stratégies employées par les males ou les femelles sont différentes que ce soit
chez 'Homme (Lawton, 1994; Dabbs et al., 1998; Silverman and Choi, 2006) ou chez le rongeur

(Korol et al., 2004; Hawley et al., 2012; Grissom et al., 2013) dans le cas d’un apprentissage
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d’une tache de navigation spatiale. La stratégie employant I'hippocampe se base sur le
positionnement, tandis que celle utilisant le striatum s’appuie sur des indices, visuels ou
proprioceptifs (Maguire et al., 1998; laria et al., 2003). En général, dans |'apprentissage d’une
carte, les hommes vont privilégier une approche impliquant des indices géométriques
(virages, directions, ..) quand les femmes utilisent des repéres visuels/proprioceptifs
(couleurs d’un batiment, bruit distinct, ...) pour parvenir a s’orienter (Kimura and Galea, 1993;
Andersen et al., 2012). Chez les rongeurs, on retrouve cette différence. Les femelles vont
privilégier la stratégie stimulus-réponse (plutét dépendante du striatum) lorsqu’elles sont
dans une phase du cycle a faible taux d’cestrogenes, alors que les males et les femelles a fort
taux d’ocestrogénes vont utiliser une stratégie de positionnement (plutét sous la dépendance
de I'hippocampe) pour résoudre le méme probleme (Williams, Barnett and Meck, 1990;
Grissom et al., 2013; Keeley et al., 2013). Des études ont montré qu’une partie de cette
stratégie était imputable aux hormones puisque I'orchidectomie de rats diminue I'utilisation
de la stratégie de positionnement (Hawley et al., 2012). De la méme maniére, chez des males
castrés, une faible dose de testostérone va induire une préférence pour une stratégie de type
stimulus-réponse tandis qu’une forte quantité de testostérone va rétablir une stratégie de
type positionnement (Spritzer et al., 2013). Ces différences suggerent qu’en fonction du sexe,
ou de la phase du cycle, les individus vont privilégier une stratégie cognitive et donc engager
préférentiellement une structure cérébrale pour remplir la méme tache spatiale, ce qui

renforce la notion de différence sexuelle dans les approches cognitives (Figure 19).
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Stratégie Entrainement

Stratégie Stratégie
de positionnement Indices proprioceptifs
(Hippocampe) (Striatum)
d @ oestrus
d GNX + Testostérone Q@ OovX
@ proestrus d GNX

Figure 19: Exemple de stratégie utilisée lors d’un apprentissage spatial en fonction du sexe.

Ici, dans un MWM, les mdéles vont privilégier une stratégie de positionnement et vont retourner a
I’endroit ou se trouvait la plateforme avant de continuer I'exploration. Les femelles vont utiliser une
stratégie basée sur les indices proprioceptifs, ici le tableau rouge, vers lequel elles vont se diriger pour
retrouver la plateforme.

Rabiant K.

L'utilisation du stress comme stimulus pour mesurer des changements dans les capacités
cognitives est souvent retrouvée dans la littérature. Il a d’ailleurs été montré une différence
des genres dans les effets que pouvaient avoir le stress chronique sur la mémoire
hippocampique. En effet, lorsqu’ils sont exposés a un stress chronique modéré, les males
montrent une diminution des capacités cognitives tandis que les femelles présentent une
amélioration (Bowman, Beck and Luine, 2003). A I'inverse, 'utilisation d’un protocole de
contrainte associé a des chocs électriques intermittents au niveau de la queue (stress
chronique fort) permet d’obtenir des résultats opposés. Dans ce cas de figure, on observe chez
les femelles une diminution du conditionnement « eyeblink » (clignement de I'ceil), utilisé
pour explorer les structures et mécanismes impliqués dans I'apprentissage et la mémoire lié
a I’hippocampe. Ce test consiste a lier un stimulus visuel ou auditif, avec un stimulus induisant
un clignement de paupiere (Iéger souffle sur la rétine par exemple). Ainsi, a la suite d’un stress

chronique, les femelles vont présenter une diminution du taux de réponses, abolie par
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I’ovariectomie, suggérant I'implication des cestrogénes dans ce phénomene. A 'inverse, les
males soumis a des conditions similaires vont présenter une augmentation du taux de
réponses (Wood and Shors, 1998; Shors, 2001). D’un point de vue neuroanatomique, le stress
aigu va inhiber la formation d’épines dendritiques induite par I'estradiol au niveau des
neurones de CAl chez les femelles tandis que ce méme stress va augmenter la densité
d’épines dendritiques des neurones de CA1 chez les males. Cet effet pouvant potentiellement
se produire par I'augmentation de la sécrétion de testostérone induisant la formation d’épines
chez les males (Shors, Chua and Falduto, 2001).

De plus, il a été montré que I'apport d’estradiol augmente la synaptogénese des femelles mais
pas des males au niveau de I'aire CA1l. Cette augmentation passe par une surrégulation des
récepteurs NMDA mais également des ERs non nucléaires. Pour mettre en évidence ceci,
I’équipe de Romeo a mesuré I'activité des récepteurs NMDA chez des femelles et des males
gonadectomisés et ils ont mis en évidence que l'apport exogéne d’estradiol permettait
d’augmenter I'activation des récepteurs NMDA chez les femelles mais pas chez les males.
Aussi, les auteurs ont observé une augmentation de I'immunoréactivité des récepteurs ERa
chez les femelles en proestrus comparée a des femelles en cestrus et a des males intacts
(Romeo et al., 2005). On note également des effets différentiels de I'estradiol sur les courants
électrophysiologiques de I’"hippocampe. Ainsi, I'estradiol exogéne augmente I'amplitude et la
fréquence des mini courants postsynaptiques excitateurs, des courants postsynaptique
excitateurs spontanés, et des courants calciques transitoires, en agissant a la fois sur I’élément
pré- et postsynaptique chez les rats males et femelles. Cependant, les effets présynaptiques
de I'estradiol sont mimés chez les males par un agoniste ERa et par un agoniste ERB chez les
femelles tandis que les effets postsynaptiques de I'estradiol sont, quant a eux, mimés par un
agoniste ERB chez les males, et GPER1 chez les femelles (Oberlander and Woolley, 2016).
L'apport d’estradiol exogéne en quantité physiologique permet d’augmenter la transmission
glutamatergique et I'amplitude de la PLT au niveau de I'hippocampe chez les deux sexes
(Woolley, 2007; Kramdr et al., 2009). Ces résultats indiquent que des effets similaires chez les
deux sexes peuvent se produire par différents mécanismes, complexifiant la compréhension
de l'action des cestrogenes. On peut également souligner que I'estradiol supprime les
transmissions synaptiques inhibitrices dans le CA1 chez les femelles, mais pas chez les males,

et ce mécanisme impliquerait les ERa (Huang and Woolley, 2012).
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L'application de testostérone, augmentant I'expression de la protéine neuritogénique
Neurogenin-3, a permis de mettre en évidence sur des cultures de neurones de |I’"hippocampe
de souris, une diminution de la neuritogéneése, correspondant a la phase précoce de
développement des axones et des dendrites, avant leur différenciation, chez les femelles, mais
pas chez les males (Ruiz-Palmero et al., 2016). La testostérone est convertie en estradiol par
les neurones des males, débouchant sur une morphologie masculine des neurones tandis
gu’en absence de testostérone, les neurones des femelles synthétisent leur estradiol. Ces
résultats indiquent que la production d’estradiol indépendante des gonades participe a la
différence liée au sexe visible dans le développement des neurones de I'hippocampe.

In vivo, le letrozole va diminuer le nombre de synapses chez les rats femelles mais pas chez les
males. Cet effet pourrait passer par I'action de la GnRH qui va augmenter la synthese
d’cestrogénes en stimulant |'activité de I'aromatase (Fester et al., 2012), cependant on ne
retrouve pas cette différence sur culture cellulaire. Chez la souris, on retrouve des résultats
similaires avec une diminution du nombre de synapses au niveau de I’"hippocampe aboutissant
a une altération de la PLT et a une déstabilisation des épines dendritiques postsynaptiques
chez les femelles, altération que I’on ne retrouve pas chez les males (Brandt and Rune, 2019).
Chez la souris, le letrozole altére la PLT chez les femelles mais pas chez les males in vivo, et
diminue le nombre d’épines de type « champignons » dans les cultures cellulaires issues de
femelles (Vierk et al., 2012). Récemment, I'équipe de Jain a montré que, chez des animaux
gonadectomisés, la PLT des tranches d’hippocampe est la méme entre les sexes en présence
d’estradiol. Cependant, ils ont mis en évidence I'implication de la PKA dans I'induction de la
PLT chez les femelles, mais pas chez les males soulignant une différence dans les mécanismes
de potentialisation synaptique (Jain, Huang and Woolley, 2019). On retrouve ces différences
dans d’autres structures, notamment dans I'amygdale basolatérale ou I'application de
letrozole in vivo, comme in vitro, permet de diminuer la densité des épines synaptiques chez
les souris femelles mais pas chez les males (Bender et al., 2017). |l est intéressant de noter
également que chez des rats prépuberes, le letrozole abolit la PLT chez les femelles mais pas
chez les males (Bender et al., 2017) ce qui, avec les résultats précédents, suggére une réelle
différence des genres et pas seulement une différence causée par le décalage dans la
maturation des structures. Les différences liées au sexes répertoriés dans cette partie sont

regroupées dans un tableau afin de faciliter leur synthése (Tableau 3).
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Tableau 3: Différences liées au genre dans les effets de I'E2.

Abréviations : aug. : augmente ; dim. : diminue ; E.B. : estradiol benzoate ; s.c. : sous-cutané; ago. :

agoniste ; hipp. : hippocampe ; OVX : ovariectomie ; GNX : gonadectomie ; n.o. : non opérés; syn. :

synapses/synaptiques ; inh. : inhibition ; supp. : supprime

Modele
Rat
n.o. / OVX
Rat

n.o. / OVX

Rat

Rat
n.o. / GNX

Rat
GNX

Rat
n.o / OVX

Rat
GNX

Rat n.o.

Souris

n.o.

Souris
n.o. / OVX
Rat
GNX

Souris et

rats

Traitement

Stress modéré

Stress fort

Stress aigu

E.B.

10pg

E2 100nM
(bain)

Agonistes ERs

E2 (10pg, s.c.)
Ago. ERs

E2 (1, 10, 100
nM) bain
Letrozole

Letrozole

Letrozole

E2 (100nM)
bain

Letrozole

Structure

/

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Hipp.

Amyg.

Tissu

In vivo

In vivo

In vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

In vivo

In vivo

Ex vivo

Ex vivo

In vivo

Ex vivo

Effets
@ aug. réponse cognitive
@ dim. réponse cognitive
@ dim. réponse cognitive
@ aug. réponse cognitive
@ aug. densité épines dendritiques
@ inh. formation épine dendritiques
E2 aug. synaptogénése chez & dans CA1
E2 aug. activité RNMDA chez @
Aug. immunoreactivité ERa chez @
preoestrus
Effet E2 mimé :
présyn. : ago. ERa chez @F et ago. ERB chez
@
postsynp. : ago. ERP chez @ et ago. GPER1
chez @
E2 et ago. ERP aug. transmission
glutamatergique et amplitude PLT chez 2
sexes via des changes du cytosquelette
E2 supp. Transmission syn. Inhibitrice CA1
chez & mais pas les @F via ERat
Dim. nbr syn. © mais pas les Gf
Dim. nbr syn. et altération PLT +
déstabilisation épines dendritiques postsyn.
chez § mais pas chez les @#
Altére PLT chez § mais pas les GF
Dim. nbr épines champignons chez
PLT de méme amplitude mais dépend de
PKA chez @ mais pas chez @
Souris :Dim. densité épines syn. chez @
mais pas Gf
Rats prépubéres : abolit PLT chez § mais

pas G

Auteurs

Bowman,

2003

Wood, 1998

Shors, 2001

Romeo, 2005

Oberlander
et Woolley,
2016

Kramar, 2009

Huang et

Wooley, 2012

Fester, 2012

Brandt et

Rune, 2019

Vierk, 2012

Jain, 2018

Bender, 2017
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Qu’elles soient comportementales, morphologiques, fonctionnelles ou cognitives, les
différences entre les sexes semblent majoritairement impliquer le role des cestrogenes. Ces
derniers agissent sur plusieurs acteurs cellulaires de la mémoire et de la plasticité, que, de
maniére intéressante, nous retrouvons ciblés également par I’éthanol. Il est donc intéressant
de présenter ce que pourraient donner une interaction entre les effets de I'estradiol d’un coté,

et de I'éthanol de I'autre, notamment dans un contexte d’apprentissage et de mémorisation.

6. Interactions cestrogenes et éthanol

Nous avons abordé dans un chapitre précédent les différences d’effets de I'éthanol
observées chez 'Homme en fonction du genre: altérations des volumes cérébraux, des
capacités fonctionnelles de nombreuses structures et des capacités cognitives, sont autant
d’exemples de différences mesurées entre les hommes et les femmes vis-a-vis de I’éthanol. Il
est donc légitime de se demander si les cestrogenes n’auraient pas un role a jouer dans ces

différences chez I’'Homme, comme dans les différents modéles animaux.

Des le début des années 1980 une corrélation a été faite entre hormones sexuelles et
consommation d’alcool. En effet, il a été mis en évidence que les consommations d’alcool
pendant les menstruations des femmes dites « buveuses sociales » augmentaient ; ce n’est
toutefois pas le cas des femmes sous contraception (Sutker et al., 1983). Cependant, cette
association entre taux d’cestrogenes circulant et consommation d’alcool n’a pas été retrouvée
chez les adolescentes en début de puberté (Costello et al., 2007). Il a été montré en 1989 que
les femmes alcoolisées (dés 1mL/kg) présentaient un plus grand déficit cognitif que les
hommes a dose égale (Haut et al., 1989). Cette différence est retrouvée chez les adolescentes
qui semblent donc plus vulnérables que leurs homologues masculins vis-a-vis des troubles
cognitifs liés a I'alcool (Caldwell et al., 2005). De plus, il a été montré qu’étre une femme est
un facteur prédictif dans I'expérience d’épisodes de black-out. Dans cette étude, les pertes de
mémoires transitoires ont été catégorisées en fonction de leur prévalence pendant
I’adolescence. Ainsi, Schuckit et ses collaborateurs montrent dans cette étude, regroupant
1402 adolescents agés de 15 a 19 ans, des clusters de buveurs en fonction de leurs expériences

de black-out. L’analyse de la croissance des classes latentes est un type d’analyse qui permet
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la construction de classes latentes formées de sous-groupes non-observés (latents) de cas
observés. Ces classes sont construites en se basant sur les réponses mesurées des cas d’'un
ensemble de variable indicatrices. Ainsi les réponses similaires se retrouvent dans une méme
classe latente. Cette méthode permet donc la création de groupes par une classification
probabiliste permettant d’extrapoler, dans notre cas, le comportement des individus. En
utilisant cette technique, les auteurs distinguent 4 groupes en fonction de 15 critéres de
sélection. La classe | regroupe les individus n’ayant jamais expérimenté un black-out, la classe
Il regroupe les individus susceptibles d’avoir une brusque augmentation du nombre de black-
out, tandis que les classes Il et IV regroupe respectivement les individus a risque plus faible

et ceux expérimentant un black-out a chaque alcoolisation (Figure 20).

4 LCGA Latent Trajectory Classes for the
Occurrence of Blackouts Over Time in 1402 ALSPAC Youth
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Figure 20: Résultat de I’analyse de la croissance des classes latentes basées sur 15 critéeres

montrant la proportion de black-out en fonction de I'dge.

La classe Il regroupe, parmi ses facteurs de risque, le fait d’étre une femme

(Schuckit et al., 2015).

L'étude révele également que I'expérimentation du black-out augmente avec I'age (30% des
adolescents de 15 ans ont expérimenté un black-out et 74% des adolescents de 19 ans). Enfin,
les buveurs appartenant a la classe Il, ceux les plus a risque de développer un type de
consommation aboutissant a des black-out répétés, regroupent différents facteurs de

prédiction dont le fait d’étre une femme (Schuckit et al., 2015). De plus, on peut également
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noter que le fait d’étre une femme augmente les risques de tolérance, de comas éthyliques et
de blessures liés a I’alcool (Sugarman, Demartini and Carey, 2009).

A I’échelle du modéle animal, les résultats sont plus mitigés que ceux obtenus dans les
études cliniques décrites précédemment, méme si une majorité des études semble indiquer
une association positive entre le taux d’cestrogenes et la consommation d’alcool (Forger and
Morin, 1982; Sandberg and Stewart, 1982; Ford, Eldridge and Samson, 2002; Reid et al., 2002;
Quirarte et al., 2007; Vetter-O’Hagen and Spear, 2011; Torres et al., 2014) . Ainsi I’estradiol
jouerait un role sur les consommations d’alcool puisque chez des rats Long-Evans,
I'ovariectomie va diminuer la consommation volontaire d’alcool jusqu’a 3 mois apres la
chirurgie. De plus, I'injection d’estradiol exogene permet de récupérer une consommation
d’alcool se rapprochant des individus témoins (Ford, Eldridge and Samson, 2002). Il est
intéressant de noter que linjection d’estradiol chez des femelles témoins permet
d’augmenter leur consommation d’éthanol également. On retrouve cette augmentation de
consommation chez la souris avec un test de « Drink in the Dark » (DID — « boire dans le noir »)
qui permet de modéliser une prise d’alcool volontaire pouvant atteindre des taux
d’éthanolémie proche d’une alcoolisation ponctuelle importante. Dans ce paradigme, 3
heures apres le début de la phase active des animaux, les biberons d’eau sont remplacés par
de I'’éthanol a 20% pendant 2 heures, les 3 premiers jours. Pour le quatrieme jour, les animaux
sont exposés 4 heures a I'alcool. A I'aide de ce paradigme, I'équipe de Satta a mis en évidence
que les femelles témoins consomment plus d’éthanol que les males ou que les femelles
ovariectomisées. Cependant, l'injection d’estradiol permet aux femelles ovariectomisées de
récupérer une consommation équivalente aux femelles témoins. Néanmoins, dans ce modele,
le cycle ovarien n’a pas d’effet sur la consommation d’alcool (Satta, Hilderbrand and Lasek,
2018).

Enfin, concernant I'apprentissage, il a récemment été étudié I'importance de I'estradiol
dans les effets d’'une dose aigiie d’EtOH chez les rats males et femelles dans une tache de peur
contextuelle conditionnée, associée a I’hippocampe. Dans cette étude, Sircar mesure I'impact
d’une injection i.p. d’EtOH (2g/kg) sur la réponse de peur contextuelle conditionnée chez des
femelles intactes, ovariectomisées, et chez des males intacts. Trente minutes apres l'injection
d’éthanol, les rats passent une session d’entrainement pendant laquelle une lumiére vive
(stimulus conditionnel) va étre associée a un choc électrique (stimulus inconditionnel) au

niveau du sol. Ensuite, 24 heures apres I'entrainement, les animaux sont testés. Sircar met
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ainsi en évidence qu’a la suite d’'une injection aigue d’éthanol, les femelles intactes présentent
une altération de leur réponse de conditionnement de peur contextuelle tandis que les males
ne montrent pas d’altération de cette réponse. En fonction de la phase du cycle, il montre que
I’éthanol va altérer la formation de la mémoire sauf pendant I'cestrus, correspondant a la
phase ou le taux d’estradiol endogéne est le plus faible. Ensuite, chez les femelles
ovariectomisées, Sircar ne mesure pas d’altération du conditionnement a la suite d’une
injection d’éthanol, cependant les atteintes sont récupérées a la suite d’un traitement
d’estradiol exogene (E.B 2ug). Enfin, I'injection d’estradiol exogene chez les méales permet
d’induire un comportement proche de celui des femelles avec une altération du
conditionnement. En résumé, Sircar montre que I'estradiol peut avoir un effet de modulation
important sur la mémoire et le comportement cognitif des rats, et ce, indépendamment du
sexe. Dans son étude, l'interaction entre un fort taux d’estradiol, qu’il soit endogene pendant
les phases du cycle concernées ou exogene a la suite d’une injection, et une intoxication aigue
d’éthanol contribue a expliquer les différences observées entre les males et les femelles dans
des conditions physiologiques (Sircar, 2019). Toutefois, cette étude récente n’inclue aucune
mesure électrophysiologique des mécanismes de plasticité de I"hippocampe par exemple,
permettant de lier le comportement a un changement des propriétés des réseaux de neurones

et ne présente pas d’investigations des mécanismes cellulaires potentiellement impliqués.
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Questions
Scientifigues

Apres I'exposition du contexte scientifique de mon travail de these, il apparait que la
différence de sensibilité a I'’éthanol observée en clinique, ainsi que les effets cognitifs des
cestrogenes dans différentes taches mnésiques et a différents ages suggerent qu’une
interaction entre les deux molécules est possible. Il nous est donc apparu nécessaire et
important de connaitre et de comprendre les effets sur I’hippocampe d’une alcoolisation

ponctuelle importante chez des rattes adolescentes et jeunes adultes.

Le but de cette these a donc été de mettre en évidence s'il existait une différence liée au sexe
dans les effets d’'un faible nombre d’alcoolisation ponctuelle importante sur la plasticité de
I’'hippocampe de rats adolescents en s’intéressant a 3 axes d’études: 1.) Existe-t-il une
différence liée au genre dans les effets du binge drinking sur la plasticité de I’hippocampe ?
2.) L'estradiol est-il impliqué dans cette différence ? 3.) Quels sont les mécanismes sous-

jacents ?

Tout d’abord, nous avons cherché a mettre en évidence I'existence de cette différence en
étudiant la plasticité de I'hippocampe de rattes adolescentes en fonction de leur phase du
cycle cestral. Dans la littérature, il a été montré I'impact que pouvait avoir le cycle sur les
capacités cognitives ainsi que sur la plasticité synaptique chez la femelle adulte mais peu
d’études se sont intéressées a ce facteur pendant I'adolescence et notamment en ce qui
concerne la DLT. Nous avons donc enregistré la DLT chez des rattes adolescentes
naturellement cyclées afin de les comparer avec les males issus de notre précédente étude

(Silvestre De Ferron et al., 2016).
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Ensuite, nous avons voulu vérifier I'implication des cestrogenes dans cette différence.
L'estradiol étant une substance neuropotente ayant un réle dans la maturation du cerveau
mais également dans le fonctionnement de différentes structures cérébrales, nous avons
cherché a mettre en évidence son implication dans la plasticité synaptique chez les rats, males

comme femelles.

Enfin, nous avons étudié les mécanismes d’action impliqués dans cette différence en étudiant,
d’une part, I'implication des ERs qui, selon la littérature, ont un role a jouer dans la plasticité
de I'hippocampe. D’autre part, nous avons étudié I'implication de la sous-unité GIuN2B des
récepteurs NMDA gque nous avons déja mis en évidence chez les rats males afin pouvoir mettre

en avant un éventuel mécanisme commun entre les sexes.
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Chapitre 2 :
Matériels et
methodes
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1. Animaux

Les animaux utilisés proviennent de I'élevage Charles River (France). Les rats sont issus de
la souche Sprague-Dawley. Les femelles ont été étudiées a 3 stades de leur maturation : le
stade pré-pubére (21-25 jours), le stade fin de puberté/début de I’dge adulte (35-45 jours) et
le stade adulte (200-250 jours). Les males utilisés dans I'étude étaient agés de 35 a 45 jours ce
qui correspond au milieu de leur puberté en accord avec les travaux de Schneider (Schneider
et al., 2013). Tous nos animaux ont été hébergés dans une animalerie climatisée avec un cycle
jour/nuit artificiel de 12h par période. Les animaux avaient un acces ad libitum a la nourriture
et a I'eau de boisson avec la présence d’enrichissement dans les cages. A leur arrivée dans
I’'animalerie, les animaux sont pesés, inspectés afin de déceler une éventuelle anomalie
morphologique, avant d’étre répartis dans des cages a raison de 3 a 5 individus en fonction de
leur poids, puis sont laissés au repos pendant 1 semaine. Passer la phase d’acclimatation, les
animaux sont marqués a la queue pour débuter les protocoles de détermination du cycle

ovarien (pour les femelles) désignant I'entrée dans le protocole expérimental.

Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec les principes d’utilisation et de soin
des animaux de laboratoire de la Communauté Européenne (2010/63/UE, CE Off. J. 20
Octobre 2010) ainsi qu’avec le décret frangais n°2013-118 relatif a la protection des animaux
utilisés a des fins scientifiques. Les procédures expérimentales ont été autorisées par le
Comité Régional d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale de Picardie (CREMEAP)

sous le numéro de projet 3829 et sous la responsabilité du Pr Pierrefiche.

2. Agents Pharmacologiques

Une solution d’éthanol 20% (vol/vol) injectable a été préparée a partir d’éthanol 96%
(VWR chemicals, Pessac, France) dilué dans du sérum physiologique (NaCl 0,9% - Laboratoire
Aguettant, Lyon, France). La solution d’cestrogéne (20ug/mL) a été préparée a partir de 17B-
cestradiol (Sigma-Aldrith, Suede AB, CAS No. [50-28-2]) dissout dans de I'huile de sésame
(Sigma-Aldrith, Suéde AB, CAS No. [8008-74-0]) et chauffé a 50°C et mélangé pendant une

nuit.
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3. Détermination du cycle ovarien

La détermination des phases du cycle ovarien a été effectuée par le biais d’un frottis
vaginal en état frais suivi d’'un comptage cellulaire. Pour préparer les femelles a la procédure,
les animaux sont habitués a étre manipulés une semaine avant le début des frottis afin de
réduire le stress de manutention. Les frottis sont possibles dés I'ouverture naturelle du vagin
qui a lieu entre 31 et 35 jours (Rivest, 1991) marquant la maturité sexuelle de I'animal. Une
fois I'ouverture constatée, les femelles sont placées sous I'aisselle de I'expérimentateur afin
de laisser le bassin de I'animal exposé tout en gardant la téte dans I'obscurité permettant de
calmer I'animal. La queue est ensuite saisie et tirée vers le haut afin de rendre accessible
I’entrée du vagin dans lequel I'expérimentateur vient insérer la pointe d’une pipette stérile
contenant 200uL de sérum physiologique. La pipette est « flushée » 2 a 3 fois jusqu’a
récupérer un liquide trouble que I'on collecte dans un tube Eppendorf de 0,5 mL. Pour
I’'analyse cytologique, le préléevement vaginal est placé sur une lame de Malassez permettant
un comptage cellulaire sans coloration. Les cellules sont comptées par le méme
expérimentateur, pour éviter les biais, sous un microscope optique (Nikon Optiphot, Japon).
La détermination des phases du cycle est basée sur le comptage et la description des différents
types cellulaires caractérisant les phases du cycle (Hubscher, Brooks and Johnson, 2005; Yener
et al., 2007; Paccola et al., 2013). Ainsi, la phase de proestrus est identifiée par la présence
majoritaire de cellules épithéliales (rondes et nucléées), la phase d’cestrus est déterminée par
la présence majoritaire de cellules cornées (angulaires, anucléées et arrangées en couche). La
phase de metoestrus est confirmée par la présence des 3 types cellulaires en proportion
similaire alors que la phase de dicestrus est identifiée par la présence majoritaire de cellules

leucocytaires (Figure 21).
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Dicestrus I Metoestrus

Figure 21: Photographie présentant les différentes phases du cycle cestral avec la
différenciation cellulaire.

E : cellule épithéliale, C : cellule cornée, L : leucocyte.

Photographies réalisées par Rabiant K.

4. Alcoolisation de type « Binge-Drinking »

Pour étudier les effets du Binge-Drinking sur les femelles nous avons utilisé le mode
d’exposition a I'éthanol que nous avions précédemment mis en place au laboratoire (Silvestre
De Ferron et al., 2016). Cependant, la puberté chez les rats est différente en fonction du sexe
puisque les femelles présentent une puberté plus précoce (Schneider, 2013). A 45 jours, age
d’étude choisi pour les males, les femelles ont terminé leur puberté et donc, la mise en place
de leur cycle ovarien. Or, dans la littérature il est mis en évidence I'implication des hormones
sexuelles, et notamment des cestrogenes, dans divers processus cérébraux, y compris la

mémoire.

Nous avons choisi de tenir compte des différentes phases du cycle ovarien dans |'étude

des effets de I'’éthanol et donc de séparer les femelles en fonction de ces différentes phases.
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Cette classification arbitraire a été basée sur la concentration en cestrogénes endogenes des
différentes phases du cycle ovarien. Le premier groupe correspond a une forte concentration
en cestrogénes endogenes, il s’agit de la phase du preestrus, et le second groupe correspond
a une faible concentration en ocestrogénes endogénes regroupant ainsi les phases d’cestrus,
de metoestrus et de dicestrus. Pour I'étude des effets de I'éthanol, les femelles ont regu deux
injections d’éthanol 20% (v/v) par voie intrapéritonéale a la dose de 3g/kg espacées de 9
heures (Silvestre De Ferron et al., 2016). Les groupes témoins pour les fortes et faibles
concentrations endogenes en estradiol ont recu deux injections de solution saline a volume
équivalent. De l'estradiol exogéne (180ug/kg) a aussi été utilisé en respectant la méme
procédure que présentée précédemment. Ainsi, I'estradiol fut injecté uniguement le matin
(entre 8h et 9h) et la seconde injection 9 heures apres contenait du sérum physiologique. Les
groupes témoins pour cette expérience ont recu une injection d’huile de sésame pour
s’assurer de I'innocuité du solvant. La double injection d’éthanol et d’estradiol a été réalisée
par deux injections successives de I’éthanol et d’estradiol, suivie d’une seconde double
injection d’éthanol et de saline 9 heures aprés la premiere. Chez les femelles adultes, I’éthanol
a été injecté lors du pic endogene d’cestrogénes (en phase de proestrus) ou lors d’une des
phases présentant un faible taux d’cestrogénes endogenes. Les femelles prépuberes ont
expérimenté des injections d’éthanol, d’estradiol exogene, ainsi qu’une injection double de la

méme maniere que les femelles puberes.

Pour le tamoxiféne (Tam), un antagoniste des récepteurs aux cestrogénes (ERa et ERP), il a été
préparé a une concentration de 50mM (Hellobio, HB0601) dans du DMSO (Dimethyl Sulfoxide,
Sigma-Aldritch, [D4540]). En fonction des groupes expérimentaux, le Tam a été injecté a
10mg/kg a la suite des premiéres injections (éthanol, estradiol, NaCl ou éthanol et estradiol)
toujours par voie intrapéritonéale. Nous avons choisi cette dose pour son inefficacité a
produire des effets sur les fonctions cognitives tout en assurant un blocage des récepteurs aux
cestrogénes (Lichtenfels et al., 2017). Le tamoxiféne est une molécule cancérigéne 1B, H350
et des précautions sont nécessaires a sa manipulation. En plus des dispositions particuliéres
lors de la préparation de I'injection, il est nécessaire de prendre en compte la demi-vie de 7
jours de la molécule et sa métabolisation. Pour cela, a la suite des injections, les animaux ont
été séparés dans des cages isolées ou ne contenant que des animaux injectés au Tam afin
d’éviter la contamination par les excréments. Apres le sacrifice de I'animal, la cage utilisée est

isolée, lavée a I'eau de Javel, et la sciure est recueillie et isolée dans des sacs spécialisés. Ces
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précautions ont été faites afin d’éviter toute contamination du personnel a la suite de

I'utilisation du tamoxiféene.

Concernant les males, une dose d’éthanol plus importante a été injectée (3,75g/kg (v/v)
d’éthanol a 20%) en suivant la méme procédure d’injection que les femelles pubéres a savoir,
2 injections espacées de 9 heures. De la méme maniere, les injections d’éthanol seul,
d’estradiol seul, ou la double injection suivent les mémes procédures que celle présentées ci-
dessus pour les femelles pubéres. Les enregistrements électrophysiologiques ont été réalisés

24 ou 48h apres le traitement en fonction des protocoles expérimentaux.

Enregistrement dans les
cellules pyramidalesde CA1l

Stimulationdes
collatéralesde Schaffer

Groupe 1% injection 2%me jnjection

A EtOH 3g/kg —— EtOH 3g/kg

B NacCl iso. —  NaCliso.
o EtOH 3_g/kg EtOH 3_g/kg

\ Nacl iso. Nacl iso.
D £2 180;_Lg/kg —— 2x NaCliso.

NaCl iso.
T B s EtOH 3g/kg EtOH 3g/kg
2°M2 injection — -

(PR £ E2 180pg/kg NaCl iso.

1% injection Enregistrement Enregistrement F 7% NaCliso. —— 2xNaCliso.
G EtOH 3,75g/kg — FtOH 3,75g/kg
Sh ¢ ‘ H B 10r:ng/kg —— 2x NaCliso.
e N Nacl iso.
Frottis vaginal  « > B E2 180
o ) ug/kg :

quotidien 48h X : I Tam 10mg/ke — 2x NaCliso.
l S EtOH 3g/kg

! H s e 2x NaCl iso

Tam 10mg/kg ’

Frotti

Figure 22: Représentation schématique du déroulement des protocoles expérimentaux.

A gauche, la timeline des injections et des enregistrements, et a droite le tableau récapitulant les
molécules et les doses administrées lors de la premiére et de la seconde injection. Les femelles pubéres
ont subi les injections des groupes A; B, C; D; E; F; H, | et J. Les femelles prépubéres ont subi les
injections des groupes C; D; E et F. Les mdles pubéres ont subi les injections des groupes B; C; D ; E;
F et G. Les femelles adultes ont subi les injections des groupes A et B. NB : seules les femelles pubéres
et adultes ont recu un frottis vaginal quotidien la semaine précédant leur entrée dans le protocole.

Réalisé par Rabiant K.
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5. Electrophysiologie

5.1 Préparation des tranches d’hippocampe

Les animaux sont manipulés jusqu’a ce que passe |'agitation du transport avant d’étre
rapidement décapités. Le cerveau est extrait et récupéré dans une solution de coupe
oxygénée a l'aide de gaz carbogéne (95% O3, 5% CO,, pH 7,4) et maintenue a une température
de 4°C. La solution de coupe est une solution non physiologique comportant une grande
guantité de sucrose et de magnésium, ainsi qu’une faible concentration de calcium, aidant la
survie du tissu en réduisant I’excitabilité des neurones pendant la dissection. (Tableau 4). Le
cervelet et la partie préfrontale du cerveau sont ensuite coupés a I'aide d’une lame de scalpel.
Le cerveau est ensuite collé sur sa face antérieure sur la platine d’'un vibratome (Leica VT
1200S) avec une colle cyanoacrylate. Le cerveau est alors coupé en tranches coronales de
400um d’épaisseur. Les tranches sont récupérées et placées dans un collecteur contenant la
méme solution de coupe et les hippocampes sont extraits des tranches pour travailler sur
structure isolée. Pour finir, les hippocampes isolés sont placés dans un bécher contenant du
Liquide Cérébro-Spinal artificiel (LCSa) oxygéné a I'aide de gaz carbogene et possédant une
composition proche du LCS physiologique (Tableau 4). Les tranches d’hippocampes restent
dans ce réservoir a température ambiante pendant au moins 2h avant qu’une d’entre elle ne
soit transférée dans une chambre d’enregistrement contenant du LCSa circulant a 6mL/min et
chauffé a 28,7+1°C, permettant une oxygénation et une température optimale de nos

tranches pendant 30min avant le début des enregistrements.
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Tableau 4: Liste et concentration des différents éléments constituant la solution de coupe
et le liquide cérébro-spinal artificiel (LCSa) normal et a faible Mg2+ (en mM).

Solution de coupe LCSa LCSa faible Mg?*

NaCl 0 125 125
KCI 2 3 3

NaH2PO4 1,3 1,25 1,25
NaHCO3 26 25 25
MgCl, 6 1,3 0,1
CaCl, 0,2 2,3 2,3
Glucose 10 10 10
Sucrose 220 0 0

5.2 Enregistrements des potentiels de champs

Pour tous les groupes, nous avons procédé a l'enregistrement des potentiels de
champs de I'aire CA1 de I'hippocampe, zone étudiée pour ses capacités de plasticité (Bear and
Malenka, 1994; Huerta and Lisman, 1995; Tsien, Huerta and Tonegawa, 1996; Katsuki, lzumi
and Zorumski, 1997). Une électrode de stimulation bipolaire (SNEX-200x100mm, Phymep,
France) a été placée au niveau des collatérales de Schaffer dans le stratum radiatum et reliée
a un boitier de stimulation (Stimulus Isolator A360, WPI, Royaume-Uni). Le boitier est
commandé par un générateur de courant (Accupulser A310, WPI, Royaume-Uni) et la
stimulation consistait en des créneaux de courant de 0,1ms de durée et de fréquence variables
en fonction des protocoles ainsi que de la phase de I'enregistrement et d’une intensité de
stimulation allant de 60 pA a 600 pA. L'électrode d’enregistrement était constituée d’un fil
d’argent glissé a I'intérieur d’un capillaire de verre étiré (HARVARD Apparatus 1,5mm O.D x
1,17mm ID, Phymep, France) rempli d’'une solution de NaCl a 3M avec une résistance de 2 a

3MQ. L’électrode est positionnée selon I'enregistrement souhaité dans le stratum pyramidale
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pour enregistrer les potentiels de champs somatique (décharge synchrone d’un ensemble de
neurones) ou dans le stratum radiatum pour enregistrer les potentiels post-synaptiques
excitateurs (PPSE), potentiels de champs dendritiques. Les signaux captés par I'électrode ont
été amplifiés (x1000-2000, P511 AC AMPLIFIER, GRASS), filtrés (1Hz et 3kHz), transférés a un
ordinateur via une interface micro 1401 (CED, Cambridge, Royaume Uni) et analysés a I'aide
du logiciel de traitement de données Signal (CED, Cambridge, Royaume Uni). Les signaux ont
été filtrés par un Hum Bug (Quest Scientific, Vancouver, Canada) permettant d’obtenir un

enregistrement sans pollution électrique.

5.3 Protocoles expérimentaux

Les enregistrements commencaient par la recherche d’un signal permettant d’établir
le positionnement de I'électrode a 'aide d’un micromanipulateur (NARISHIGE, Japan) en
fonction de I'enregistrement souhaité, qu’il soit somatique ou dendritique (stratum
pyramidale ou radiatum respectivement) (Figure 23). Une fois la position de I'électrode
convenable et permettant d’obtenir un signal de bonne qualité, c’est-a-dire ne présentant pas
de pollution électrique et affichant un décours temporel correct, la tranche d’hippocampe est
stimulée a une fréquence de 0,2 Hz et une intensité de 400 pA jusqu’a stabilisation du signal
en amplitude. Avant chaque expérience de plasticité, nous procédons a la réalisation d’'une
courbe intensité-réponse (Courbe 1/0O) qui va nous permettre d’apprécier I'état d’excitabilité
de la tranche d’hippocampe et de déterminer sa réponse maximale. Cette courbe consiste en
une augmentation de l'intensité de stimulation partant de 60 YA jusqu’a 600 UA, incrémentée
de 20 YA, a une fréquence de 0,02 Hz. Seules les tranches présentant une réponse supérieure
ou égale a 2,5mV d’amplitude pour les enregistrements somatiques sont conservées. Une fois
le plateau de réponse maximale atteint, on détermine l'intensité de stimulation permettant
d’obtenir 50-60% de la réponse maximale observée. Ensuite, nous enregistrons une ligne de
base pendant au moins 20min afin d’observer une bonne stabilité avant de déclencher le
protocole d’induction de la DLT. Les tranches ne présentant pas cette stabilité ont été exclues.
Dans le cas des animaux pubéres et adultes, le protocole de stimulation permettant d’induire
une DLT consistait en une stimulation basse fréquence a impulsions appariées (paired pulse
Low Frequency Stimulation ; ppLFS), une stimulation basse fréquence de 2 stimulations

successives espacées de 200ms et répétées 900 fois a la fréquence de 1Hz (durée totale de
155



15min) que l'on appelle ppLFS 200-900. Pour les animaux prépubeéres, le protocole de
stimulation utilisé était une LFS 900, soit 1 stimulation délivrée 900 fois a la fréquence de 1Hz
(15min au total). Ce changement de protocole est nécessaire pour induire une DLT stable chez
les animaux plus jeunes sans dégradation du signal. Ceci s’explique par le fait qu’en
approchant de I'dge adulte, les protocoles de LFS sont moins efficaces a induire de la DLT,
expliquant notre passage a une ppLFS 200-900, mais sont adaptés a des animaux de moins de
35 jours (Dudek and Bear, 1992; Kemp et al., 2000).
Enregistrement des potentielsde champ au

niveau des somas des cellules pyramidales
(Enregistrement somatique)

Stimulation électrique

Enregistrement des potentiels post-
synaptiquesexcitateurs (PPSE) au niveau des
dendrites des cellules pyramidales

(Enregistrement dendritique)

Collatérales
de Schaffer
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Figure 23: Représentation schématique de l'installation des électrodes en fonction des
protocoles expérimentaux (enregistrement somatique ou dendritique) au niveau d’une

tranche dorsale d’hippocampe.

Principle of Neural Science — Fifth Edition, p1491, adapté par Rabiant K.

Concernant I'enregistrement des PPSE, nous avons isolé le signal dépendant du seul
récepteur au glutamate de type NMDA en travaillant dans un LCSa contenant une faible
concentration de magnésium (voir Tableau 4). Cette faible concentration de magnésium
permet de maintenir les récepteurs NMDA en conformation ouverte et donc rend notre
systéme plus excitable. Une fois le signal dendritique obtenu et stabilisé, 50 uM de bicuculline,
un antagoniste des récepteurs GABA-A, et 10 uM de 6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione
(CNQX), un antagoniste des récepteurs AMPA/Kainate, ont été ajoutés au LCSa. La
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composition du LCSa a faible teneur en magnésium, associé a la présence de biccuculine et de
CNQX permet d’obtenir un signal strictement lié au récepteur NMDA. Pour confirmer ceci, 20
UM d’acide DL-2-amino-5-phosphonopentanoique (DL-AP5), un antagoniste des récepteurs
NMDA, a été appliqué a la fin de I'enregistrement. Le role de la sous-unité GIuN2B des
récepteurs NMDA a été évalué en utilisant 5 uM de Ro 25-6981, un antagoniste spécifique de

cette sous-unité (Fischer et al., 1997).

5.4 Mesures des signaux électrophysiologiques, analyses et statistiques

Pour les enregistrements somatiques, le signal correspondait a I'amplitude du
potentiel de champ mesurée entre le point maximum du premier pic positif (représentant la
volée afférente) et le point minimum du premier pic négatif (le potentiel de champ). Dans le
cas des enregistrements des PPSE (stratum radiatum), c’est la pente du PPSE qui va nous
permettre d’évaluer le signal. Il a été mesuré apres la volée afférente au plus fort de la pente

entre 2 points paramétrés a |'aide du logiciel d’acquisition Signal.

La durée des enregistrements a été en moyenne d’une heure et 20 minutes comprenant les
20 min de la ligne de la ligne de base, les 15min de protocole d’induction et les 45min a 60
min post-induction permettant d’apprécier ou non une plasticité au sein de I’hippocampe. La
plasticité a été quantifiée en moyennant I"'amplitude ou la pente mesurée au cours des 10
dernieres minutes de I'enregistrement et en les comparant avec les 10 derniéres minutes de
la ligne de base avant déclenchement de la plasticité. Les valeurs obtenues ont subi une
régression linéaire afin de s’affranchir de biais possibles provenant d’une ligne de base
insuffisamment stable. Les résultats de plasticité sont exprimés en pourcentage de I'amplitude
ou de la pente mesurée pendant la ligne de base. Les tests statistiques utilisés ont été ’ANOVA
a deux voies lors d’une comparaison de 2 traitements (Effet éthanol, estradiol et interaction),
I’ANOVA a une voie pour constater les effets d’un traitement, un test T de Student pour les
comparaisons de moyenne entre deux groupes. Ces différents tests statistiques ont été
complétés par un post-test de type Tukey. Dans tous les cas une valeur de p < 0.05 était

considérée comme significative.
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Chapitre 3 :
Résultats
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Différence liée au sexe dans la vulnérabilité de la plasticité de I'hippocampe apres
une exposition a I'éthanol de type binge drinking chez le rat adolescent.
Implication de I'cestrogéne

K. Rabiant, J. Antol, M. Naassila and O. Pierrefiche

Comme présenté dans ce manuscrit, la pratique du binge drinking pendant I’adolescence
induit des dégradations de la mémoire et les jeunes femmes y sont plus sensibles que les
jeunes hommes. Cependant, la raison pour laquelle cette différence existe reste indéterminée
et le nombre d’études précliniques s’intéressant a cette question reste faible. Dans cette
étude nous avons testé I'hypothése selon laquelle les niveaux d’cestrogenes endogénes (E2)
pourraient expliquer cette différence liée au sexe dans les effets de I’éthanol sur la plasticité
de I'hippocampe, le mécanisme cellulaire responsable de la mémoire. La dépression a long
terme (DLT) dans des tranches d’hippocampe de rats femelles pubéres a été enregistrée 24h
aprés 2 binges d’éthanol (EtOH : 3g/kg, v/v, i.p., avec 9h de délais) comme présenté dans le
chapitre 2 : Matériels et méthodes. Nous avons ainsi étudié différents groupes expérimentaux
en séparant d’une part les femelles en fonction de la phase de leur cycle ovarien, et d’autres
part les rattes prépuberes (ne présentant donc pas de cycle ovarien) et les rats males

adolescents.

Concernant les femelles pubeéres, la réalisation de frottis vaginaux et leurs lectures sur état
frais nous a permis de dépister le déroulement de leur cycle ovarien. Ainsi, nous avons
effectué la premiére injection d’éthanol pendant deux périodes critiques, a savoir la phase de
proestrus, caractérisée par un pic d’cestrogenes endogenes, et les autres phases du cycle ou
le taux d’cestrogenes endogénes est faible. Tout d’abord nous avons effectué un
enregistrement de la DLT chez les rattes en fonction de leur phase du cycle ovarien et nous
n’avons pas observé de différence. Nous avons ensuite enregistré 24h aprés la premiere
injection d’éthanol les potentiels de champs au niveau de I'aire CA1 de I'hippocampe. Nous
avons observé une abolition de la DLT chez les rattes injectées pendant la phase de proestrus

tandis que les femelles injectées pendant les autres phases ne présentent pas d’altération de
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leur capacité de plasticité. Ce premier résultat suggere une implication des cestrogenes dans

les effets de I’éthanol sur la DLT (Figure 1 de I'article).

Pour pousser notre hypothése selon laquelle une interaction EtOH/E2 serait responsable

de I'abolition de la DLT dés 24h chez les rattes adolescentes, nous avons sélectionné des
femelles en phases d’cestrus ou dicestrus (faible taux d’E2 endogeéne) et nous leur avons
administré une injection concomitante d’EtOH et d’E2 (pour la méthodologie plus détaillée,
voir chapitre 2 : Matériels et méthodes). Nous avons pu constater que lors de l'injection
concomitante d’EtOH et d’E2, nous parvenions a abolir la DLT dés 24h, tandis que I'E2 exogéne
seul diminuait légérement la DLT.
De plus, nous avons réitéré cette expérience chez des rattes prépubéres, exemptes de cycle
ovarien, et nous avons enregistré des résultats similaires, a savoir une abolition de la DLT 24h
apres les injections. Enfin, nous avons utilisé des rats puberes pour mesurer les effets d’'une
co-injection EtOH/E2 et nous avons observé, une fois encore, une abolition de la DLT 24h apres
les injections. Ces résultats renforcent I’hypothése d’une interaction EtOH/E2 pouvant étre
responsable de I'abolition plus précoce de la DLT chez les rattes adolescentes (Figure 2 de
I'article).

Nous nous sommes également intéressés aux effets de I'EtOH en fonction du cycle ovarien
chez des rattes adultes. Cependant, nous n’avons pas été en mesure d’observer un effet du
cycle, du délais apreés traitement ou de I’'EtOH chez ces animaux (Figure 3 A-B de I'article). Pour
évaluer la différence de sensibilité des femelles vis-a-vis de I’éthanol, nous avons tenté
d’obtenir une abolition de la DLT chez des rats males adolescents en augmentant la dose
d’EtOH injectée. Pour rappel, notre précédente étude montrait une abolition de la DLT 48h
apres 2 binges d’EtOH (3g/kg, v/v, i.p.) chez des rats adolescents. Dans notre étude, nous
avons mesuré une abolition de la DLT 24h apres 2 binges d’EtOH a 3,75g/kg (v/v, i.p.),
répliquant les résultats obtenus lors de la co-injection d’EtOH et d’E2. Ce résultat pourrait
suggérer que la plus grande sensibilité des femelles vis-a-vis de I’éthanol pourrait étre

imputable a la présence d’E2 chez les rattes adolescentes (Figure 3 C—H).

Concernant les mécanismes d’action, nous nous sommes tout d’abord intéressé par le
mode d’action des cestrogénes. Nous avons utilisé le tamoxifene, un modulateur sélectif des
récepteurs aux cestrogenes ERa et ERPB. Avec la dose utilisée (10mg/kg), le tamoxiféne a une

action antagoniste sur les récepteurs aux cestrogenes mais sans effet cognitif. Ainsi, nous
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avons pu observer |'effet d’une injection i.p. de tamoxifene (Tam) sur la DLT. Nous avons
enregistré que le Tam seul n’a pas d’effet sur la DLT. De plus, I'injection de Tam permet de
prévenir I'inhibition de la DLT produite par I'E2. Ensuite, nous avons injecté le Tam tout de
suite apres la co-injection EtOH/E2, nous avons observé la présence d’une DLT signifiant que
le Tam permet de prévenir I'abolition de la DLT causé par l'interaction EtOH/E2, 24h aprés le
traitement. Cependant, a 48h le Tam n’a pas d’effet. Nous avons observé une abolition de la
DLT 48h apres 2 binges d’éthanol chez des rattes injectées pendant une phase a faible taux
d’E2 endogene Cette abolition est toujours présente lorsque le Tam est injecté aprés la co-
injection EtOH/E2. Ces résultats suggerent I'implication des récepteurs aux cestrogénes dans
les mécanismes responsables de |'abolition de la DLT 24h apres un double binge (Figure 4 de

I'article).

Enfin, concernant I'implication des récepteurs NMDA, nous avons voulu observé si la sous-
unité GIuN2B des récepteurs NMDA était impliquée dans les mécanismes d’abolition de la DLT
chez les rattes pubéres. Nous avions précédemment observé que les rats adolescents recevant
2 binges d’éthanol présentaient une augmentation de l'efficacité de la Ro25-6981, un
antagoniste spécifique de la sous-unité GIuN2B, sur les PPSE-NMDA. De la méme maniere,
nous avons observé une augmentation de |'efficacité de la Ro25-6981 dans les groupes ou I'E2
et I'EtOH sont présents en méme temps. Ainsi, les rattes exposées a I'EtOH pendant la phase
de proestrus, mais également les rattes recevant une co-injection EtOH/E2, présentent toutes
une augmentation de |'efficacité de I'antagoniste de la sous-unité GIuN2B. Ainsi, tout comme
chez les rats adolescents, la sous-unité GIuN2B serait impliquée dans I'abolition de la DLT

apres deux binges d’éthanol chez les femelles pubéres (Figure 5 de I'article).

Ainsi, I'E2 pourrait expliquer la plus grande vulnérabilité des femelles par rapport aux
males vis-a-vis des atteintes de la plasticité synaptique de I’hippocampe induite par I'éthanol.
Cette augmentation de la vulnérabilité chez les rats femelles pourrait étre due a des
changements dans la composition des récepteurs NMDA en faveur d’'une augmentation des

GIuN2B, cible commune entre I’éthanol et I'E2.
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Abstract

Binge drinking during adolescence induces memory impairments and evidences suggest that
females are more vulnerable than males. However, the reason for such a difference is unclear
while preclinical studies addressing this question are lacking. Here we tested the hypothesis
that endogenous estrogen level (E2) may explain sex differences in the effects of ethanol on
hippocampus plasticity, the cellular mechanism of memory. Long-term depression (LTD) in
hippocampus slice of pubertal female rats was recorded 24h after two ethanol binges (3g/kg,
i.p., 9h apart). Neither the estrous cycle nor ethanol altered LTD. However, if ethanol was
administered during proestrous (i.e., at endogenous E2 peak), LTD was abolished 24h later
whilst NMDA-fEPSPs response to a GIuN2B antagonist increased. Such abolition of LTD was
not observed in more adult female rats. Exogenous E2 combined with ethanol replicated LTD
abolition in pubertal, pre-pubertal female and in pubertal male rats. In male rats, a higher
dose of ethanol was required to abolish LTD at 24h delay. In pubertal female rats, tamoxifen,
an antagonist of estrogen receptors, blocked the impairing effects of exogenous E2 on LTD,
suggesting that estrogen interacts with ethanol through changes in gene expression. In
addition, tamoxifen prevented LTD abolition at 24h but not at 48h delay. In conclusion,
estrogen may explain the increased vulnerability to ethanol-induced plasticity impairment
seen in females compared with males. This increased vulnerability of female rats is likely due
to changes in the GIuUN2B subunit that represent a common target between ethanol and

estrogen.

Keywords: Estrogen, synaptic plasticity, hippocampus, ethanol, female, memory, adolescent
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1. Introduction
A recent national survey in France indicates that 86% people at the age of 17 years!!
experienced alcohol at least once, that 2/3 of them had drank at least one time during the
month prior to the survey and that 40% had drank 5 drinks (50g pure ethanol) in one occasion
over the same period. These figures are close to those for USAI?., Although 17 years-old boys
are 3 times more numerous than girls in consuming alcohol in FrancelY, girls are more prone
to start drinking earlier in life than boys!®4. Furthermore, binge drinking becomes more
prominent in girls>®! while women experience a more rapid progression of alcohol addiction
than menl”). Women present also a higher rate of alcohol-related diseases!® and are suffering
more than men from ethanol-induced neurotoxicity and cognitive impairments, suggesting a
higher vulnerability of female brain to ethanol® 2, Biological factors that may contribute to
such higher vulnerability include sex-related factors such as ethanol pharmacokinetics,
ethanol effects on brain function and the level of sex hormones!®3l. For example, an
association has been found between estrogen levels and alcohol use in females in both clinical
and preclinical studies [3-1%, One of the effects of ethanol in adolescents/young adults is
memory impairments, which is stronger than in adults. Memory loss, called “blackout”, a kind
of temporary anterograde amnesial'®! is frequently experienced by teenagers!*® and, one
predictive factor of “blackout” experiences is female sex!*®! which is in accordance with a
higher vulnerability of female to ethanol-induced cognitive impairment®12., Preclinical studies
described ethanol-induced memory impairments in males or females[*’-2%, with a possible role
of estrogen in femalel?222, However, there is a lack of demonstration that higher vulnerability
to memory impairments in female rodents includes a role for circulating estrogen. Estrogen is
acknowledge as a promnesiant hormone facilitating long-term synaptic potentiation (LTP) in
rodent hippocampus and increasing learning[?324. However, the mode of action of estrogen is
mixing rapid and delayed effects. Estrogen via intracellular receptors (i.e., ERa and ERB) plays
the role of nuclear transcription factors. Estrogen also acts via several non-classical
mechanisms including interaction with other membranous receptors such as the G-protein-
coupled estrogen receptor (GPER), or metabotropic and ionotropic glutamatergic receptor(?4.,
Among these targets, estrogen increases GluN2B-containing NMDA receptor current and
mRNA levelsZ3 while GIuN2B protein or level of phosphorylation were neither increased?®],
leading to the suggestion that estrogen recruits GIuN2B-containing NMDA receptor at the

synapse. In our previous study performed in adolescent/young adult male rats, we measured
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an overexpression of GIuN2B 48h after two binge-like ethanol exposures!?®! while LTD (Long-
term Depression) was blocked leading to cognitive deficit!??l. Therefore, we tested whether
estrogen modulates ethanol-induced LTD abolition after binge-like ethanol exposure in female
rats. We postulated that the estrogen effect on GluN2B-containing NMDA receptors combined
with that of ethanol should lead to a complete and more rapid collapse of LTD in females than
in males. Our results showed that the estrus cycle has no effect on hippocampus LTD but that
an interaction between estrogen and ethanol alter hippocampus plasticity. Thus female rats
are more vulnerable to ethanol than males because of the presence of estrogen in the context

of few episodes of ethanol intoxication.

2. Materials and methods

Experiments were performed in agreement with the European Community Guiding Principles
for the Care and Use of Animals (2010/63/UE, CE Off. J. 20 October 2010) and the French
decree no. 2013-118 (French Republic Off. J., 2013). All experimental procedures receive an
agreement from the ethic committee of Région Picardie (CREMEAP) under the experimental

number 3829.

2.1 Animals

Female Sprague-Dawley rats (Charles River, France) were studied at pre-pubertal (21-25 days,
without vaginal opening), post-pubertal (35-45 days old, in presence of a vaginal opening) and

adult age (200-250 days). We studied male rats during puberty (35-45 days old).

2.2 Determination of the estrous cycle

After the observation of a vaginal opening, a vaginal smear was followed by cytology analysis.
Proestrus was determined with epithelial cells, oestrus by cornified squamous cells,
metoestrus with similar proportion of leucocytes, cornified and epithelial cells and, dioestrus

by the predominance of leucocytes!?’-2%,

2.3 Ethanol and pharmacological treatments
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Post-pubertal female rats received 2 i.p. injections of ethanol (3g/kg; 20%v/v) given 9Sh
apartl2026] in the different phases of the estrous cycle. Recording was performed 24 or 48h
later. Estrogen (17B-estradiol, E2; Sigma-Aldrich, Sweden) was dissolved in sesame oil and
administered at 180pg/kg (i.p.), according to the literature %31, alone, or only once before
the first ethanol injection to mimic the single peak of E2 during a spontaneous estrous cycle.
The level of E2 is probably supraphysiologic as the treatment was in addition to the physiology
of the intact animals we used. |.p. injection of ethanol never disturbed the estrous cycle while
E2 ip injection never triggered a proestrous phase 24h later. 50mM stock solution of tamoxifen
(HelloBio, Bristol, UK), was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO). The tested dose (10mg/kg,
i.p. with 5% DMSO) is ineffective on cognitive functions while estrogen receptors blockade

remains efficient?. In separate experiments, males received two binges at 3.75g/kg ethanol.

2.4 Blood ethanol content (BEC)

BEC was measured at 0.5h after the first injection, 9h later before the second injection, and
24h after the first injection!?®. Blood samples were collected from the sublingual vein,
collected and centrifuged at 14000g for 5min. The supernatant was frozen at -80°C and

analyzed with an oxygen-rate alcohol analyzer (Analox Instruments, London, UK).

2.5 Hippocampus slice and electrophysiology

Procedures were described elsewherel??. After decapitation under isoflurane anesthesia, the
brain was immersed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) composed of (mM):
Sucrose, 220; KCl, 2 NaH;PO4, 1.3; NaHCOs3, 26; MgCly, 6; CaCly, 0.2; Glucose, 10). 400 um thick
Hippocampus slices were stored 2 h in carbogen-gassed aCSF (95% 0,/5% COy; pH 7.2-7.4;
room temperature) composed of (mM): NaCl, 125; KCl, 3; NaH2PQa, 1.25; CacCly, 2.3; MgCl,,
1.3; NaHCOs, 25; glucose, 10) and transferred to a recording chamber perfused at 6mL/min.
Recordings were made with 3M NaCl (1-3MQ) filled glass microelectrode into the CAl area
while Schaffer collaterals were stimulated at 0.05Hz (square pulse, duration 100us). An
input/output curve was established for each slice. Test intensity was set to 50-60% of the

maximum. LTD induction changes according to the age of the animals®3. Thus, in post-

172



pubertal animals LTD was induced with a 1Hz pLFS200-900 stimulation whereas in pre-
pubertal animals, a 1Hz LFS900 protocol was used®3. NMDA-field excitatory postsynaptic
potentials (NMDA-fEPSPs) were recorded into the stratum radiatum with an aCSF containing
no Mg?*, 20uM bicuculline, and 10uM 6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione (CNQX). At the
end of recording, 50uM DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5) was applied. EPSP’s
slope was measured just after the afferent volley. Five uM Ro 25-6981 (Sigma Aldrich,
Sweden), a GIuN2B subunit antagonist [34] was tested on NMDA-fEPSPs. Signals were
amplified (x1000-2000), filtered (1-3kHz), and acquired on computer with Signal software
(CED, Cambridge, UK). Measurements were averaged every minute. “N = ” is the number of

animals and “n =” the number of slices.

2.6 Statistics and Data Presentation

Statistics were performed on raw data for each slice (i.e., “n”). All results are expressed as
percent change relative to baseline value (mean * SEM). One-Way or Two-Way ANOVA
followed by post-hoc Tukey test was performed when both normality test and equality of
variance were confirmed. For group comparison, a Student’s t-test was used when our groups
followed a normal distribution, or a Mann-Whitney test when normality failed. In all test, we
chose P<0.05 as significant. Effect size was calculated as follows: [Mean of experimental
group]-[Mean of control group] / Standard deviation pooled from both group] with NaCl in

Low(g2] as control.

3. Results

3.1 Blood Ethanol Content

In post-pubertal females, BEC reached 316.6 + 8.2mg/dL 30min after the first EtOH injection
(3g/kg, i.p.), 37.2 £ 10.5mg/dL 9h later and 10.6 + 1.1mg/dL at 24h. Pre-pubertal females
showed a BEC of 342.8 + 14.0mg/dl at 30min post-injection, 4.5 + 0.8 at 9h and 5.3 + 0.7 the
next day. BEC at 9h and at 24h were lower in pre-pubertal than in post-pubertal female
animals (P<0.05 and P<0.01, respectively). In adult females, BEC was 339.1 + 6.5 at +30 min,

4.5+0.8at+9hand 4.7 £ 0.9 at 24h, which was lower compared to post-pubertal rats (P<0.05).
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3.2 Effects of ethanol on long-term depression (LTD) during the oestrous cycle in post-

pubertal females

To analyse the modulatory effects of the oestrous cycle on ethanol’s effects, we separated the
females in two groups. The first group called High(ez), corresponds to the proestrus where
estrogen concentration is the highest. The second group called Lowiez;, compiled the other
phases during which oestrogen level is always lower than during proestrus. LTD was recorded
24h after pharmacological treatments performed either in High(e2; orin Low(ez) phases. A two-
way ANOVA revealed an effect of EtOH (F(1,29) = 42.6, P<0.001), of the High(e2; or Lowiez; phase
(F(1,29) = 29.5, P<0.001) and an interaction (F(1,27) = 23.8, P<0.001). Post-hoc analysis (Tukey
test) showed that when NaCl was injected during Highie2;, the amplitude was similar than in
Low(e2) phase (NaCl in Low(e): 44.7 £ 3.5%, n =9; N =7, vs NaCl in High(ez): 47.2 £3.8%,n =7,
N =5, P>0.05; Fig. 1C). Furthermore, ethanol in Low(e2; had no effect on LTD (EtOH in Lowe2; :
52.2+4.5%,n=9, N =6, P>0.05 compared to NaCl; Fig. 1A1-A2). In contrast, when EtOH was
injected in Highie2;, LTD was abolished 24h later (EtOH in Highiez: 99.2 £ 6.5%, n =6, N =5,
P<0.001 compared to NaCl in High(ezj; Fig. 1B1-B2). Thus, EtOH in High(e2; had stronger effects
than EtOH in Lowiez (EtOH in Highiez : 99.2 + 6.5% vs EtOH in Low(ey : 52.2 + 4.5%, P<0.001
between groups; Fig. 1D). Figure 1E shows the compiled data. The effect size for each
condition was 0.6 for EtOH in Low(gz;, 0.25 for NaCl in Highezjand 1.8 for EtOH in Highez). We
checked the effects of EtOH injected 24h before proestrus with a recording performed in
Highe2) (EtOH in Low(e); Rec in Highie)), analysed by a t-test. Here, signal amplitude reached
54.6 £ 4.4% (n =5, N = 5), a value similar to EtOH in Low(e; (P>0.05 between groups; Suppl.
Fig. 1B). Hence, LTD was abolished at 24h delay only when ethanol was injected during
Highie2) phase, suggesting an important role of the estrogen peak at the time ethanol was

injected.

3.3 Exogenous estrogen, ethanol and LTD in post-pubertal female rats

To check the consequence of high level of estrogen (E2) on ethanol effects, we replicated our
result using exogenous E2 administered during the Low(e2; phase in post-pubertal females
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(Fig.2A,B). Two-Way ANOVA showed a significant effect of EtOH (F(1,26) = 13.1, P = 0.001), of
exogenous E2 (F(1,26) = 46.3, P<0.001) with an interaction (F(1,24) = 5.02, P = 0.035). Post-hoc
revealed that E2 alone, slightly but significantly decreased LTD by 16% (E2: 66.9 + 3.5%, n =
10, N = 7, P<0.05 compared to control: 49.5 + 3.0%, n = 6, N = 4, Fig. 2A-2B; effect size: 1.34,
Suppl. Fig. 1C1). EtOH alone had no effect (EtOH: 54.8 £ 3.6%, n =7, N =5, P>0.05 compared
to control; effect size: 0.61, Suppl. Fig. 1C2). In contrast, co-injection of E2+EtOH abolished
LTD (EtOH+E2:89.4 +4.5%,n =5, N =4, P<0.001 compared to EtOH group; effect size: 1.8, Fig.
2A,B). T-test analysis revealed no differences between EtOH+E2, and EtOH in Highe
(EtOH+E2:89.4 £ 4.5%, vs EtOH in Highe2): 99.2 £ 6.5%, P>0.05 between groups, Suppl. Fig. 3).

3.4 Ethanol and estrogen in absence of oestrous cycle

To further demonstrate a link between ethanol and E2, we tested these substances in pre-
pubertal females and in pubertal male rats. In pre-pubertal female, two-way ANOVA revealed
an effect of EtOH (F(1,21) = 4.5, P = 0.047), of E2 (F(1,21) = 7.552, P = 0.013) and an interaction
(F(1,19) = 3.536, P = 0.075). Post-hoc test showed a control level of LTD reaching 66.8 + 6.5% of
baseline (n = 6, N = 4, P<0.05; Fig. 2C) and no difference between E2 treated pre-pubertal
females and controls (E2: 71.6 £ 0.7%, n =5, N = 3, P>0.05; effect size: 0.41, Fig. 2C, D; Suppl.
Fig. 1D1). Similarly, EtOH alone had no effect (EtOH: 68.1+3.5%, n=6, N =5, P>0.05 compared
to control; effect size: 0.1, Fig. 2D; Suppl. Fig. 1D2). However, co-administration of EtOH+E2
abolished LTD (EtOH+E2: 94.0 £ 7.6%, n = 6, N = 5, P<0.05 compared to control; effect size:
1.24; Fig. 2C, D). This effect was different from EtOH alone (P=0.003) or E2 alone (P=0.013; Fig.
2D). In pubertal male rats (Fig. 2E, F), two-way ANOVA revealed an effect of EtOH (F(1,22) =
12.8, P =0.002), an effect of E2 (F(1,22) = 7.3, P = 0.014) and an interaction (F(1,20) =5.4, P =
0.031). Post-hoc analysis showed that, compared to control, E2 alone had no effect (E2: 55.7
+3.8%, n =5, N =2, P>0.05; effect size 0.23; Fig. 2E, F) and EtOH alone had no effect (EtOH:
60.0 + 7.0%, n =6, N = 2, P>0.05; effect size 0.46; Fig. 2E, F) but that E2+EtOH abolished LTD
(EtOH+E2: 84.7 £+ 4.8%, n =6, N =3 vs control: 53.8 +/-3.%, n = 7, N = 5, P<0.001; effect size
1.66, Fig. 2E,F).

3.5 Age and sex differences in the response to ethanol
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We measured the effects of 3g/kg ethanol in 150-200 days old female rats to confirm a
particular effect of ethanol during post-pubertal period. We found that in adult female rats
that EtOH in Low(e) did not alter LTD at 24h (NaCl in Lowiez; : 49.3+4.1%,n =5, N = 3 vs EtOH
in Low(ez) : 47.0+£5.3%, n =8, N =4, P>0.05, t-test between groups ; Fig 3A, B) as well as EtOH
during Highez) (EtOH in Highe2) : 49.4 £ 6.0%, n =4, N = 3, P>0.05, t-test compared to control;
Fig. 3A,B). Further measurements at 48h delay revealed no alteration of LTD (NaCl in Lowg; :
49.3 + 4.1% vs EtOH in Low(ez : 54.5 £ 6.8%, n =7, N = 3, P>0.05, t-test between groups; Fig.
3A,B). Hence, puberty in female rats is a highly sensitive period regarding the response to
ethanol. The results obtained in post-pubertal female rats showed an abolition of LTD 24h
after two binge-like ethanol exposures (3g/kg) whereas in young adult male rats, this effect
occurred at 48h delay®?, suggesting a difference in sensitivity to EtOH of post-pubertal female
rats. We checked whether the difference in the delay of LTD abolition was due to the higher
BEC of post-pubertal female rats. We thus treated young adult male rats with a higher dose
of ethanol (3.75g/kg) and found that LTD was abolished at 24h delay (NaCl in male: 53.8 *
3.1%, n =7, N = 4, vs EtOH 3.75g/kg: 89.3 + 3.3%, n = 7, N = 5, P<0.05, t-test, Fig. 3C, D).
Importantly, there was no differences between male and female LTD in control (NaCl in male:
53.8 £3.1% vs NaCl in Highe2): 47.2 £3.8%, n =7, N =5, P>0.05, t-test, Fig. 3E,F). Furthermore,
LTD abolition was similar between the 3.75g/kg EtOH treated males and post-pubertal female
rats injected with 3g/kg EtOH in proestrus (EtOH 3.75g/kg in male: 89.3 + 3.3% vs EtOH in
Highie2): 99.2 + 6.5%, P>0.05, t-test, Fig. 3G,H). These results demonstrate that a higher dose
of EtOH in male is required to abolish LTD 24h later. However, besides a higher BEC, only the
combination of high oestrogen and ethanol in post-pubertal female rats was responsible for

LTD abolition at 24h, suggesting the involvement of oestrogen receptors in this effect.

3.6 Testing tamoxifen on ethanol and E2 effects on LTD

To evaluate the role of oestrogen receptors (ERs) in LTD abolition at 24h delay in post-pubertal
female rats, we used tamoxifen (10mg/kg, i.p.) co-injected with either E2 or EtOH+E2 applied
in Lowez) in order to avoid the endogenous peak of E2. ANOVA revealed an effect of E2
treatment (F, 33) = 4.2, P = 0.048), no effect of tamoxifen (F(1, 33y = 0.0002, P = 0.9) and an

interaction (F(1,31)=9.5, P = 0.004). Tamoxifen alone had no effect on LTD (NaCl in Low(ez): 44.7
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+3.5%,n=9;,N=7vsTam: 55.4+3.5%,n =6, N=3, P>0.05; Fig. 4A, D). E2 alone slightly
decreased LTD (Fig. 4B, D and Supp. Fig. 1C1) and tamoxifen prevents this effect (NaCl in
Lowiez): 44.7 £ 3.5% vs E2+Tam: 54.5 + 5.6%, n = 8, N = 4, P>0.05; Fig. 4B, D). Tamoxifen partly
reduced LTD abolition 24h after EtOH+E2 (EtOH + E2: 89.4 + 45%, n =5, N = 4 vs
EtOH+E2+Tam: 63.3 £ 4.5%, n = 7, N = 3, P<0.01; Fig. 4C, D). Thus, both the decrease of LTD
24h after E2 alone and LTD abolition 24h after EtOH+E2 involved oestrogen receptors. To
discriminate further the role of E2 and EtOH in LTD abolition, we measured whether the
protective effect of tamoxifen lasted over 48h. In these conditions, a Two-way ANOVA showed
that EtOH alone in Lowiez) almost abolished LTD in female rats at 48h (EtOH in Low(g2: 85.3 +
8.0%, n = 4, N = 3; Fig. 4E, F). Interestingly, at this time point, tamoxifen’s preventive effect
was not present since LTD abolition persisted (EtOH+E2+Tam @ 24h: 63.3+4.5%,n=7,N=3
vs EtOH+E2+Tam @ 48h: 113.6 £+ 4.1%, n = 5, N = 3, P<0.001; t-test; Fig. 4E, F). However, in
this series of experiment we still found a preventive effect of tamoxifen at 24h delay (EtOH in
Low(ez) @24h: 52.2 + 4.3%; n =9, N = 6 vs EtOH+E2+Tam @24h: 63.3 £ 4.5%,n=7, N = 3,
P>0.05; Fig. 4E, F). ANOVA revealed here a main effect of treatment (E2+Tam treatment effect:
F(1,21) = 13.569, P = 0.001), a main effect of time (F(1,21) = 60.580, P<0.001) and an interaction
(Fi21) = 2.569, P = 0.124).

3.7 Analysis of NMDA-fEPSPs:

To evaluate further the mechanisms of action of ethanol and E2, we investigated the role of
the GIuN2B subunit by measuring the inhibition of the NMDA-fEPSP slope with bath
application of Ro 25-6981, 24h after i.p. pharmacological treatment. The two-way ANOVA
showed an effect of EtOH (F(1,23) = 16; P<0.001), an effect of E2 (F(1,23) = 6.2, P =0.021) and an
interaction (F(1,21) = 8.1, P = 0.01). Ro 25-6981 had similar effects in control group (NaCl: 7.86
+1.85%, n =7, N =5) than in E2 group (E2 in Low(e): 7.00 £ 1.97%, n = 6, N =5, P>0.05) and
EtOH group (EtOH in Lowez): 10.72 £ 2.1%, n =5, N = 4, P<0.01; Fig. 5A,B). In contrast, Ro 25-
6981 showed an effect after EtOH+E2 in Low(ez) (23.92 £ 3.47%, n =7, N =4, Fig. 5A,B) and this
effect was significantly different from E2 in Low(e2; group (P<0.001 between groups; Fig. 5A,B).
When EtOH was injected in Highe2;, Ro 25-6981 showed a stronger and similar effect that
when it was tested in EtOH+E2 in Lowiez group (EtOH in High(ez): 19.34 £2.95%, n =5, N=3 vs
EtOH+E2 in Low(ez): 23.92 £ 3.47%, n =7, N = 4, P>0.05 between groups; t-test; Fig. 5C). The
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effect size for Ro 25-6981 was similar in EtOH in High(e2) group and in EtOH+E2 in Low(e) group
(1.47 vs 1.44). Such effect size was more important than for E2 (E2 in Low(ge2; group : -0.18) or
ethanol (EtOH in Low ez group: 0.64), revealing that Ro 25-6981 is more effective in reducing
NMDA-fEPSP slope only in conditions that blocked LTD.

4. Discussion

We showed that hippocampus LTD is abolished in post-pubertal female rats 24h after two
binge-like ethanol exposures only when high level of ethanol is concomitant to high level of
oestrogen. This abolition is accompanied with an increase in NMDA-fEPSPs sensitivity to a
GluN2B antagonist. The mechanisms of LTD abolition involved oestrogen receptors but also
ethanol per se through a synergic action that leads to a rapid and continuous abolition over
48h post-treatment. Interestingly, for a same dose of ethanol than males, post-pubertal
female rats appeared particularly responsive to ethanol because LTD in adult female was
insensitive to ethanol and because LTD abolition in post-pubertal female appeared 24h earlier
than in males. We conclude that the higher vulnerability of LTD to ethanol in post-pubertal
female rats is due to an interaction between oestrogen and ethanol likely through pathways

altering GIuN2B.

4.1 Oestrous cycle and hippocampus plasticity

We used gonadally intact female rats to study oestrogen in a physiological environment.
Although this method provides a more apt comparison to intact male population, it requires
to test the different phases of the oestrous cycle. We monitored the female cycle and
considered only two main conditions according to the level of circulating oestrogen that is,
the proestrous phase (i.e., high oestrogen concentration) and the three other phases (i.e., low
oestrogen concentration). LTD was not modulated by the oestrous cycle in both post-pubertal
and adult female rats since LTD magnitude was similar in all phases of the cycle and at both
ages. Unfortunately, there is a lack of literature regarding the influence of the oestrous cycle
on LTD while only few studies concern LTP, the other plasticity signal involved in memory
formation. LTP in CA1 area in vivo was facilitated during proestrous while LTD was restrained
compared to other phases®®., Similarly, LTP was stronger in the afternoon of the proestrous3®
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381 Differences with our study may come from the type of experiment (i.e., in vivo vs in vitro),
the strain of animals, the electric stimulation used or the brain area studied. Nonetheless,
there is yet no consensus regarding the influence of the oestrous cycle on learning and
memory (including on cellular signals related to these cognitive processes). Even more, the
oestrous cycle does not probably lead to more variability in females relative to males?* 3°1,
More studies are definitely needed to know better about modulation of LTD in the

hippocampus and the role of the oestrous cycle.

4.2 Ethanol, oestrogens and LTD

Two binge-like ethanol exposure was performed during the different phases of the oestrous
cycle in order to demonstrate the modulatory role of ethanol on LTD in presence or absence
of estrogen and, to compare with our previous study performed in young adult male rats!2°l,
In females, ethanol did not disrupt LTD 24h after treatment when applied during endogenous
low estrogen phases, suggesting no role for either low or high concentration of endogenous
estrogen at the time of recordings on ethanol’s effects on LTD. In contrast, LTD was abolished
24h after an ethanol treatment during the high estrogen phase (i.e., proestrous). Thus,
estrogen concentration was high enough during proestrous to modulate the effects of ethanol
on LTD, suggesting an interaction between high level of circulating estrogen and high level of
ethanol in modulating LTD magnitude the day after. This assumption is supported by the
replication of this result using exogenous estrogen. More precisely, LTD was not abolished in
post-pubertal female rats treated with E2 during low estrogen phases but the combination of
ethanol and E2 during these phases abolished LTD 24h latter. We also found an abolition of
LTD in pre-pubertal female rats which do not have an oestrous cycle, only when E2 was
combined with ethanol. Finally, treating young adult male rats revealed again an abolition of
LTD at 24h only when E2 and ethanol were injected at the same time. Because none of the
substances tested alone had an effect on LTD, we suggest a synergic action of E2 and ethanol
to abolish LTD at 24h delay. This idea is supported by comparing the effect size of the drugs
alone and in combination. In all cases, the combination of drugs induced a stronger effect than
the simple addition of each drug effects. Furthermore, the higher effect size always
accompanied the blockade of LTD and NMDA-fEPSPs analysis showed a similar result (see

below). Since we did not check if E2 administration may affect ethanol metabolism we cannot
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rule out a potential interaction, but this seems unlikely because ethanol is mainly metabolized
in the liver via CYP2E1 enzyme while 80% of the estrogen is degraded via hepatic CYP1A2 and
CYP3A4 enzymes®% 331, Thus, the common part of the metabolism pathways concerns only a

small proportion of the substances.

4.3 Mechanism of early LTD abolition in female rats

Analysis of NMDA-fEPSPs revealed that the effectiveness of a GIuUN2B antagonist increased in
animals treated with ethanol and E2, or if ethanol treatment occurred during proestrous.
Although the results with Ro25 are correlational and not causal between alterations in NMDAR
subunit composition and deficits in LTD, this suggests a possible role of the GIUN2B subunit in
all conditions which abolished LTD 24h later. This result is in accordance with our previous
report in malel??l, suggesting a common mechanism of LTD abolition between male and
female rats although it occurred earlier in female. Our result obtained in males was recently
confirmed by measuring an increase in the expression of the GIuN2B subunit in CA1 area of
the hippocampus 48h after ethanol, when LTD was abolished!2®!. Interestingly, 24h after an E2
treatment in female rats, GIuUN2B mRNA and GIuN2B-containing NMDA receptor current in
CA1 increase as well as binding sites and synaptic location of this subunit®. However,
whether E2 effects were due to a recruitment of GIuN2B-containing NMDA receptors at the
synapse with or without an increase in GIuN2B expression or in NMDA receptors
phosphorylation is still not yet clear(?3254142] |n this context, it is possible that the effects of
E2 and of ethanol on GIuN2B subunits and/or on GIuN2B containing NMDA-receptors current
added to each other, leading to a faster abolition of LTD compared to male rats!?%l,
Furthermore, LTD abolition at 24h in male was obtained only with ethanol + E2 treatment,
supporting further the notion of a synergic action between the two substances. Interestingly,
E2 converts chemically induced NMDA-LTD into LTP! 3], suggesting that E2 may abolish NMDA-
dependent LTD. In addition, E2 suppressed or reduced NMDA-dependent LTD induction in old
and in adult rats*¥. Importantly, such inhibitory effects of E2 is not found regarding mGlu-R

related LTD[43:43],

Oestrogen activates cytoplasmic a and B receptors (i.e., ERa and ERB) which act as nuclear
transcription factors. In ERa and Erp receptors knock-out adult male micel*®, oestrogen

treatment increases LTD in hippocampus slicel*’#8l. In our conditions, LTD abolition at 24h in
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female rats after ethanol + E2 treatment was partly prevented by tamoxifen, suggesting that
at least part of the effects is linked to E2 receptors. Tamoxifen can act either as an agonist or
an antagonist. However, we took care to choose a dosage of tamoxifen previously shown to
antagonize estrogen effects without affecting cognitive function®2. Interestingly, when
recordings were extended to 48h, LTD was abolished in all females treated with ethanol alone
while tamoxifen was not protective. Because the LTD impairing effect of E2 is blocked by
tamoxifen, the estrogen effects are likely due to changes in gene expression, although E2 may
act rapidly through E2 membrane-bound receptors to modulate phosphorylation of some
receptors. Thus, it is very likely that estrogen contributes to the impairing effects of ethanol
on LTD through changes in GIuN2B expression and/or potentiates an increase in GIuN2B
expression by ethanol. Altogether, our study suggests that estrogen’s effects through ERa and
ERP recruits GIuN2B containing NMDA receptors and that ethanol increases GIuN2B subunit
production in a parallel manner. As such, early abolition of LTD in female rats is possibly due
to the addition of these two effects. In consequence, blocking estrogen receptors with
tamoxifen abolished the effects of ethanol + E2 treatment whereas ethanol alone does not
alter LTD at 24h, similarly to male rats. Beside the above possible mechanisms, we previously
showed in male rats that our binge-like paradigm increased both HDAC activity and HDAC2
levels in the hippocampus!?®l. Interestingly, ovariectomy induces similar epigenetic
changesP¥, suggesting that the combination of exogenous E2 and ethanol would counteract
each other at the level of epigenetic processes. In this way, we may hypothesize that abolition
of LTD with combined ethanol and E2 does not involved the same epigenetic processes as in

males. However, this latter option would require specific investigations.

4.4 Adolescent female rats are particularly vulnerable to ethanol

The modulatory effects of the oestrous cycle on ethanol binge was present in post-pubertal
but not in more mature female rats, revealing that adolescence/young adult period is critical
in terms of ethanol’s effects on brain functioning. This is in accordance with several studies,
which however, concerned LTP in male rodents!!”#%1, QOur result also suggests that
endogenous oestrogen does not modulate similarly the effects of ethanol at these two ages.
Nonetheless, if the period of adolescence is critical for the effects of ethanol in female rats,

are female rats more sensitive to ethanol than males? In comparison with young adult male,
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LTD in female was abolished 48h later after ethanol like in male, suggesting there is no sex
difference in sensitivity to ethanol. This lack of difference was observed despite a higher BEC
in female. However, an earlier abolition of LTD (24h) occurred in female rats in presence of
high oestrogen during the peak of ethanol. In males, a similar early abolition of LTD was
obtained with a higher dose of ethanol (3.75g/kg instead of 3g/kg) leading to similar BEC than
in females treated with 3g/kg ethanol. This would suggest in contrast, that there is no higher
sensitivity to functional alteration of plasticity in the hippocampus in female rats compared to
males. Nonetheless, abolition of LTD at 24h in males was also obtained with an E2 treatment
combined with 3g/kg ethanol. This result reveals that the sex difference in response to ethanol
is not only due to a difference in BEC after similar ethanol dose but also to the presence of
oestrogen. Moreover, LTD was not abolished at 24h in female rats treated with ethanol during
low endogenous oestrogen phases; an effect similar to male rats despite a higher BEC in
female. Globally, these results suggest that part of female’s sensitivity to ethanol is due to the

presence of high circulating level of oestrogen.

4.5 Conclusion

At similar dose of ethanol than males, female rats present more rapid alterations of
hippocampus plasticity related to learning and memory because of the presence of high
oestrogen level. Circulating oestrogen in females is probably a vulnerability factor in the
induction of deleterious effects of ethanol on cognitive functions through changes in GIluN2B
expression and or functioning. Oestrogen hormone should be viewed as part of the

mechanisms of a putative increased vulnerability of females to ethanol effects.
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Figure 1. Effects of two-ethanol exposures (3g/kg i.p.) on hippocampus LTD according to the
estrous cycle in post-pubertal female rats. (A1) Unitary recording of LTD 24h after ethanol
treatment in Low(ez; phase. Top: averaged raw signals at time points illustrated in A1 (1, 2).
(A2) Same conditions but for the whole group of slices. (B1) Unitary recording of LTD after
ethanol injected in Highe2; phase showing an abolition of LTD at 24h delay. Top: averaged
raw traces at time point in B1 (3, 4). (B2) The whole group of slices tested in Highez) phase.
(C) LTD recorded in NaCl animals treated either in Lowiez; or High(e2; phases of the estrous
cycle. (D) Comparison of LTD measured when ethanol was injected in Lowiez; phase or in
Highe2) phase. (E) Results obtained in the different experimental conditions with 100 % as
baseline signal amplitude measured before the induction of LTD. ***P < 0.001 and NS stands
for nonsignificant. Calibration bars for averaged top traces are 0.2 mv and 100 ms.
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injection of ethanol and E2 decreased significantly LTD 24 h after treatment. (F) Statistics for
panel E. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001. Ctrl group refers to control animals injected with

saline and sesame oil.
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Figure 3. Difference in sensitivity to ethanol between post-pubertal males and in adult

female rats. (A) In 150-200 days old adult female rats, neither the estrus cycle nor the delay

after treatment nor ethanol altered LTD. (B) Statistics for the adult female groups. (C) In
post-pubertal male rats LTD was abolished 24 h after 2 binges of ethanol at the dose of

3.75g/kg. (D) Statistics for the males in C. (E) Controls (NaCl) in both post-pubertal male and
post-pubertal female rats showed no difference in LTD. (F) Statistics for NaCl treated animals

in E. (G) LTD was similarly abolished in post-pubertal males treated with 3.75g/kg ethanol

and in post-pubertal females treated in High(ez; phase at 3g/kg ethanol. (H) Statistics for the

groups in G. **P < 0.01, ns stands for nonsignificant.
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Figure 4. Effect of tamoxifen on ethanol and E2-induced hippocampal plasticity impairment.
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square). (F) Statistics for experiments in E. *P<0.05, **P < 0.01, ***P<0.001.
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Supplemental information

Sex difference in the vulnerability to the hippocampus plasticity impairment due to binge-

like ethanol exposure in adolescent rat: Is estrogen the key?
K. Rabiant, J. Antol, M. Naassila and O. Pierrefiche

INSERM, UMR 1247 GRAP, Groupe de Recherche sur I’Alcool et les Pharmacodépendances,
Univ Picardie Jules Verne, Centre Universitaire de Recherche en Santé (CURS), Chemin du

Thil, 80025 Amiens cedex 1, France

Materials and methods

Experiments were performed in agreement with the European Community Guiding Principles
for the Care and Use of Animals (2010/63/UE, CE Off. J. 20 October 2010) and the French
decree no. 2013-118 (French Republic Off. J., 2013). All experimental procedures receive an
agreement from the ethic committee of Région Picardie (CREMEAP) under the experimental

number 3829.

Animals

Male and female Sprague-Dawley rats (Charles River, France) were tested. Female rats were
studied during pre-pubertal period (21-25 days; 80-120 gr) or during late adolescent/early
adulthood periods (35-45 days old; 200-250 gr), or at adult age (200-250 days; > 300 gr)
(Schneider, 2013). Male rats were studied during puberty at 35-45 days old.

Determination of the estrous cycle

To take into account the influences of the estrous cycle on the effects of ethanol, we
performed a fresh vaginal smear followed by cytology analysis to identify the phase of the
cycle in which we either recorded synaptic plasticity or injected the pharmacological
treatment. A disposable plastic pipette filled with 200ul of saline was gently introduced into

the vagina. Then, we flushed several times the saline solution until a cloudy solution was
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obtained which was collected inside a 0.5mL Eppendorf. For cytology analysis, the smear was
place on a hemocytometer without any coloration. Cell counting was performed under an
optic microscope (Nikon Optiphot, Japan). Determination of the cycle phase was based upon
published literature describing the different types of cells present during the different phase
of the estrus cycle (Yener and al., 2007; Hubscher and al., 2009; Paccola and al., 2013). More
precisely, proestrus was determined by the predominant presence of epithelial cells (round
and nucleated cells), estrus phase was identified by the predominant presence of cornified
squamous cells (aggregated and arranged in layers), metestrus was confirmed by the presence
of the similar proportion of leucocytes, cornified and epithelial cells and, finally diestrus phase

was validated by the predominance of leucocytes.

Ethanol exposure and pharmacological treatments

Female rats received 2 i.p. injections of ethanol (3g/kg ; 20% v/v) given 9 hours apart (Silvestre
de Ferron et al., 2015) in the different phase of the estrous cycle. Recording was performed
the day after (24 h delay). In some experiments, we tested the effects of exogenous estrogen
(17B-estradiol, i.p., named E2 throughout the text) with a dosage of 180 pg/kg (Sigma-Aldrich
Sweden AB, CAS No. [50-28-2]) dissolved in sesame oil (Sigma-Aldrich Sweden AB, CAS No.
[8008-74-0]). This E2 dose and way of administration was chosen according to the literature
(Isaksson et al., 2011; Strom et al., 2008) and because it evoke a minimal but significant effect
on LTD magnitude (see result section). E2 was administered before ethanol. Adult female rats
(150-200 days) were also tested with 2 i.p. injections of ethanol (3g/kg ; 20% v/v) given 9 hours
apart on LTD magnitude during endogenous estrous cycle and with exogenous estrogen. Male
rats received 2 i.p. injections of ethanol (3.75g/kg; 20% v/v) given 9 hours apart. Control
groups included age-matched animals injected with either saline, sesame oil or both

concerning experiments in female, or injected with saline concerning experiments with male.

Blood ethanol content (BEC)

BEC was measured in female animals as previously described (Silvestre de Ferron et al., 2015):
0.5 hour after the first injection, 9 hours later before the second injection and 24 hours after

the first injection. After light anesthesia, blood samples were collected from the sublingual
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vein and collected in vials (0.5-1 mL) and centrifuged at 14 000g for 5 — 10 minutes. The
supernatant was collected, frozen at -80°C and analyzed with an oxygen-rate alcohol analyzer
(Analox Instruments, London). Animals were placed under observation and warm light until

they woke up.

Hippocampus slice and electrophysiology

Procedure were described elsewhere (Silvestre de Ferron et al., 2015). Briefly, animals were
decapitated and the brain was immersed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) of the
following composition (mM): Sucrose, 220; KCI, 2 NaH,PO4, 1.3; NaHCOs, 26; MgCl,, 6; CaCl,,
0.2; Glucose, 10. Rostral part of the brain and cerebellum were removed. The remaining of
the brain was glued into a vibratome (Leica VT1200S), and slices from dorsal hippocampi
(thickness: 400um) were obtained. Selected slices were stored 2 hours in an aCSF reservoir
gassed with carbogen (95% 0,/5% CO;; pH 7.2-7.4; room temperature) of the following
composition (mM) : NaCl, 125; KCl, 3; NaH,PQO4, 1.25; CaCly, 2.3; MgCl,, 1.3; NaHCO3, 25;
glucose, 10. Hippocampus slices were transferred to a recording chamber perfused at a
continuous rate of 6mL/min. Extracellular recordings were made with 3M NaCl (1-3 MQ) filled
glass microelectrodes placed into the pyramidal cell body layer of CAl. Electrical stimulation
(A365, WPI) of the Schaffer collateral-commissural afferent pathway using a bipolar
stimulating electrode (Phymep, Paris) at a frequency of 0.033Hz (square pulse, duration
100ps) was performed. An input/output curve was established for each slice with stimulus
intensity increasing by 20pA steps until the maximal response amplitude was obtained. Test
intensity used for plasticity recording was set to 50-60% of the maximal response. LTD in
adolescent animals was induced with a train made of 2 electric pulses separated by 200ms
and delivered 900 times at 1Hz (pLFS 200-900). A train of 900 single pulse delivered at 1Hz
(LFS 900) was used in pre-pubertal animals (Kemp et al., 2000). Population spike amplitude
was used to quantify the plasticity response. For field excitatory postsynaptic potentials
(FEPSPs) analysis, the recording electrode was placed into the stratum radiatum. NMDA-
fEPSPs were isolated with an aCSF containing zero-Mg?* in which 50uM bicuculline, a GABA-A
receptor antagonist, and 10uM 6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione (CNQX), an
AMPA/kainate receptor antagonist, were added. At the end of fEPSPs recording, 20uM DL-2-

amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5), an NMDA receptor antagonist, was applied.
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Response was quantified on EPSP’s slope measured just after the afferent volley. All results
are expressed as percent change relative to baseline value. The role of GIUN2B subunit was
assessed using 5uM Ro 25-6981, a selective antagonist of GIUN2B subunit (Fischer et al., 1997).
Signals were amplified (Grass amplifier, x1000-2000), filtered (1-3kHz), and acquired on
computer with Signal software (CED, Cambridge, UK) for off-line analysis. Only slices
demonstrating 20 minutes of stable baseline recording were used (only 10 minutes are shown
in figures), and measurements were averaged every minute. Recordings were performed 24
hours after the treatment. In all cases, “N = “ is the number of animal used and “n = “ is the

number of slice tested.

Statistics and Data Presentation

All data are expressed as mean + SEM. Statistical analysis of LTD was made on raw data with
One-Way ANOVA or Two-Way ANOVA followed by post-hoc Tukey test when necessary. For
group comparison, a Student’s t-test was used. In all test, we chose P < 0.05 as significant. In
figures of electrophysiology, traces on top are averaged per minute (n = 3 sweeps) and
superimposed individual signals taken before and after plasticity induction in different
experimental conditions. Time calibration was 100 ms and voltage calibration was 0.2 mV for
all somatic recording figures. Regarding dendritic recordings, time calibration was 10 ms for
time and 0.05 mV for amplitude. Effect size was calculated as it follows: [Mean of experimental
group]-[Mean of control group] / Standard deviation polled from both group (NaCl in Lowez

as our control group).
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Suppl. Figure 1. (A) in post-pubertal females, abolition of LTD occurred only when both ethanol

and E2 peaked at the same time point, i.e. when ethanol was injected in Highe2; phase (EtOH

in Highte2) group)and recording performed 24 h later. (B) 24 h after 2 ethanol injections in

Low(e2) phase, there was no differences on LTD magnitude when recording was performed

either in High(ez) or Low(e2; phases: EtOH in Low(ez;; Rec in Highe2: 54.6 £ 4.4% vs EtOH in

Lowe): 52.2 + 4.5 %, P > 0.05 between groups. (C1) E2 alone slightly but significantly

decreased LTD 24 h after injection in post-pubertal females (-16%, see text for details). (C2)

Ethanol alone did not alter LTD magnitude in these animals. (D1) In pre-pubertal females, E2

had no effect on LTD. (D2) The same was true for ethanol alone in these animals. **P<0.01,

***p < 0.001, ns stands for nonsignificant.
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Suppl. Figure 2. Comparison of the effects of ethanol on LTD with endogenous or
exogenous E2. LTD was abolished as long as EtOH and E2 were highly present at the same

time, either endogenously (EtOH in High[E2] group) or exogenously (EtOH + E2 group).
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Différence males/femelles sur I'altération de la
plasticité hippocampique induite par le binge

drinking

1. Considérations techniques

Pour notre étude nous avons utilisé un modele d’alcoolisation ponctuelle importante que
nous avons mis en place au laboratoire. Ce modele consiste en 2 administrations d’éthanol
20% a une dose de 3g/kg (v /v) par injection intrapéritonéale espacées de 9 heures chez des
rats dans le but d’enregistrer, aprés une période sans éthanol, la plasticité au niveau de
I’hippocampe. Pour rappel, dans notre précédent article nous avions mis en évidence que 2
injections d’éthanol étaient nécessaires et suffisantes pour enregistrer des effets négatifs sur
la plasticité 48 heures aprés la premiere injection chez des rats males adolescents agés de 35
a 45 jours (Silvestre De Ferron et al., 2016). Notre modeéle prend en compte deux facteurs
importants. D’une part, la vitesse de métabolisation de I’éthanol, et d’autre part, la fréquence
ou plus précisément la nécessité de répéter les épisodes de consommation importante. La
vitesse de métabolisation de I'éthanol est plus rapide chez le rat. Elle atteint 300mg/kg/h
contre 100-150mg/kg/h chez 'Homme (Pastino et al., 1997). Lorsque I'on compare ces chiffres
aux éthanolémies obtenues chez nos animaux (environ 300mg/dL) il faut environ 9 a 10h pour
gue les rats, males et femelles, éliminent I’éthanol, ce que nous retrouvons effectivement
dans nos cinétiques d’éthanolémies. Extrapolé a I’'Homme, il faudrait entre 20 et 25h pour
éliminer cette méme quantité d’éthanol. Ainsi, les deux injections que I’'on administre aux rats
a 9h d’intervalle, représenteraient, chez ’'Homme, de maniére approximative, deux épisodes
de binge drinking espacés d’environ 24h. Ce choix est important car il est en accord avec la
fréquence de consommation que I'on peut retrouver chez de jeunes étudiants (Crego et al.,
2010). Pour rappel, le binge drinking est défini par la NIAAA comme une alcoolisation qui
aboutit a une alcoolémie de 0.08% ou plus en une période de temps de 2 heures. Notre
modele respecte cette définition puisqu’il permet d’étudier les effets sur la plasticité de
seulement deux doses aiglies et massives d’éthanol dépassant cette alcoolémie seuil,
espacées de 9 heures qui permettent de retrouver une éthanolémie nulle. A 'aide de ce

modele, nous pouvons mettre en évidence les effets précoces que ce type d’alcoolisation peut
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avoir sur la plasticité, la ou les modeles classiques d’exposition de type binge drinking,
reposant sur un protocole de poly-binges basé sur [I'alternance entre forte
consommation/administration d’éthanol et sevrage pendant plusieurs semaines, étudient les
conséquences a moyen et long termes de ce type de consommation (Fernandes et al., 2018;

Tapia-Rojas et al., 2018).

Pour répondre a nos questions scientifiques nous avons fait le choix de travailler avec des
rattes adolescentes. Cependant, la puberté chez la femelle commence plus précocement que
chez le rat male (Figure 24 ; (Schneider, 2013)), et avec elle, la mise en place du cycle cestral

et la nécessité de le prendre en considération.

TIMING OF PUBERTY AND ADOLESCENCE IN RATS

PUBERTY

pd 0 pd 30 pd 40 pd 50 pd 60 pd 70

ADOLESCENCE

PUBERTY

L ENTETTEES
s

pd 60 pd 70

pd 40 pd 50

ADOLESCENCE

Figure 24: Apparition de la puberté chez le rat en fonction du sexe.

(Schneider, 2013)

L’estradiol ayant un impact sur la plasticité (voir partie « (Estrogénes et plasticité » page
112), nous avons mis en place une procédure de frottis vaginaux réguliers nous permettant
de connaitre les phases du cycle cestral chez nos femelles. Ainsi nous avons été en mesure
d’injecter I'éthanol pendant des phases précises nous permettant de nous abroger de cette
contrainte. Cependant, une autre méthode permettant d’éviter I'implication du cycle
physiologique est de pratiquer une ovariectomie sur les femelles. Ainsi privé de la principale
source hormonale endogéne, il est possible de contréler le pic d’estradiol via des injections

sous-cutanés ou la pose d’une capsule cestrogénique libérant de I'estradiol en continu chez
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les animaux (Sophocleous and Idris, 2019). Toutefois, nous avons consiédéré que cette
méthode ne convenait pas a notre protocole expérimental parce qu’elle nécessite un geste
chirurgical engendrant du stress pour les animaux. Or le stress, a des répercussions sur la
plasticité synaptique. Il est notamment responsable d’'une diminution de la PLT et d’'une
augmentation de la DLT (pour revue voir (Kim, Pellman and Kim, 2015)) avec également des
effets différentiels en fonction du sexe (pour revue voir (McEwen, Nasca and Gray, 2016)) .
Cependant, la plupart des études s’intéressent a un stress chronique et ses répercussions sur
le cerveau et il est possible que le stress engendré par une ovariectomie ne soit pas suffisant
pour induire des altérations de la plasticité. De plus, |'utilisation d’animaux intacts permet de
les conserver dans une intégrité physiologique totale mais, nous obligeait a prendre en
considération les phases du cycle cestral. Enfin, ne pas pratiquer d’ovariectomie nous permet
de rester dans une maturation cérébrale physiologique puisque les cestrogenes participent a
la maturation de différentes structures cérébrales pendant la puberté (Goddings et al., 2019).
Ainsi, pour éviter tout biais expérimental ou le recours a la chirurgie, nous avons choisi la

technique du frotti vaginal telle que décris dans le chapitre 2 (3. Détermination du cycle

ovarien, page 139). La lecture du frotti est faite sur état frais, ne permettant pas de préserver
le frotti apres la lecture. Cette technique a comme principal intérét d’étre rapide ce qui
représentait un avantage dans notre cas d’étude puisque le dépistage était nécessaire avant
I'injection d’éthanol pour connaitre I'état du cycle avant 'administration. De fait, il nous était
impossible d’utiliser une technique de dépistage nécessitant des temps d’attente comme une

coloration par exemple.

2. Binge, cestrogeénes et plasticité

2.1Effet de I’éthanol en fonction de la phase du cycle cestral

Nous avons d’abord vérifié I'implication du cycle cestral sur la plasticité de I’hippocampe
en sacrifiant I’animal pendant la phase de proestrus, lorsque les taux d’cestrogenes circulant
sont les plus élevés, ou pendant les autres phases du cycle, présentant des taux endogenes
faibles en cestrogénes. Nous n’avons pas mis en évidence de différences dans I'amplitude de
la plasticité de type DLT en fonction des concentration endogénes cestrogenes. Ensuite, nous

avons injecté I'éthanol pendant la phase de preestrus, ou pendant la phase d’cestrus,
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permettant d’observer les effets de I'’éthanol en fonction du taux d’cestrogenes circulant.
Ainsi, nous avons mis en évidence que lorsque I'éthanol est présent en méme temps que le
pic d’cestrogenes endogenes, nous obtenions une abolition de la DLT 24h apres la premiere
injection d’éthanol. Ce résultat est différent de celui observé chez le rat male d’age équivalent
chez qui I’abolition de la DLT n’apparait que 48h apres la premiéere injection de la méme dose
d’éthanol (Silvestre De Ferron et al., 2016). Cette abolition de la DLT suivant l'injection
d’éthanol spécifiquement pendant le proestrus suggere que la sensibilité des femelles vis-a-
vis de ce modele de binge drinking serait due a la présence concomitante d’éthanol et
d’cestrogénes. Il a été montré que le cycle cestral, in vivo, a des répercussions sur la plasticité
synaptique. Le cycle serait notamment responsable d’'une augmentation de la PLT et d’une
diminution de I'induction de la DLT (Warren et al., 1995; Good, Day and Muir, 1999) pendant
la phase de proestrus. Nous pouvons souligner que I'estradiol reste important pour le bon
fonctionnement de la plasticité, plus particulierement pour la DLT, puisque I'ovariectomie
provoque une abolition de la DLT, sans répercussions sur la PLT chez des rattes. De plus,
I'apport exogene d’estradiol chez ces femelles ovariectomisées permet de récupérer une DLT
similaire aux animaux non ovariectomisés (Day and Good, 2005). Les différences observées
avec nos résultats, concernant I'implication du cycle sur la DLT, peuvent venir tout d’abord du
modele expérimental et de la différence in vivo / ex vivo. Dans la littérature, on retrouve sur
des tranches d’hippocampe de femelles ovariectomisées que I'apport d’estradiol permet
d’améliorer la DLT et de faciliter son seuil de déclenchement (Desmond, Zhang and Levy, 2000;
Reza Zamani, Desmond and Levy, 2000) suggérant I'importance de I'estradiol dans les
mécanismes de la DLT. Toutefois, la plupart des études utilisent des animaux adultes, sans
prendre en compte la différence de maturation de I’hippocampe que I'on peut retrouver entre
des adultes et des adolescents pouvant expliquer cette différence de réponse (Fuhrmann,
Knoll and Blakemore, 2015). Il a par exemple été mis en évidence qu’en fonction de I'age,
I'estradiol avait des effets différents sur la plasticité de I'hippocampe. En comparant des
femelles jeunes adultes (3 a 4 mois) et des femelles agées (23 a 24 mois) ovariectomisées, il a
été montré que I'apport d’estradiol exogéne permettait d’augmenter la densité des synapses
au niveau de I'hippocampe sans répercussions sur la distribution des récepteurs NMDA chez
les jeunes adultes. Au contraire, I'apport d’estradiol n’a pas d’effet sur la densité des synapses
mais permet d’augmenter la présence de récepteurs NMDA au niveau synaptique chez les

femelles agées (Adams et al., 2001). Ces résultats montrent que I’hippocampe des femelles
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répond différemment en fonction de I'dge avec une incapacité des femelle agées de former
de nouvelles synapses mais compensant par une présence plus importante de récepteurs
NMDA au niveau de la synapse. Dans notre étude, ce recrutement de nouvelles synapses
pourraient étre I'une des causes permettant une altération de la plasticité lorsque I'éthanol
est présent. De plus, il a déja été mis en évidence un impact plus important de I’éthanol chez
des animaux immatures (30 jours) comparativement a des adultes (65 jours) dans des tests de

mémoire de travail spatial (Markwiese et al., 1998).

Enfin, nos résultats sont a rapprocher de ceux obtenus dans des études comportementales
récentes dans lesquelles les femelles présentaient plus d’atteintes cognitives que des males
dans des tests impliquant I'hippocampe lors d’une présence concomitante d’éthanol et
d’estradiol (Sircar, 2019). On peut supposer que nos résultats chez les femelles pourraient se
transcrire par des atteintes comportementales, comme nous I’avions montré chez les males
adolescents. En clinique, il existe également des différences homme/femme dans les effets du
binge drinking chez les adolescents et les jeunes adultes. (Squeglia et al., 2012; Kvamme et al.,

2016).

Nos résultats, a la lumiéere de la littérature, suggérent une interaction entre éthanol et
cestrogenes dans les atteintes de plasticité hippocampique qui pourrait se tradurie par des
modifications du comportement suite a I’abolition de la DLT. Toutefois, afin de confirmer cette
possible interaction, nous avons répliqué cette abolition de la DLT a 24h en présence d’éthanol

et d’estradiol dans d’autres modeles expérimentaux, males comme femelles.

2.2 Effet de I'injection exogéene d’estradiol chez les femelles pubeéres, prépubéres et
les males pubéres

Pour confirmer notre hypothese selon laquelle la présence concomitante d’éthanol et
d’estradiol serait responsable de ce décalage de temporalité observé dans I'atteinte de la DLT
entre les males et les femelles adolescentes, nous avons réitéré notre protocole expérimental
chez des femelles puberes en injectant I’éthanol ainsi que I'estradiol pendant une phase du
cycle cestral pauvre en cestrogénes. Dans ce cadre, nous avons retrouvé 'abolition de la DLT

seulement lorsque I'on injecte I’éthanol et I’estradiol, I'un a la suite de I'autre, dans un temps
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tres court, appuyant I’"hypothése d’une interaction entre les deux molécules responsable de

cette abolition.

Pour conforter notre résultat, nous avons effectué de nouveau ce méme protocole
chez des femelles prépubéres, ne présentant pas de cycle cestral, ainsi que chez des males
adolescents, chez qui la production d’estradiol endogene physiologique est trés faible. Dans
ces deux cas nous avons trouvé des résultats similaires ou seul la co-injection éthanol et
estradiol permettait d’abolir la DLT aprés 24h. Toutefois, I'on peut noter chez les femelles
puberes que l'injection d’estradiol exogene seule diminue faiblement mais significativement
I'amplitude de la DLT. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que I'estradiol exogéne associé
au taux circulant d’estradiol peut étre plus élevé que la concentration du pic naturel
d’estradiol aboutissant a un effet sur la plasticité proche de celui qu’on observe dans la
littérature chez des femelles adultes (Good, Day and Muir, 1999). Ces résultats suggerent que
I'interaction éthanol/estradiol ne dépend pas d’une maturation de I’hippocampe lié a
I’adolescence, ni méme d’une différence de sensibilité d’'une structure liée au sexe. Des
atteintes similaires sont observées chez les femelles ovariectomisées et chez les males
exposés a de I'estradiol dans des tests de peur contextuelle conditionnée (Sircar, 2019). Dans
cette étude, il a été montré que les animaux exposés a 'estradiol, males comme femelles,
avaient des comportements similaires a des femelles en proestrus suite a I'injection d’éthanol.
Ce résultat suggere que l'interaction éthanol/estradiol a des répercussions comportementales
dans un test impliquant I"hippocampe, et ce, chez des femelles mais également chez des

males.

2.3 (Estrogenes et Binge drinking chez la femelle adulte, différence de sensibilité
male/femelle

Afin d’étudier la sensibilité des femelles adolescentes par rapport a des femelles
adultes, nous avons mesuré |'impact de notre protocole de binge drinking et du cycle cestral
chez des femelles adultes. Nous n’avons enregistré aucun effet du cycle endogene, de
I’éthanol, ou du délai aprés les injections chez ces animaux adultes. Ces résultats peuvent
suggérer une plus grande sensibilité des adolescentes aux effets de I'éthanol comme on le

retrouve dans la littérature (Markwiese et al., 1998; Sircar and Sircar, 2005; Sircar, Basak and
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Sircar, 2009). Cependant, en fonction des structures et des fonctions interrogées, ce point ne
fait pas 'unanimité puisque des résultats contradictoires ont été démontré chez des rats ou
les adolescents étaient plus résistants que les adultes dans des taches locomotrices (White et
al., 2002) ou encore qu’aucune différence n’était observé dans des taches de peur
contextuelle entre adolescents et adultes (Broadwater and Spear, 2014). Ainsi, les adolescents
présentent une plus grande sensibilité a certains des effets de I’éthanol, pouvant expliquer la
grande disparité des résultats présentés sur le sujet (Spear, 2000).

Il est également possible d’expliquer ce résultat par la notion de « valence » hormonale. Au
début de la puberté, il est possible que le systeme nerveux central ne soit pas encore
« habitué », ou suffisament imprégné, de la charge hormonale circulant dans les structures
cérébrales. Ce temps d’imprégnation encore insuffisant a la puberté, du fait du I’émergeance
récente des cycles ovariens, rendrait le cerveau plus sensible aux effets de I'estradiol. En effet,
au moment ou nos animaux sont sacrifiés, les femelles ont expérimentés 3 a 4 cycles ovariens
au maximum, ce qui représenterait un temps d’'imprégnation trop faible par rapport aux
adultes, et qui pourrait donc expliquer les résultats observés. Il a déja été mis en évidence que
les hormones sexuelles ont des rbles dans l'organisation des structures cérébrales
commencant des la puberté (Piekarski, Boivin and Wilbrecht, 2017). Dans cette étude, les
auteurs mettent en évidence I'implication des cestrogenes et de la progestérone dans la
maturation cérébrale a 'adolescence mais également la mise en place précoce de caractére
« adulte » chez des animaux prépubéres exposés aux hormones sexuelles. En s’appuyant sur
ces résultats on peut émettre I'hypothése qu’au début de la puberté, les changements dans
I’organisation des structures cérébrales déclenchées par la sécrétion d’hormones sexuelles
vont augmenter la sensibilité des femelles aux cestrogénes. Si I’'on applique cette hypothése a
notre étude, il est possible que les femelles puberes présentent une plus grande sensibilité
aux cestrogenes que les rattes adultes, aboutissant sur un état d’excitation plus important des
neurones chez les rattes pubéres permettant d’observer une abolition de la DLT des 24h lors
de l'injection d’éthanol. Cependant, il est important de noter que I'espece et la structure

étudiées ainsi que les protocoles expérimentaux de cette étude sont différents des notres.

Enfin, il aurait été intéressant d’effectuer nos expériences chez des rats males adultes en
injectant I'éthanol en méme temps que de I'estradiol. Dans ce contexte et si la notion de

« valence » hormonale est plausible, on pourrait s’attendre a voir des males adultes plus
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sensibles aux effets des cestrogenes que les femelles adultes, avec potentiellement une
diminution ou une abolition de la DLT chez les males. Toutefois il ne faut pas oublier que les
males sont capables de synthétiser des cestrogénes en petite quantité (pour revue voir
(Barakat et al., 2016)) et il est donc possible également qu’a I’'age adulte, les males ne
réagissent pas plus fortement que les femelles a cause de cette imprégnation hormonale
naturelle qui s’est développé au contact de la petite quantité d’cestrogenes présent chez les
males.

Nous avons également étudié la différence de sensibilité des femelles adolescentes par
rapport aux males en essayant de reproduire une abolition de la DLT dés 24h chez les males,
sans injection d’estradiol. Etant donné que dans notre étude précédente (Silvestre De Ferron
et al., 2016) une abolition de la DLT chez les males n’avait été observée que 48h apres deux
binges a 3g/kg, nous avons émis I'hypothése qu’une dose supérieure pourrait accélérer
I’abotion de la DLT. Ainsi, nous avons augmenté la dose d’éthanol a 3,75g/kg (v/v), injectée 2
fois a 9h d’intervalle, et nous avons relevé une éthanolémie similaire a celle observée chez les
femelles injectées a 3g/kg (Figure 25). Sur les enregistrements de la plasticité, nous avons
mesuré une abolition de la DLT a 24h, similaire a celle obtenue chez les femelles lorsque I'on
injecte I’éthanol pendant la phase de preestrus. Ce résultat suggere donc qu’il n’y a pas de
différence de sensibilité a I’éthanol entre les males et les femelles puisqu’ils présentent tous
deux une abolition de la DLT a des éthanolémies similaires. Cependant, les méales, comme les
femelles, présentent également une abolition de la DLT lorsque I’éthanol est injecté en méme
temps que la forte présence d’estradiol (endogéne ou exogéne). Ce dernier résultat suggére
la potentielle implication d’un mécanisme similaire entre les deux sexes. Enfin, les femelles ne
présentent pas d’abolition de la DLT 24h apres l'injection d’éthanol si cette derniere n’est pas

administrée pendant un pic d’estradiol.
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Figure 25: Représentation graphique des éthanolémies de rats mdles et femelles en
fonction de I'dge et de la dose injectée.

Les femelles pubéres, prépubéres et adultes recevant une injection d’éthanol a 3g/kg (v/v, i.p.)
présentent une éthanolémie similaire 30 minutes apres l'injection. Les mdles pubéres, présentent une
éthanolémie significativement plus faible que les femelles pubéres lorsqu’ils recoivent une injection
d’éthanol a 3g/kg. Cependant, une injection plus importante d’éthanol (3,75g/kg) permet d’obtenir
chez le mdle une éthanolémie similaire a celle des femelles.

Réalisé par Rabiant K.

Pris dans leur ensemble, ces résultats suggerent que la femelle adolescente n’est pas plus
sensible que le male du méme age aux effets de I’éthanol sur la plasticité de I’hippocampe, et
gue sa vulnérabilité apparente serait causée par la présence importante d’estradiol dans son
organisme a un moment précis de son cycle ovarien. La différence d’éthanolémie est
intéressante car retrouvée en clinique ou les femmes présentent des éthanolémies plus
importantes que les hommes a consommation équivalentes (Frezza et al., 1990; Taylor et al.,

1996) et ce malgré une métabolisation de I'alcool plus importante (Thomasson, 2000).

2.4 Mécanismes d’action de |’cestrogéne

Pour étudier I'implication des récepteurs a I'estradiol, nous avons utilisé le tamoxifene, un
antagoniste non spécifique des ERs connu comme étant un SERM (Selective Estrogen

Modulator). Il s’agit d’une molécule synthétique non stéroidienne qui agit sur les récepteurs
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aux cestrogenes, pouvant agir a la fois comme un agoniste ou un antagoniste en fonction des
tissus ciblés (Riggs and Hartmann, 2003). Nous avons utilisé une dose de 10mg/kg, injecté par
voie intrapéritonéale, n’ayant aucun effet sur les capacités cognitives tout en préservant ses
propriétés antagonistes des ERs (Lichtenfels et al., 2017). Nos résultats montrent que le
tamoxifene seul n’a pas d’effet sur la DLT. Cependant, il est capable de prévenir I'abolition de
la DLT a 24h lorsqu’il injecté en méme temps que I'éthanol et I’estradiol. Cependant cet effet
de prévention n’est pas visible au délai de 48h. Il est possible que I'estradiol augmente
I’excitabilité des neurones de I'hippocampe en agissant sur les ERs, les placant dans un état
excité tel que présenté dans la théorie du « Two-Step wiring plasticity » ((Srivastava, 2012),
voir page 121 du présent manuscrit). Les neurones seraient alors plus sensibles aux effets de
I’éthanol ce qui provoquerait I'abolition de la DLT visible chez les males comme chez les
femelles 24h apreés le traitement. Toutefois, sans la présence d’estradiol, I'abolition de la DLT
chez les femelles apparait 48h apres le traitement comme ce que nous avons observé chez les
males (Silvestre De Ferron et al., 2016) suggérant également que |'effet des cestrogénes
permet de renforcer un effet provoqué par I'éthanol au délais de 24h, alors qu’au délai de
48h, seul I'éthanol serait responsable de I'abolition de la DLT puisque le tamoxiféene ne

prévient pas cet effet.

Néanmoins notre protocole expérimental ne nous permet pas d’identifier le mode
d’action précis de I'estradiol. Bien que ces effets passent par I'activation des ERs, nous ne
sommes pas en mesure de distinguer I'implication des ERa versus les ERB. La littérature
diverge sur I'implication majoritaire de ces récepteurs. Au niveau de I’hippocampe, les deux
récepteurs sont présents bien que ERB soit majoritaire (voir partie « Les cestrogenes » 2.4

répartitions et fonction des récepteurs, page 113). Les deux récepteurs peuvent avoir des

implications dans les processus de plasticité. Il a été mis en évidence que des agonistes
spécifiqgues de ces deux récepteurs peuvent améliorer différents types de performances
cognitives (Phan et al., 2011; Gabor et al., 2015) bien que des études montrent que I'ERa a
plus d’influence sur la DLT que I'ERB (Mukai et al., 2007; Murakami et al., 2015). Cependant,
il a été montré que I'estradiol sur culture cellulaire provoque rapidement (en 5 minutes) une
translocation des récepteurs ERP vers la surface de la membrane, augmentant ainsi sa
biodisponibilité (Sheldahl et al., 2008). Cet argument est en faveur de I'implication majoritaire
des ERP dans les effets observés. Pour appuyer cette hypothése, on peut citer I'équipe de Liu

qui @ montré I'importance de ERP dans la plasticité synaptique mais également dans des
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taches de mémorisation chez le rat et la souris. Dans cette étude, ils ont montré que le WAY
200070, un agoniste spécifique ERB, augmentait in vivo la protéine synaptique PSD 95, mais
également la synaptophysine et la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA. De plus, ils ont
montré que cet agoniste permettait d’améliorer les performances des animaux dans des
taches de mémoire, tel que le labyrinthe en Y, le labyrinthe radial ou I’Atlantis water maze (un
dérivé du MWM), nécessitant I’hippocampe. Enfin, ils ont mis en évidence que I'activation de
ERP permettait d’augmenter la densité et la taille des épines dendritiques en augmentant les
épines en forme de champignon au niveau de I'hippocampe. Concernant la plasticité, ils ont
montré également que I'ERB contribuait a augmenter la PLT (Liu et al., 2008). Toutefois son

role sur la DLT n’a pas été étudié dans cet article.

Pris dans leur ensemble, ces résultats, bien que contradictoires, montrent que les ERs sont
impliqués dans la plasticité. Dans notre étude, il faudrait utiliser des agonistes plus spécifiques
pour mettre en évidence un mécanisme d’action plus précis de 'estradiol dans les effets
observés. Il nous faudrait utiliser des antagonistes plus spécifiques des ERs comme le 1,3-
Bis(4-hydroxyphenyl)-4methyl-5-[4-(2-piperidinylethoxy)phenol]-1H-pyrazole
dihydrochloride (MPP) pour les ERa et le 4-[2-Phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl)pyrazolo [1,5-
a]pyrimidin-3-yl]phenol (PTHPP) pour les ERB.

Il est également possible, puisque le tamoxifene est injecté en intrapéritonéale, que son effet
antagoniste affecte d’autres structures cérébrales liées a I'hippocampe et qui pourraient étre
responsable des effets observés chez les femelles bingées. Si I'on s’intéresse aux structures
afférentes a I’"hippocampe, on retrouve le cortex entorhinal qui possede un grand nombre de
neurones sensibles a I'estradiol, sujet a I'effet de blocage du tamoxiféne (Loy, Gerlach and
McEwen, 1988). Pour rappel, le cortex entorhinal (CE) est le carrefour de l'information
projetant ses efférences sur I'hippocampe. Avec |'hippocampe et les cortex périrhinal et
parahippocampique, ils forment le lobe temporal médian. Dans la littérature, le cortex
enthorinal est connu pour posséder des cellules dites « spatiales» permettant le
positionnement dans |'espace, étroitement connecté avec I'hippocampe. Cette découverte a
rapporté le Prix Nobel de Physiologie en 2014 a O’Keefe, Moser et Moser (O’Keefe, Dostrovsky
and J. O’Keefe, 1971). Le role du cortex enthorinal dans la mémoire est mis en avant en
clinique, notamment dans des études sur la maladie d’Alzheimer (AD), ou il serait parmi les

premieres structures touchées, mais également dans les cas de perturbations cognitives
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légeres (mild cognitive impairment : MCI) (Pihlajamaki, Jauhiainen and Soininen, 2009; Khan
et al., 2014). Son volume est corrélé avec des performances de mémorisation chez des
participants sains, mais également chez des patients atteints de AD et de MCl (Di Paola et al.,
2007; Goto et al., 2011; Fujishima et al., 2014). L'utilisation de I'imagerie par résonnance
magnétique fonctionnelle (IRMf) montre une activation du CE dans des taches de
mémorisation (Newmark et al., 2013; Maass et al., 2014). |l est intéressant de noter que la
stimulation cérébrale profonde du CE chez des patients épileptiques permet d’améliorer
I’'apprentissage spatial la ou une stimulation directe de I’hippocampe n’a pas d’effet (Suthana
et al., 2012). Ces résultats suggerent une forte interaction du CE et de I’hippocampe dans des
taches de mémorisation et cette interaction pourrait étre impliquée dans les effets observés
sur la plasticité de I'hippcampe dans notre étude. Concernant les autres structures projetant
sur I'hippocampe, le tronc cérébral (TC) dispose d’ERs chez la ratte et le mouton (Simonian
and Herbison, 1997; Scott et al., 1998) avec une fluctuation de ces ERs, principalement ERa,
pendant le cycle de I'cestrus chez le rat (Haywood et al., 1999). De plus, le tronc cérébral est
associé a I'"hippocampe dans des taches mnésiques. Il a récemment été montré en utilisant
I'optogénétique, que les cellules GABAergiques du nucleus incertus, caractérisées par
I’expression du neuropeptide relaxin-3 régulant le stress, |'éveil, les comportements
alimentaires et la mémoire, inhibent les interneurones de I"hippocampe (Szényi et al., 2019).
Il est donc possible que I'interaction entre ces deux structures soit impliquée dans les résultats
gue nous obtenons dans notre étude. En effet, si 'estradiol, par les biais de ses récepteurs se
trouvant sur le TC, peut induire une inhibition des interneurones GABAergique de
I’hippocampe, il pourrait participer, par cette voie, a placer I'hippocampe dans un état
excitable, favorisant I'abolition de la DLT observée dans notre étude. De plus, un autre type
d’expérience serait nécessaire pour permettre de discriminer les effets provenant de
I’"hippocampe seul et non d’un effet produit par une structure connectée. La premiere
expérience impliguerait une injection intracérébrale de tamoxifene ou des antagonistes
souhaités directement dans I"hippocampe. En utilisant cette technique, nous devrions étre en
mesure d’enregistrer la plasticité synaptique de I’hippocampe d’animaux a qui I'on a
administré a la fois de I'éthanol, de I'estradiol et une injection intrahippocampique de
tamoxiféne ou autres antagonistes. Ainsi nous pourrions mesurer I'implication des ERs de
I’hippocampe dans les mécanismes observés. Une autre méthode consisterait a utiliser une

souche d’animaux knock-out aux ERs (a, B ou les deux) qui nous permettrait de totalement
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s’abroger de leurs effets. Cependant, cette approche nécessiterait une réévaluation complete
de nos résultats car il s’agirait d’une nouvelle espéce (souris) avec un cycle de I'cestrus propre,
une métabolisation de I’éthanol particuliere, et d’autres caractéristiques inhérents a la souche
utilisée (Couse and Korach, 1999; Pettersson and Gustafsson, 2001; Ascenzi, Bocedi and

Marino, 2006).

2.5 Implication de la sous-unité GIuN2B dans I’abolition de la DLT

L’analyse des PPSE-NMDA chez les femelles suggere qu’une altération du taux d’expression
de la sous-unité GIuN2B pourrait étre a I'origine de I'abolition de la DLT observée 24h apres le
traitement. Nous avons enregistré une efficacité plus importante d’'un antagoniste spécifique
de la sous-unité GIuN2B, le Ro 25-6981, sur le PPSE-NMDA des femelles a qui nous avons
administré de I'’éthanol et de I'estradiol comparativement aux groupes éthanol seul, estradiol
seul, ou témoin. Ces résultats concordent avec ceux que nous avions précédemment mis en
évidence chez des males adolescents, chez qui nous avons enregistré une augmentation
similaire de la réponse du PPSE a I'antagoniste GIuN2B 48h apres le traitement, au moment
ou la DLT est abolie. Cela suggéere donc un mécanisme commun entre males et femelles dans
I'effet de I’éthanol sur la plasticité, d’autant que dans les phases a faible taux d’cestrogenes,
I’éthanol seul abolissait la DLT a 48h, comme chez les males. Cependant, I'abolition de la DLT
intervient plus tot chez les femelles lorsque les taux d’cestrogénes sont importants et il reste
a mettre en évidence le mode de fonctionnement de cette interaction éthanol/estradiol. Il a
été montré chez des rattes qu’un traitement a I'estradiol augmente le taux d’ARNm GIuN2B
(Adams et al., 2004; Smith and McMahon, 2006) ainsi que le courant transmembranaire d{
aux récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B au niveau de CA1. Cette augmentation
de courant est associée a une augmentation de la biodisponibilité synaptique des récepteurs
NMDA contenant la sous-unité GIuN2B 24h apreés I'injection d’estradiol (Smith et al., 2016).
Ces résultats suggerent que I'estradiol joue un réle de modulateur de la sous-unité GIuN2B,
ce qui pourrait, dans notre expérience, expliquer pourquoi on retrouve une efficacité
augmentée de I'antagoniste spécifique de cette sous-unité. |l reste également a mettre en
évidence si I'effet des cestrogénes va recruter/induire la translocation des récepteurs NMDA
contenant la sous-unité GIuN2B déja existants, ou si |'estradiol va induire une augmentation

de la production de ces récepteurs (Adams et al., 2004). De plus, puisque les résultats chez le
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male a 24h sont similaires a ceux enregistrés chez la femelle a 24h lorsque le male est traité
avec I’éthanol et I'estradiol, nous pouvons mettre en avant une éventuelle potentialisation
des effets de I’éthanol par I'estradiol. En effet, il est possible que, par le biais de I'activation
des ERs, I'estradiol va augmenter I'effet de I’éthanol pour produire des effets sur la plasticité
plus rapidement. On peut souligner qu’il a été mis en évidence par I'équipe de Shiroma que
I’estradiol est capable de convertir une DLT induite chimiquement par le NMDA en PLT chez
le rat male (Shiroma, Yamaguchi and Kometani, 2005) ce qui pourrait renforcer cette idée
d’une augmentation des effets d’une stimulation, ici chimique, pour modifier la directionnalité
de la plasticité. L'équipe de Vedder a également mis en évidence chez des femelles
ovariectomisées une augmentation de la PLT en lien avec la sous-unité GIuN2B ainsi qu’une
augmentation des performances des animaux lors d’un test NOR (Vedder et al., 2013). On
retrouve ici un réle similaire de la sous-unité GIuN2B a celui que nous avions obtenus dans
notre précédente étude (Silvestre De Ferron et al., 2016). De maniére intéressante, nous
pouvons suggérer que nos résultats sont en accord avec I"hypothese du « Two-Step wiring
plasticity ». Il est possible dans nos expériences que |'estradiol contribue a placer les cellules
dans un état d’excitabilité leur permettant de répondre plus fortement a une stimulation
(Srivastava, 2012). On retrouve une notion similaire a celle abordée par Bienenstock, Cooper
et Munro sur la théorie BCM (Bienenstock, Cooper and Munro, 1982). Dans cette théorie, les
auteurs expliquent qu’il existe un seuil d’intensité de stimulation qui définit le déclenchement
d’un type de plasticité. Lorsque ce seuil est dépassé, une PLT sera induite, en dessous de ce
seuil, une DLT sera induite. Ce seuil peut également étre modifié, a la hausse comme a la
baisse, et cette théorie fut plus tard reprise et adapté a I’hippocampe (Dudek and Bear, 1992;
Stanton, 1996). C’est ce qu’on appelle la métaplasticité. Dans une revue de 2013, I'équipe de
Paoletti rappelle que le ratio GIuN2A/GIuN2B au niveau de la synapse peut modifier le seuil
d’induction de la plasticité. Ainsi, selon eux, tout décalage de ce ratio vers la gauche, en faveur
d’une augmentation de la sous-unité GIuN2B, entraine une facilitation de la PLT et donc une
induction plus compliquée de la DLT (Figure 26) (Paoletti, Bellone and Zhou, 2013). Il est ainsi
possible dans notre étude que I'‘estradiol participe au déreglement de ce ratio
GIuN2A/GIuN2B, tout comme I’éthanol, en faveur d’une augmentation du nombre de sous-
unité GIuN2B. Ceci pourrait expliquer pourquoi I'on observe une abolition de la DLT dés 24h

chez les femelles et les males lorsque I'éthanol est injecté en méme temps que l'estradiol,
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tandis que I'abolition a 48h, comme nous I’avons obtenu dans notre précédent article, persiste

dans les tous les cas.
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Figure 26: Représentation de la théorie BCM représentant les changements de
métaplasticité de ’hippocampe pouvant étre induite par I'injection d’éthanol et

d’estradiol.

issu de (Paoletti, Bellone and Zhou, 2013); adapté par Rabiant K.

Nos résultats suggerent que l'estradiol agit sur la plasticité en modifiant I'état
d’excitabilité des neurones dans I'hippocampe ce qui toutefois reste a vérifier. Si cette
hypothése se confirme, 'estradiol permettrait a I'’éthanol d’avoir des effets plus importants
sur la plasticité hippocampique. L'implication de la sous-unité GIuN2B que nous retrouvions
chez les males est également mis en cause chez les femelles et serait, une fois de plus, un
argument en faveur d’une égalité des genres face a I’éthanol. Ainsi, les effets observés sur la
plasticité ne seraient pas causés par une différence de sexe mais par la présence, ou non,

d’une grande quantité d’estradiol dans I'organisme, chez les femelles comme chez les males.
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3. Perspectives

3.1 Progestérone et mémoire

Notre étude s’est intéressée strictement a I'impact que les cestrogénes pouvaient avoir
sur la plasticité de I'hippocampe et sa relation avec I’éthanol. Cependant, parmi les hormones
sexuelles féminines ayant un effet sur la cognition, on retrouve la progestérone. Il s’agit, tout
comme |'estradiol, d’'une hormone stéroidienne issue du cholestérol. C’'est une hormone
essentielle dans les fonctions reproductrices des femmes avec un pic qui apparait apres
I’ovulation (vers J15) pendant la phase lutéale. Elle remplit plusieurs fonctions dans le corps,
notamment sur le cerveau ou la progestérone va induire un relargage ou la synthése de
plusieurs molécules neuropotentes telles que le GABA, la norépinéphrine ou la POMC
(proopiomélanocortine) (Graham and Clarke, 1997). Ses récepteurs sont également présent
sous 2 isoformes A et B (Schrader et al., 1972). La encore les récepteurs se trouvent dans
plusieurs tissus, notamment le cerveau (Graham and Clarke, 1997) et leur activation est lié a
celle des ERs suggérant une interaction encore ces deux hormones (Lydon et al., 1995). L’effet
de la progestérone peut étre excitateur ou inhibiteur en fonction des tissus étudiés et de la
concentration de I’lhormone (Mahesh, Brann and Hendry, 1996). Les effets sur la mémoire
sont controversés. Si la progestérone est injectée en chronique avant un apprentissage, elle
va aboutir a une dégradation de la mémoire (Bimonte-Nelson et al., 2004) alors qu’appliquée
en aigle aprés I'entrainement elle va participer a augmenter les performances cognitives
(Walf, Rhodes and Frye, 2006). La progestérone apparait étre, tout comme les cestrogenes,
un modulateur a la hausse comme a la baisse des fonctions cognitives. Par exemple, il a été
montré en clinique, en utilisant 3 doses de progestérone (300, 600 et 1200mg) chez des jeunes
femmes de 18 a 24 ans, que plus la dose de progestérone est élevée, plus les performances
dans des taches mnésiques sont faibles (Freeman et al., 1992). Chez des rattes agés
ovariectomisées, il a été mis en évidence une augmentation des performances cognitives dans
des taches de mémoire de travail (Bimonte-Nelson et al., 2003) ou dans un test de MWM
(Daniel et al., 1997), cependant, I'administration de progestérone exogéne diminue les
performances de ces animaux (Bimonte-Nelson et al., 2004). Chez des rattes ovariectomisées,
il a été montré que I'association d’estradiol et de progestérone détériore I'acquisition lors d’un

test MWM (Chesler and Juraska, 2000). Ensemble ces résultats suggerent que la progestérone
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diminue la cognition chez des femelles cyclées ou ovariectomisées. Sur la plasticité, il a
également été montré que la progestérone, chez la ratte ovariectomisée, va diminuer la PLT
sans altérer la DLT, suggérant que les effets de I’hormone serait sensible a la fréquence de
stimulation (Foy, Akopian and Thompson, 2008). Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, les
patientes montrent de meilleurs résultats a la suite d’un traitement a [I'estradiol
comparativement a un traitement a la progestérone, suggérant ici que |'estradiol possede de
meilleures répercussions sur la cognition (Honjo et al.,, 2005). Chez des rattes agés
ovariectomisées, les performances augmentent dans des tests de MWM sous traitement a
I’estradiol mais on observe une atténuation de ces résultats sous traitement a la progestérone,
confirmant les précédentes observations (Bimonte-Nelson et al., 2006). Enfin, chez des souris
agées et ovariectomisées, I'injection d’estradiol seul apres I’entrainement permet d’améliorer
la consolidation de la mémoire tandis que l'injection de progestérone en méme temps que
I’estradiol prévient I'amélioration de la mémoire induite par I'estradiol (Harburger, Bennett
and Frick, 2007). Ainsi il apparait que la progestérone dessert la mémoire plus qu’elle ne la
favorise. Néanmoins une partie de la communauté scientifique montre I'inverse. En effet, il a
été mis en évidence que I’hormonothérapie de remplacement a base de progestérone chez
les femmes ménopausées permettait d’augmenter la mémoire dans différentes taches (Natale
et al, 2001). De la méme maniére, l'administration de progestérone augmente
I'apprentissage verbal et la mémoire chez des femmes ménopausées ne présentant pas de
signes de démence (Maki, Zonderman and Resnick, 2001). Chez des rattes agées
ovariectomisées, I’'hormonothérapie de remplacement (estradiol + progestérone) 3 et 10 mois
apres la chirurgie permet d’augmenter la mémoire de travail alors qu’une thérapie a base
d’estradiol seul n’a pas d’effet (Gibbs, 2000). Chez la souris ovariectomisée, il a été mis en
évidence que la progestérone (10 et 20mg) augmente la reconnaissance d’objet mais que
seule la dose de 10mg fonctionne chez des femelles agées ovariectomisées (Lewis, Orr and
Frick, 2008). Enfin, il a été montré chez des souris males et femelles que I'administration de
progestérone va augmenter les performances des taches liées a I'hippocampe comme le
labyrinthe en T, la reconnaissance d’objet, la MWM, le test d’inhibition de |a fuite ou encore
le test de peur contextuelle conditionnée. Cependant, les auteurs n’observent pas d’effet sur
des tests impliquant d’autres structures comme I'amygdale ou le striatum (Frye and Walf,

2008). Au sein de I'hippocampe, la progestérone va augmenter la survie des nouveaux
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neurones dans le gyrus denté et est associée avec de meilleur résultat dans des tests de MWM

chez la souris (Zhang et al., 2010).

L'ensemble de ces résultats montre la dualité de la progestérone qui agit a la fois comme
activateur ou comme inhibiteur de différentes structures cérébrales. Son interaction avec les
cestrogenes est également mise en avant, ce qui est intéressant dans notre étude puisqu’elle

pourrait impacter directement nos résultats.

Concernant I'alcool a présent, il a été rapporté que I'éthanol diminue les niveaux de
progestérone pendant le début de la phase folliculaire (phase pendant laquelle le taux de
progestérone augmente) a la suite d’un traitement a la naltrexone (molécule utilisée chez les
patients alcoolodépendants pour aider au maintien de I'abstinence) (Teoh et al., 1988) et il
est intéressant de noter que chez le singe habitué a boire de I'alcool, sa consommation
augmente pendant cette méme période (Dozier et al., 2019). Il a également été montré qu’en
réponse a une dose d’alcool aiglie (0,34 a 1,02 g/kg) on observait une diminution significative
du taux de progestérone dans le plasma de femmes naturellement cyclées ou sous pilules
contraceptives (Sarkola et al., 1999). Toujours en clinique, il a été montré chez des jeunes
femmes naturellement cyclées (18-22 ans) qu’un taux élevé d’estradiol concomitant a un taux
faible de progestérone est associé a une augmentation du risque de consommer de I'alcool
(Martel, Eisenlohr-Moul and Roberts, 2017). Ces résultats sont intéressants puisqu’ils
montrent une association entre taux d’hormones et consommation d’alcool, notamment chez
des jeunes femmes normalement cyclées représentant dans notre société une population a

risque au regard de la pratique du binge drinking.

Aussi et pour mettre en évidence I'implication de la progestérone dans notre expérience,
nous pourrions utiliser un antagoniste pouvant bloquer les récepteurs PRA et PRB afin
d’observer si une répercussion est visible sur la plasticité de I'hippocampe. Au vu de la
littérature, il est possible que cela n’engendre pas, ou peu de différence puisque I'estradiol
semble posséder des propriétés plus importantes sur les processus mnésiques que la
progestérone. Toutefois, il est possible que la présence de progestérone potentialise I'effet
de I'estradiol et que sans sa présence, |’estradiol ne puisse pas induire de modification assez
importante pour altérer la plasticité des 24h au contact de [|’éthanol. Pour rappel,
contrairement au cycle hormonale que I'on retrouve chez la femme, ou pics d’cestrogenes et

de progestérone ont plusieurs jours de décalage, les pics endogenes des hormones sexuelles

221



chez la ratte sont relativement proches, espacées de quelques heures, et survenant pendant
la phase de proestrus. Ainsi, il est possible que la forte éthanolémie concomitante au pic
d’cestrogenes dans notre étude cotoie également un pic de progestérone. Dans le cas ou cette
hypothése serait vraie, elle renforcerait la nécessité de prendre en compte le cycle hormonal
ainsi que l'utilité de notre modele expérimental permettant d’observer l'interaction de
I’éthanol avec un systéeme hormonal complexe et naturel pendant une période ou la présence

de ces hormones est nécessaire a la maturation cérébrale.

3.2 Thérapie hormonale, alcool et mémoire

Les thérapies hormonales sont utilisées principalement chez les femmes que ce soit
comme moyen contraceptif avec les pilules cestro-progestatives ou progestatives, ou en
remplacement de la perte de production d’hormones survenant a la ménopause. Cet apport
exogeéne en hormones n’est pas sans conséquences, notamment sur les capacités cognitives
des individus. Chez les femmes, le cycle naturel est un bon moyen non invasif d’étudier les
répercussions des hormones sur différentes fonctions, y compris la mémoire. Pour cela, la
période du cycle est controlée, le plus souvent par prises de sang et questionnaires, et les
femmes doivent effectuer des taches interrogeant différentes fonctions cognitives pendant 2
périodes de leur cycle. La premiere, en début de phase folliculaire (2 — 5 jours du cycle),
présente un taux faible d’hormones cestrogenes et progestérone, tandis que la seconde, au
milieu de la phase lutéale (19 — 24 jours de cycle) présente un taux élevé d’hormones.
Hampson montre ainsi que pendant un taux élevé d’hormones sexuelles, correspond a la
phase lutéale, les femmes présentent de meilleurs performances dans des taches
d’articulation verbale et de controle moteur fin tandis que, pendant un taux bas en hormones
sexuelles, elles présentent une augmentation des performances dans des taches visuo-
spatiale (Hampson, 1990a, 1990b). Ces résultats suggerent que dans un cycle naturel, les
hormones modulent différentes fonctions cérébrales et ne seraient pas nécessairement
bénéfiques pour les capacités cognitives puisqu’ici un faible taux d’hormones est associé a de
meilleures performances spatiales. Cependant, Il a également été montré que pendant la
phase ou il y a le plus d’hormones circulantes, les femmes naturellement cyclées présentent
de meilleurs résultats dans un travail de mémoire verbale implicite (Maki, Rich and Shayna
Rosenbaum, 2002) ainsi qu’une diminution des performances de rappels de figures
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géométriques (Phillips and Sherwin, 1992). On retrouve ainsi la complexité du systeme

hormonal qui ne présentent pas les mémes effets en fonction du type de mémoire explorée.

L'utilisation de contraceptif oral (CO) va modifier les taux d’hormones circulants. En effet,
la pilule cestro-progestative va bloquer le systeme hormonal dans une boucle de rétrocontréle
négatif. Pour faire simple, la libération hormonale va dépendre de I'axe hypothalamo-
hypophysaire qui va réguler la production des hormones sexuelles via la libération de deux
hormones : la LH et la FSH. Dans un cycle naturel, I'estradiol produite par I'ovocyte va inhiber
la production de LH et de FSH, ce qui va permettre de n’avoir qu’une légere augmentation du
taux d’cestrogenes dans le corps. Une fois une certaine concentration seuil d’cestrogénes
atteinte, le rétrocontréle des cestrogenes sur I’axe hypothalamo-hypophysaire devient positif,
entrainant un pic de libération de LH et de FSH qui déclenchera I'ovulation (Figure 27).
L'utilisation de contraception orale va permettre de maintenir les taux d’cestrogeénes
circulants sous ce seuil et ainsi maintenir une libération de LH et de FSH suffisamment basse
pour empécher 'ovulation. De plus, la présence de progestérone a un taux constant, permet

aussi de maintenir le systéme dans un état stable (Serfaty, Gabriel and Leclercq, 2009).
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Figure 27: Représensation schématique de la régulation hormonale chez les femmes
naturellement cyclées

Réalisé par Rabiant K.

Concernant les effets de ces contraceptifs oraux sur les performances cognitives, il a été
montré que la prise de contraceptifs oraux va permettre de diminuer I'effet négatif du cortisol,
I’'hormone du stress, sur la mémoire (Kuhlmann and Wolf, 2005) puisque les utilisateurs de
contraceptifs oraux se souviennent de plus d’'images associées a une valence émotionnelle
positive, que d’images associées a une valence émotionnelle négative comparativement a des
femmes ne prenant pas de contraceptifs oraux ou d’hommes d’age équivalent (moyenne
d’age 20 ans) (Person and Oinonen, 2019). Ces résultats suggéreraient que la prise de
contraceptifs oraux pourrait altérer le rappel émotionnel négatif associé a un stimulus et
améliorer la gestion du stress et I'effet qu’il peut avoir sur la mémoire spatiale. Cette
hypothése est renforcée par les résultats de I'équipe de Mordecai montrant que les

contraceptifs oraux diminuent les taux de cortisol sans impact négatif sur la mémoire pendant
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les phases active et inactive de la pilule (Mordecai et al., 2017). Pour rappel les contraceptifs
oraux s’étalent sur un cycle complet de menstruation chez la femme avec une partie de ces
pilules étant des placebos (constituant la phase dite « inactive » des contraceptifs oraux). Il a
également été montré que la prise de contraceptifs oraux diminue la susceptibilité de
développer une fausse mémoire dans un test de désinformation (Petersen, Patihis and
Nielsen, 2015) en plus de générer un meilleur rappel de la mémoire essentielle (Nielsen et al.,
2011). Gogos a montré que les utilisateurs de contraceptifs oraux ont de meilleurs résultats
dans des taches de mémoire verbale (Gogos, 2013). Un résultat retrouvé par Mordecai et ses
collaborateurs qui ont montré que les femmes naturellement cyclées ne montre pas d’effet
du cycle sur la mémoire verbale a l'inverse des femmes sous contraceptifs oraux qui
présentent de meilleures performances dans des taches de mémoire verbale pendant la phase
active des pilules (Mordecai, Rubin and Maki, 2008). Ces résultats sont intéressants puisque
contre intuitifs car ce sont les femmes utilisant des contraceptifs oraux, et donc avec peu de
modulation de leur taux hormonal, qui présentent une amélioration de leurs résultats a
I'inverse des femmes naturellement cyclées chez qui I'effet du pic d’hormones n’est pas
visible. Enfin, il a été montré chez des utilisateurs de contraceptifs oraux de meilleures
performances dans des taches de mémoire topographique comparativement aux femmes
naturellement cyclées, et ce pendant les deux phases du cycle présentées plus haut (Bianchini

et al., 2018) soulignant également I'impact de ces contraceptifs sur la mémoire.

Aussi et puisque I'hypothese de notre étude appuie sur la nécessité du pic d’cestrogenes
dans la vulnérabilité des femmes vis-a-vis de I’éthanol, il serait intéressant de connaitre la
répercussion que peuvent avoir la prise de contraceptifs oraux sur les habitudes de
consommation, mais également si I'éthanol interagit avec ces contraceptifs en altérant les
capacités cognitives des utilisateurs. Il y a cependant peu d’études a ma connaissance
s’intéressant a la question. Une étude en 1990 de Lund et Jacobsen a montré que la prise de
contraceptifs oraux était associé avec une augmentation des habitudes de consommation
d’alcool (Lund and Jacobsen, 1990). Cependant, les nouvelles générations de pilules
contraceptives ayant beaucoup changées depuis les années 1990, il est possible que ce
résultat soit maintenant caduque. On pourrait donc s’attendre a ne pas voir de modification
dans les consommations d’alcool, puisque un fort taux d’hormones est associé avec un plus

grand risque de consommer de I’alcool (Martel, Eisenlohr-Moul and Roberts, 2017) ainsi que
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des répercussions moins importantes sur la plasticité. Pour étudier I'impact que peut avoir ces
contraceptifs oraux sur I'hippocampe en recherche fondamentale, il faudrait doser et
administrer une dose cestro-progestative chez des rattes naturellement cyclées et observer,
si un effet apparait sur la plasticité avant d’étudier I'interaction croisé de ce mélange cestro-
progestatif avec I’éthanol. Cette étude s’inscrirait dans une démarche expérimentale proche
de celle effectuée dans ce travail de these qui fournirait donc une base de comparaison solide.
Toutefois, et puisque notre étude n’a pas pris en compte les concentrations de progestérone
endogene chez des rattes naturellement cyclées, il n’est pas impossible que nos résultats
obtenus soient déja le reflet d’une interaction entre I'éthanol, les ocestrogénes, mais
également la progestérone. Cependant, notre problématique rejoindrait celle précédemment

proposée dans les perspectives impliquant la progestérone.

Enfin, concernant la thérapie de remplacement hormonale (TRH), principalement utilisée
chez les femmes ménopausées, elle permet d’améliorer les capacités cognitives apres I'arrét
de production d’hormones sexuelles endogenes comparativement a des femmes non traitées
a la thérapie de remplacement hormonale (Stephens, Pachana and Bristow, 2006; Doty et al.,
2015). Lorsqu’étudiés indépendamment, il est mis en évidence les effets bénéfiques des
cestrogenes et de la progestérone chez des femmes ménopausées dans différentes fonctions
cognitives, soulignant encore 'action de ces hormones sur des cibles particulieres (Berent-
Spillson et al., 2015). Enfin, il est intéressant de noter qu’il a été montré une relation positive
entre la prise modérée d’alcool et la thérapie de remplacement hormonale a I’estradiol sur la
cognition chez la femme ménopausée. En utilisant des tests évaluant des performances de
mémoires épisodique et de connaissance chez pres de 300 femmes ménopausées, Tivis et ses
collaborateurs ont mis en évidence une interaction entre la thérapie de remplacement
hormonale a l'estradiol et I'’éthanol dans la cognition bien que les auteurs précisent que
d’autres variables doivent étre pris en compte pour expliquer ces résultats (Tivis et al., 2008).

Ainsi, la relation entre les hormones sexuelles et la cognition n’est plus a débattre.
Cependant la complexité de cette relation est encore a éclaircir puisque plusieurs mécanismes
d’action sont encore incertains. La capacité de ces hormones a moduler les propriétés
cognitives des différentes structures, ainsi que 'interaction potentielle entre elles et d’autres

molécules, telle que I'éthanol, rendent I'étude hormonale particulierement compliquée.
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3.2 (Estrogénes et circuit de la récompense

L’éthanol, comme toutes les drogues d’abus, provoque une augmentation de la libération
de dopamine, surnommée « I’hormone du plaisir », par les neurones dopaminergiques de
I’aire tegmentale ventrale appartenant au circuit de la récompense étroitement connecté a
I’hippocampe (Di Chiara and Imperato, 1985, 1988). Ce résultat a été par la suite confirmé
chez 'Homme (Boileau et al., 2003). Ainsi, la consommation d’alcool est associée avec une
augmentation de la libération dopamine qui participe a la consolidation de la mémoire,
probablement grace a I'activité métabotropique des récepteurs a la dopamine (pour revue
voire (Arias-Carrion and Poppel, 2007)). De plus, comme nous I'avons précisé précédemment,
I’cestradiol est associée a une plus grande consommation d’alcool dans la plupart des modeles

utilisés (voir chapitre « Les cestrogénes », 6. Interaction cestrogenes et éthanol, page 138). Il

n’est pas improbable que cette augmentation de consommation d’alcool soit associée avec
une altération de la perception du plaisir pendant cette consommation, impliquant donc le
systeme de la récompense. L'équipe de Dazzi a mis en évidence les capacités de I'estradiol a
agir sur ce circuit, et plus particulierement sur les taux de dopamine au niveau du cortex
préfrontal. Leurs résultats suggérent une interaction particuliére entre I'estradiol et I’éthanol,
pouvant a la fois inhiber ou amplifier les effets de I’éthanol sur la libération de dopamine, en
fonction de la concentration d’estradiol présent dans la structure ciblée par I'alcool (Dazzi et
al., 2007). Il est intéressant de noter que, tout comme notre étude, ces auteurs ont mis en
évidence une coopération entre I'éthanol et I'estradiol dans une autre structure cérébrale, le
cortex préfrontal, communiquant avec I'hippocampe. Ainsi, en utilisant des rats, Dazzi et ses
collaborateurs ont montré que la concentration de dopamine varie pendant le cycle ovarien,
en étant la plus élevée lors de |'cestrus (faible concentration en cestrogenes), et la plus faible
lors du proestrus (concentration en ocestrogenes élevée). De plus, l'injection par voie
intrapéritonéale d’éthanol (0,5g/kg) permet d’augmenter la libération de dopamine (+50%)
chez les femelles en cestrus, mais n’a pas d’effet chez les femelles en preoestrus, suggérant que
la présence d’estradiol bloquerait 'augmentation de la libération de dopamine induite par
I’éthanol. Cependant, les femelles ovariectomisées ou prétraitées avec des antagonistes des
ERs ne montrent pas d’augmentation de la libération de dopamine induite par I’éthanol, tandis
gue l'injection d’estradiol exogéne permet de récupérer cette augmentation de libération de

dopamine induite par I'éthanol (Dazzi et al., 2007). Ainsi, les auteurs montrent que les
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cestrogenes endogénes diminuent la libération de dopamine et prévient I'augmentation de
cette libération induite par I’éthanol. Cette altération de libération de I'hormone du plaisir
peut étre 'un des facteurs responsables de I'augmentation de consommation observée en

préclinique.

Dans ce systeme de la récompense, il a également été mis en évidence que lors du pic
d’cestrogenes chez la souris, on observe une augmentation de I'excitation produite par
I'injection d’éthanol, ainsi que de l'inhibition produite par I'injection de dopamine sur les
neurones dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale (ATV) (Vandegrift et al., 2017),
structure clé du circuit de la récompense. Ces résultats renforcent la position de |’estradiol
comme modulateur de la sensation récompensante de I'éthanol puisque [I'utilisation
d’antagonistes des ERs ou I'ovariectomie, va diminuer |'effet excitateur de I’éthanol sur ces
neurones dopaminergiques. De plus, I'injection d’estradiol chez des souris ovariectomisées
permet de récupérer les effets observés de I’éthanol chez les femelles intactes pendant le pic
d’cestrogénes endogénes, soulignant encore I'action de I'estradiol dans I'amplification de la
valeur récompensante de I'alcool au niveau du ATV (Vandegrift et al., 2017).

Une autre étude de Hilderbrand et Laseck a montré I'implication de I'estradiol dans cette
valeur récompensante de I’alcool chez des souris en utilisant un test de PPC (Préférence de
Place Conditionnée). Ce test se déroule dans une boite a deux compartiments suffisamment
distincts pour que I'animal puisse y développer une préférence. Cette technique permet de
tester la valeur récompensante d’une drogue qui sera associée a I'un des deux compartiments.
SiI’animal passe plus de temps dans la chambre ou il regoit la drogue, cette derniere peut étre
considérée comme ayant une valeur récompensante plus grande pour I'animal. Ainsi, ces
chercheurs ont utilisé la PPC pour évaluer la valeur récompensante de I'alcool chez des souris
ovariectomisées, en fonction du taux d’estradiol. Ils ont pu mettre en évidence que l'injection
d’estradiol augmente la PPC liée a I'éthanol tandis que |'utilisation d’agoniste spécifique de
ERa ou ERB n’ont pas d’effet individuellement. Cependant, la co-injection des agonistes
permet d’augmenter la PPC liée a I'éthanol, suggérant que l|'estradiol module I'effet
récompensant de I’éthanol en agissant sur ces deux récepteurs en méme temps (Hilderbrand
and Lasek, 2018). Ainsi, on peut émettre I'hypothése de I'existence d’une relation entre
estradiol et circuit de la récompense impliquant les deux ERs. Le circuit de la récompense étant
lié a I'hippocampe, a la fois par des projections provenant de I'aire tegmentale ventrale, mais

également par des projections de I’hippocampe vers le noyau accumbens, il est possible que
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les altérations que nous constatons dans notre étude, participe directement a impacter la
sensation récompensante de |'alcool chez les femelles et a la mise en place de la « mémoire

pathologique » (Figure 28).

Ainsi, lors d’'une consommation d’alcool, I'estradiol va augmenter la libération de
dopamine de I’ATV qui va se projeter sur le noyau accumbens, responsable de la sensation de
plaisir, mais également sur I’hippocampe. Ce dernier, au contact de I’éthanol et de I'estradiol,
présenteraient des capacités de plasticité synaptique altérées pouvant étre liées a un
encodage erroné de I'expérience, créant une mémoire tronquée lors de la consommation.
Enfin, 'hippocampe projette également sur le noyau accumbens permettant une association

entre un comportement et un souvenir (Trouche et al., 2019).
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Figure 28: Représentation schématique des connexions du circuit de la récompense dans un
cerveau de rat.

Abréviations : mPFC : cortex préfrontal médian ; Hipp : hippocampe ; LHb : habenula lateral ; NAc :
noyau accumbens; Amy: amygdale; LH: hypothalamus latéral; VTA: aire tegmentale ventrale ;
LDTg : tegmentum dorsal latéral ; RMTg : tegmentum rostromedial.

extrait de (Russo and Nestler, 2013)
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4 Conclusion générale

L'objectif de cette thése a été de mettre en évidence I'implication des cestrogenes dans les
perturbations de la plasticité de I"hippocampe induites par deux alcoolisations ponctuelles
importantes chez les rattes adolescentes. Nous avons montré que la vulnérabilité des femelles
vis-a-vis de ce type d’alcoolisation était en partie causée par la présence d’cestrogénes, qu’ils
soient endogénes avec le cycle cestral, ou exogene, lors d’une injection de 17B-estradiol. Cette
vulnérabilité se traduit par une abolition de la dépression a long terme plus rapide, survenant
24 heures plus précocemment que chez les males, avec une implication des récepteurs aux
cestrogeénes a et/ou B ainsi que de la sous-unité GIuN2B des récepteurs NMDA, a l'instar des
males adolescents. Cependant, nous avons mis en évidence que I'impact des cestrogenes
n’étaient pas uniguement féminins puisque des résultats similaires sont visibles chez les males
adolescents mais que I'age des animaux reste un facteur important puisque nos résultats ne
sont pas reproductibles chez les animaux adultes, bien que nous observons des effets
similaires chez les femelles prépubéres. Aussi notre travail fourni une piste sur les mécanismes
de plasticité impliqués dans les différences cognitives entre les hommes et les femmes lors

d’une consommation d’alcool en proposant des arguments incriminant les cestrogenes.
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Plasticité et Alcoolodépendance chez les rats
adultes.

L’alcoolodépendance est un probleme de santé publique majeur dans notre société. En
France, c’est pres de 10% de la population qui est touché par le mésusage de I'alcool, soit pres
de 2 millions de frangais présentant une alcoolodépendance et 3 millions présentant une
consommation a risque selon I'OFDT. Les répercussions d’une telle consommation sont
importantes sur le cerveau et affectent d’autres structures, expliquant sa présence dans la
littérature scientifique. Le modéle pour étudier ce type de consommation est I'intoxication
aux vapeurs d’éthanol initialement mise en place pour induire des symptémes de sevrage et
de dépendance que I'on retrouve chez les patients alcoolodépendants (Goldstein et Judson,
1971). L'utilisation de ce paradigme permet d’obtenir des éthanolémie de plus de 1,5g/L et
des troubles neurologiques et comportementaux typiques de I'alcoolodépendance. Parmi les
souches de rongeurs utilisés, il a été montré que les rats Wistar sont particulierement
sensibles a ce protocole, présentant une consommation d’alcool fortement accrue a la suite
de I'exposition aux vapeurs d’éthanol (Aufrere et al.,, 1997). Dans cette étude, nous nous
sommes intéressés aux répercussions de ce protocole sur la plasticité de rats males et femelles
adultes a la suite d’une courte (12h) ou d’une longue (5 a 7 jours) période de sevrage. Pour
répondre a cette question, les rats ont subi un protocole d’inhalation de vapeurs d’éthanol
par des cycles d’intoxication et d’abstinence de 12h chacun pendant plus de 8 semaines avant
d’étre sacrifié 12h ou 5 a 7 jours apres I'arrét de I'inhalation. Nous avons mesuré la PLT et la
DLT au niveau du stratum radiatum du CA1 mais également le PPF (paire-pulse facilitation),
forme de plasticité a court terme permettant d’étudier la composante présynaptique. Si nous
n’avons pas mesuré de différence entre les 2 périodes de sevrages étudiées (données non
présentées), nous avons mesuré une différence entre les sexes. Chez les males, s’il est possible
d’induire PLT et DLT chez des animaux contrdles d’age équivalent (120 a 200 jours), il n’est pas
possible d’induire de DLT chez des animaux dépendants, la PLT restant inchangée. De plus,
nous n’avons pas mis en évidence l'implication de I'élément présynaptique dans ces
phénomeénes. Concernant les femelles, nous n’observons pas d’effet de la dépendance chez
les animaux puisque nous ne sommes pas parvenus a induire de la PLT et la DLT demeure

robuste dans les deux cas. Ces résultats suggerent une différence liée au genre dans les
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adaptations des rats soumis aux vapeurs d’éthanol. Ces derniéres induisent des modifications
robustes des capacités de plasticité synaptique chez les méales perdurant lors d’une période
de sevrage prolongée tandis que chez les femelles, les vapeurs ne semblent pas avoir d’effet

sur la plasticité.
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Figure 1: Impact of withdrawal on hippocampal synaptic plasticity in ethanol dependent male and
female rats. Ethanol dependence was induced by intermittent ethanol vapors for more than 8 weeks
and animals were tested after either 12h or 5 up to 7 days of withdrawal when there are no alcohol

in blood. Since delay of withdrawal displayed no difference, groups were pull into a single one. A)

Ethanol dependence doesn’t not alter LTP in male rats. B) Female rats don’t display LTP in either Ctrl
or dependent group. C) After a withdrawal period, dependent male rats show an abolition of LTD. D)

Ethanol dependence doesn’t alter LTD in female rats. E) Bargraphs summing up male results with
statistical differences. F) Bargraphs summing up female results with no statistical differences

(Student t-test as used for analysis, * is P < 0.05 and ns = non significant).
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Maladie d’Alzheimer et modulation de la plasticité
synaptique par les peptides circulants

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative associée a la
démence. En France, on estimait a 900 000 personnes le nombre de personnes atteints de
cette maladie en 2015 avec chaque année plus de 225000 nouveaux cas répertoriés
(Fondation Recherche Alzheimer). La MA touche principalement les personnes agées, avec
pres de 15% des cas ayant plus de 80 ans, mais peut également survenir plus tét. Parmi les
symptomes les plus robustes de la maladie, on retrouve une atteinte de la mémoire, d’abord
légere puis sévere, aboutissant jusqu’a un oubli total des souvenirs les plus importants des
patients, accompagner d’autres atteintes neurologiques comme la désorientation, Ila
confusion, des difficultés a s’exprimer, a avaler et méme a marcher (Alzheimer’s Association,
2012). Pendant ma thése il m’a été proposé de participer a la rédaction d’une revue sur
Alzheimer, et plus particulierement I'implication des peptides circulants dans la maladie. En
plus des mécanismes de régulation précédemment présentés dans ce manuscrit, la plasticité
synaptique peut étre moduler par de petites molécules et parmi elles, des peptides
synthétisés par différentes structures cérébrales. Cette revue propose de faire le point sur la
littérature existante traitant de I'implication de ces peptides sur la plasticité synaptique dans
différents modeles animaux ainsi que I'altération des taux circulant de ces molécules dans

différentes modélisations de la maladie d’Alzheimer.
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AMPA, Amino-3-(3-hydroxy-5-Methyl-isoxazol-4-yl) Propanoic Acid; APP, amyloid-precursor protein;
AT, Angiotensin; BBB, blood brain barrier; BCM, Bienenstock, Cooper and Munro; BDNF, Brain-derived
neurotrophic factor; CA, Ammon’s horn (Cornu Ammonis); CGRP, Calcitonin gene-related peptide; CP-
GluA, Calcium permeable GluA; CNS, Central nervous system; CXCL, Fractalkine; DG, Dentate Gyrus; E-
LTP, Early-LTP; EGF, Epidermal growth factor; FAD, familial AD; FGF, Fibroblast growth factor; GAL,
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tangles; NGF, Nerve growth factor; NMDA, N-Methyl-D-Aspartate; NPY, Neuropeptide Y; NT,
Neurotrophin; Op, opioids; Or, Orexin; Ox, Oxytocin; PACP, Pituitary adenylate cyclase—activating
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Somatostatin; STC, Synaptic tagging/capture; STDP, Spike-timing-dependent plasticity; TBS, Theta-

burst stimulation; TNF, Tumor necrosis factor; VGF, Granin family; VIP, Vasoactive intestinal peptide.

Abstract

Synaptic plasticity is a cellular process involved in learning and memory whose alteration in its
two main forms (Long Term Depression (LTD) and Long Term Potentiation (LTP)), is observed in most
brain pathologies, including neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease (AD). In humans,
AD is associated at the cellular level with neuropathological lesions composed of extracellular deposits
of P-amyloid (AB) protein aggregates and intracellular neurofibrillary tangles, cellular loss,
neuroinflammation and a general brain homeostasis dysregulation. Thus, a dramatic synaptic
environment perturbation is observed in AD patients, involving changes in brain neuropeptides,
cytokines, growth factors or chemokines concentration and diffusion. Studies performed in animal
models demonstrate that these circulating peptides strongly affect synaptic functions and in particular
synaptic plasticity. Besides this neuromodulatory action of circulating peptides, other synaptic
plasticity regulation mechanisms such as metaplasticity are altered in AD animal models. Here, we will
review new insights into the study of synaptic plasticity regulatory/modulatory mechanisms which
could influence the process of synaptic plasticity in the context of AD with a particular attention to the

role of metaplasticity and peptide dependent neuromodulation.
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1) INTRODUCTION.

Long-term synaptic plasticity, defined as long-lasting modifications of synaptic strength
between connected neurons, is largely considered as the cellular basis of learning and memory
processes [1]. Long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD), the major forms of long-
lasting changes in synaptic strength in the vertebrate central nervous system, have attracted much of
the attention for their possible role in memory [2]. Learning and memory are dependent on brain
regions such as cortical areas and hippocampus, which express a high level of dynamic performances
and regulation/modulation mechanisms to sustain the adaptability and flexibility required for the
formation and storage of memory traces.

Dysregulation of synaptic plasticity participate to many pathological and neurodegenerative
brain disorders [3]. Among those, Alzheimer’s disease (AD) is a complex chronic neurodegenerative
disorder, comprising a progressive and irreversible memory loss and cognitive decline. AD can only be
diagnosed post-mortem, and is characterized by two major types of neuropathological lesions in the
brain: i) extracellular deposits or senile plaques, consisting of B-amyloid (AB) protein aggregates
(residues 1-40/42), and ii) intracellular neurofibrillary tangles (NFT), composed of abnormally
hyperphosphorylated Tau protein aggregation in hippocampal and cortical regions involved in learning
and memory. The “amyloid cascade hypothesis” is until now the leading theory to explain the
neurodegeneration time-course of AD. Interestingly, cognitive impairments are not correlated to the
number of senile plaques, but synaptic failure occurring before the formation of amyloid deposits is
the best correlate of cognitive decline in AD patients and in animal models of the disease [4, 5]. Indeed,
soluble oligomers of A3 (ABo) generated at early stages, and that are deposited in an aggregated form
only at more advanced stages of the disease, have been identified to be highly toxic to synapses [6, 7].

Measures of LTP and LTD amplitude are overwhelmingly used in various experimental
conditions and animal models as an index of synaptic plasticity performance and integrity. The effects
of acutely applied exogenous ABo from different origins (synthetic, secreted from AD transgenic cells
or extracted from AD patients’ brain) on synaptic function have been extensively studied in vivo or in
ex vivo hippocampal slices. All the collected data led to the same conclusion that Ao at pathological
concentrations rapidly disrupts synaptic plasticity, illustrated by a loss of LTP and an enhancement of
LTD [8].

However, acute applications of ABo are far from representative of the AD continuum [9]. For
a better modelling of the disease, numerous transgenic animal models of AD have been generated.
They represent more integrated approaches to examine the chronic effects of ABo on neurons
assemblies and networks. Many of these models are based on the overexpression into the mouse

genome of familial AD (FAD)-linked mutated genes, and magnitudes of LTP and LTD have been
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measured to study synaptic plasticity deficits. Importantly, the diversity in the results of LTP/LTD
measurements across the most relevant models of AD may reflect a greater diversity in synaptic
dysfunctions [10] in AD that we may expect, in addition to many other experimental, age or strain
sources of variations. Such high level of complexity in synaptic dysfunctions may be illustrated by
compensatory or mal-adaptive mechanisms that could be induced at the network level in order to
sustain synaptic plasticity against the deleterious impact of ABo. That ABo could chronically challenge
the regulation/modulation mechanisms of plasticity opened a recent area of research on
metaplasticity and neuromodulation of synaptic plasticity in AD. Importantly, metaplasticity and
neuromodulation of synaptic plasticity may involve several different factors. Among these, circulating
peptides are interesting candidates since they have been shown to modulate synaptic plasticity
capabilities and especially in cases where their own concentration is altered because of a pathological
situation. Therefore, the aim of our review is to present recent insights into the study of
regulatory/modulatory mechanisms of synaptic plasticity, such as metaplasticity and the
neuromodulatory action of circulating peptides that could influence the process of synaptic plasticity

in the context of a chronic neurodegenerative disease such as AD.

2) Canonical LTP and LTD in AD.

Synaptic Hebbian plasticity can be observed at every glutamatergic synapse in the brain and is
bidirectional [2]. Synaptic strength, defined as the magnitude of the postsynaptic signal in response to
a presynaptic activation, can either be increased relative to basal synaptic transmission and is then
called “Potentiation”, or decreased and then called “Depression”. In addition to its direction after
induction, synaptic plasticity duration is time-dependent. This evolution with time is paralleled with
different cellular mechanisms, and a short-term or early phase lasting from milliseconds to several
minutes, and a long-term or late-phase, lasting for several hours or days and presumably even longer
in vivo, can be distinguished. Many different forms of synaptic plasticity are described, at least
experimentally, depending on their induction and maintenance pathways [11, 12]. A physiological
basic property of Hebbian synaptic plasticity is its input-specificity, i.e. only the activated ensemble of
postsynaptic synapses expresses potentiation or depression. This form of plasticity is called
“homosynaptic”. On another hand, “heterosynaptic” plasticity may occur when plasticity is expressed

in unstimulated set of postsynaptic synapses.
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2.1LTP and LTD.

Since its discovery at the perforant path synapse in the hippocampus in vivo [13], LTP has been
most extensively studied in the Ammon’s horn (CA, Cornu Ammonis) 1 and Dentate Gyrus (DG) areas
of the hippocampus [14]. LTP is temporally subdivided into a short-term phase (early- or E-LTP) that
can be followed or not by a long-term phase of potentiation (late- or L-LTP), and these two phases are
sustained by different cellular pathways. L-LTP (> 3h) requires de novo protein synthesis, as it can be
suppressed by anisomycin, a protein synthesis inhibitor, and may involve structural changes in addition
to functional changes. E-LTP (< 1h) is mainly sustained by the recruitment of additional postsynaptic 2-
Amino-3-(3-hydroxy-5-Methyl-isoxazol-4-yl) Propanoic Acid (AMPA) receptors (GluAs), sourced either
from an intracellular reserve pool by exocytosis or from nearby extra-synaptic receptors pre-existing
on the neuronal surface [15]. In both hippocampal DG and CA1 areas, the induction of LTP is dependent
on the activation of glutamate N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) receptors (GluNs) (referred as LTP in this
review) [16]. However, other forms of LTP are also described, such as GluN-independent LTP at the
mossy fiber-CA3 synapse in the hippocampus [14] or dedepression, an LTP form induced on depressed
synapses [17, 18].

Interestingly, the world of LTD is more diverse than LTP since many different forms have been
identified. The canonical form of LTD, called de novo, can be experimentally induced from baseline
activity after specific low-frequency electrical stimulations in slices. When LTD is triggered on a
potentiated synapse, it is referred to as depotentiation. Most of the studied LTD forms implied
activation of GIuN and/or metabotropic glutamate receptors (mGlus) even if other induction
mechanisms start to be uncovered. In hippocampal slices, alongside with the electric stimulus induced
forms of LTD, several chemical forms can be obtained by exogenous activation of GIuN, mGlu or
muscarinic agonists for example. This reveals that different cellular induction mechanisms can be the

source of LTD in the hippocampus [12].

2.2 AP as a modulator of LTP and LTD.

2.2.1 Physiological role of AP on synaptic plasticity.

AP derives from the cleavage of the amyloid-precursor protein (APP) that undergoes a complex
proteolytic processing catalyzed by o—, B— and y-secretases generating several fragments [19, 20]. A
is normally produced throughout life in the healthy brain and growing evidence indicates that it might

have a physiological function on synapses. Importantly, effects of Ap on synaptic function have been
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shown to be dose-dependent. Physiological picomolar levels of extracellular AR peptides are likely to
play neurotrophic and neuroprotective roles [21-24], whereas nanomolar concentrations block
learning and memory [25]. In this context, low picomolar amounts of exogenously applied A enhance
LTP in vitro, whereas higher doses induce aversive effects of LTP and memory in a hormetic fashion
[24, 26-28]. A positive regulation of synaptic function by picomolar AB has been reported by increasing
presynaptic glutamate release at hippocampal synapses and by facilitating LTP in CA1 [26, 27].
Moreover, physiological levels of AB may be essential for neurons, because preventing AB production
by adding B- or y-secretase inhibitors or antibodies in cultured neurons causes cell death, which can
be rescued by applying synthetic AB peptides to culture medium [27]. Interestingly, Cirrito et al. have
demonstrated that synaptic transmission induces an increase of AB production and release, and
Kamenetz et al. proposed that endogenous AP might regulate synaptic plasticity through a negative
feedback mechanism [29, 30]. AB could be therefore considered as a homeostatic regulator of synaptic

activity level in physiological conditions.

2.2.2 Pathological role of AB on synaptic plasticity.

Synaptic failure is an early event in the pathogenesis of AD that is clearly detectable already in
patients with mild cognitive impairment (MCIl), a prodromal state of AD. During this early phase of AD,
increasing extracellular ABo level is strongly suspected to become synaptotoxic, turning its “friendly”
to “foe” action onto synaptic function. Injection of synthetic or naturally secreted Afo at nanomolar
concentrations into cognitively unimpaired rodent brain is sufficient to induce memory loss by rapidly
impairing learning and memory formation processes [31-35]. Multiple in vitro studies have implicated
ABo as a direct trigger of synaptic dysfunction (reviewed by [36]) in electrophysiological experiments
[35, 37-39], by directly affecting the density and stability of dendritic spines [40], and by targeting
several receptors present on the surface of dendritic spines, especially the GIuN [41].

As synapse loss is preceded by defects in neuronal transmission and synaptic plasticity, it
has been suggested that ABo might be involved in the deregulation of these processes [42-46]. Acute
exposition to APo induces a significant reduction of LTP in the hippocampus by disrupting the
molecular processes involved in this form of plasticity [38, 47-56]. Moreover, ABo extracted from AD
human cortex has also been shown to facilitate LTD induction through activation of mGlus when
applied to rat organotypic or ex vivo hippocampal slices [39]. In vivo injection of AB is reported to
facilitate GIUN-LTD and depotentiation in the CA1 region of the hippocampus [57], suggesting a sliding
in the induction threshold for LTP/LTD, which becomes favorable for LTD at the expense of LTP. Effects

on GluN-LTD are mediated by activation of extrasynaptic GluNs [58] through an excess of extracellular
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glutamate generated by a disruption of astrocyte-dependent glutamate uptake by Ao [59]. ABo-
driven activation of GIluNs primes the activation of GluN-dependent metaplastic modulation of
synaptic plasticity [60], lowering the induction threshold for LTD but increasing the one for

LTP.

3) Synaptic plasticity modulation.
3.1 Physiological modulation of synaptic plasticity

3.1.1 Metaplasticity.

According to Hebb rule, LTP can further be expressed at previously activated synapses [61, 62].
This positive feedback is necessary for memory encoding and storage, but conversely, an unregulated
facilitation of synaptic strength can lead to unstable runaway excitation or saturation across connected
neural networks. Saturating LTP above physiological levels impairs learning and memory [60, 63].
Similarly, continuous synaptic depression during LTD could result in unnecessary synaptic silencing and
elimination [61, 62]. Negative feed-back mechanisms encompassed under the term of “homeostatic
plasticity” are then employed by neurons to sense and counteract destabilizing effects of LTP or LTD.
These are fine-tuning mechanisms for plasticity, offering a compensatory refinement of synaptic
strength to maintain the stability of network activity within physiological limits. Typically, synaptic
scaling, spike-timing-dependent plasticity (STDP), and synaptic tagging/capture (STC) are metaplastic
forms of synaptic plasticity. Metaplasticity is therefore defined as “the plasticity of synaptic plasticity”
[63, 64] in the sense that the prior history of synaptic activity can interfere with subsequent induction
of synaptic plasticity.

Typically, the induction thresholds for LTP and LTD can be regulated by metaplastic processes,
in such a way that LTP induction will be more favorable in neurons whose previous synaptic activity
was low, whereas LTD induction is preferred when previous activity was high. One illustration of
metaplasticity is the computational model elaborated by Bienenstock, Cooper and Munro (BCM), in
which the threshold for LTP and LTD induction is not static, but can be modified by prior glutamate
receptor activation. This model was first enounced to illustrate synaptic plasticity rules in the visual
cortex [65]. Some example of BCM theoretical work has also been found in the hippocampus [66, 67].
Metaplasticity contributes to physiological function of neuronal network and control of behavior.
Some studies also showed that metaplasticity is expressed in the human cortex [68], where it plays a
homeostatic role maintaining network activity within a physiological range. On the opposite, impaired

metaplasticity may be involved in neurological, psychiatric and metabolic diseases [3, 67, 69].
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3.1.2 Synaptic scaling.

Another form of homeostatic plasticity is synaptic scaling which controls signal strength when the
activity is either increased or decreased. In mammalian central neurons, raising or lowering activity
leads to a respective decrease or increase in the number of postsynaptic GluAs [70-72]. This provides
the cell a unique ability to self-regulate its synaptic strength through an intrinsic negative feedback
control. It may prevent too high or too low activity levels induced by LTP and LTD, or it may counteract
pathological conditions, therefore restoring synaptic homeostasis [73]. These changes are

accompanied by changes in the turnover of GIuA associated proteins.

3.1.3 Synaptic tagging and capture.

The idea of synaptic tagging was proposed to explain how input specificity can be achieved during LTP
[74-76]. L-LTP shares with long-term memory the involvement of new protein synthesis [77]. How to
relate the de novo production in the cell body of plasticity-related proteins (PRPs) essential for the
maintenance of LTP and long-term memory to LTP expression only at the activated synapses? To
address this biological question, it was suggested that the activated synapses during LTP induction
become tagged in a protein synthesis-independent manner. These tagged synapses then capture the
PRPs required for the maintenance of LTP. An extension of synaptic tagging is the cross-capture (or
synaptic tagging/capture, STC) model. It is suggested that a tag set by a weak stimulus or a weak
memory trace captures part of the PRPs induced by a strong stimulus or a strong memory trace in two
independent synaptic inputs of the same neuronal population. This tag-PRPs interaction converts
short-term into long-term plasticity, and is implicated in the consolidation of memory [78]. The STC

model explains the formation of memories in an associative and time-dependent manner [74, 78].

3.1.4 Neuromodulation of synaptic plasticity by circulating peptides

In addition to proper and metaplasticity regulation mechanisms, synaptic plasticity is controlled by
extracellular circulating molecules released from synaptic and non-synaptic sites. Among those
molecules are peptides like cytokines, neuro/glio-peptides, eicosanoids like prostanoids and steroids.
They are synthetized and released by different cell types throughout the brain or they may diffuse
from the periphery, as several of these molecules are able to cross the blood brain barrier (BBB) [79,

80]. Neuropeptides in the central nervous system (CNS) have various roles. They may act as
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neurotransmitter, neurohormone or neuromodulator, and they can influence many functions

including learning, memory and behavior. Therefore and based on the diversity of roles the circulating

neuropeptides may have, it is acknowledge that the fine-tuning of synaptic functions is directly

dependent on the controlled presence of the neuromodulators in the neuron vicinity. As shown in

table 1, a whole amount of neuromodulators can influence synaptic plasticity at the CA3-CA1 synapse

in rodent illustrating the remarkable sensitivity of synapses to their immediate environment.

BOX 1: Metaplasticity or neuromodulation of synaptic plasticity?

As postulated by Abraham in 2008 [64], metaplasticity requires a transient event
(called priming) occurring before any synaptic plasticity induction protocol.
Metaplasticity occurs when the priming event affects the amplitude, duration, or
induction threshold of synaptic plasticity. Priming can be achieved with many different
paradigms of stimulation, among those the transient presence of circulating
neuropeptides.

On another hand, neuromodulation is defined as a transient modulation of neuronal
function that last the time the modulator is present at the vicinity of synapses. There
is no long-term effect on synaptic communication. If the modulator is present while
inducing synaptic plasticity, it can affect the amplitude, direction or duration of this
plasticity. However, it is difficult to evaluate whether a modulator has a priming effect
or not when it is still present by the time synaptic plasticity is induced. In fact, several
modulators are efficient on synapse function only transiently, even if they are still
present, mainly due to their receptor desensitization/internalization and could be
considered as primers. In the absence of a clear experiment demonstrating their

priming effect, we consider them as neuromodulators by default.

Tablel: glutamatergic synaptic communication and plasticity modulation by circulating peptides at

CA3-CA1 synapse in rodent (rat, mouse, guinea pig).

Molecule Baseline references | LTP references | LTD references
Adrenocorticotropic no effect [81] no effect [81] ] )
" hormone (ACTH) increase/facilitation | [81] decrease/Inhibition | [81]
w
o
E no effect 30, 47, 57, no effect [83, 85] no effect [84]
m 82-87]
o
amyloid b-proteins -
2 y P decrease/Inhibition [30, 47] decrease/Inhibition 47, 57, 82 increase/facilitation | [57, 86]
> 85, 87-90]
2
Angiotensin IV induction of LTP [91, 92] increase/facilitation | [92, 93] - -
Angiotensin 1-7 - - increase/facilitation | [94] - -
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Calcitonin gene-

related peptide - - decrease/Inhibition | [95] - -
(CGRP)
Cholecystokinin no effect [96,97] increase/facilitation | [96, 97] - -
(CCK)
Galanin no effect [98] decrease/Inhibition | [98] no effect [98]
Ghrelin induction of LTP [99] increase/facilitation | [100] - -
Gonadotropin
releasing hormone induction of LTP [101,102] |- - - -
(GnRH)
Insulin induction of LTD [103-105] |- - - -
Kallikrein-kinin ) ) ) ) ) )
system (Bradykinin)
no effect [106]
decrease/Inhibition | [106, 107]
decrease/Inhibition | [108, 109]
Leptin - -
induction of LTD [109, 110]
increase/facilitation | [107]
. [109, 111,
Induction of LTP 112]
Alpha-melanocyte-
stimulating hormone | no effect [113] increase/facilitation | [113] - -
(a-MSH)
:\l;:;;)pem'de Y decrease/Inhibition | [114] decrease/Inhibition | [114] - -
Neurotensin - - - - - -
no effect [115-119] | no effect [117]
Opioids decrease/Inhibition [120] - -
o [62-
decrease/Inhibition 64][121]
induction of LTP [122]
Oxytocin no effect [123,124] |increase/facilitation |[123,124] |- -
induction of LTP [125]
Orexin decrease/Inhibition | [126] no effect [126]
induction of LTD [125]
E;tc‘;;t:(;yai‘:s/';‘t':stge induction of LTP [127-130]
polypeptide-38 o oo (128, 130, decrease/Inhibition | [128] - -
(PACAP-38) 131]
increase/facilitation | [132, 133]
Somatostatin - - - -
no effect [134]
Substance P increase/facilitation | [135] increase/facilitation | [135] - -
VGF (granin family) | increase/facilitation | [136] - - - -
Vasoactive intestinal |, I s
peptide (VIP) increase/facilitation | [137] - - decrease/Inhibition | [137]
S { Interferon alpha d /Inhibiti 138 d /Inhibiti 138, 139 fect 138
:;)_ 2 (IFN-01) ecrease/Inhibition [138] ecrease/Inhibition | [138, ] | no effec [138]
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no effect [139]
decrease/Inhibition | [140-142] | decrease/Inhibition | [140-143] | d€crease/ opioids, | )
Interleukin 1 beta Inhibition
IL-1
(IL-1B) no effect [142-145] | increase/facilitation | [144] decrease/Inhibition | [144]
Interleukin 2 - - decrease/Inhibition | [145] - -
(IL-2)
Interleukin 6 s
(IL-6) no effect [146, 147] | decrease/Inhibition | [146, 147] |- -
T . decrease/Inhibition | [148]
umor necrosis . S
factor (TNF-a) increase/facilitation | [148] - -
o no effect [149]
Epidermal growth . S
factor (EGF) no effect [150, 151] | increase/facilitation | [150, 151] |- -
acidic Fibroblast s . ——
growth factor (aFGF) decrease/Inhibition | [152] increase/facilitation | [152, 153] |- -
basic Fibroblast . e
growth factor (bFGF) no effect [154] increase/facilitation | [154] - -
. . . . . S [117, 143, s
Brain-derived induction of LTP [155, 156] | increase/facilitation 156-168] decrease/Inhibition | [168, 169]
@ neurotrophic factor (157, 158
o | (BDNF) no effect ! " | no effect [169] increase/facilitation | [164, 169]
U 166-170]
<
; Growth Hormone increase/facilitation | [171,172] |- - - -
= | (GH)
3
% Insulin-like Growth increase/facilitation | [171, 173] - - ] ]
factor 1 (IGF-1) induction of LTD [105]
Nerve Growth Factor no effect [155] no effect [167] - -
(NGF)
Neurotrophin 3 induction of LTP [155] no effect [157,167] |- -
(NT3)
Neurotrophin 4/5 . S
(NT4/5) - - increase/facilitation | [167] - -
(7]
Q
£
<
g fractalkine (CX3CL1) | decrease/Inhibition [174] - - - -
2
o

Red = decrease/inhibition, green = increase/facilitation, blue = no effect, - = not study found

Most of the experiments illustrated in this table have been performed by exogenously applying
the modulator onto ex vivo rodent slices. The effects of circulating peptides have been mainly studied
on LTP induction mechanisms at the CA3-CA1 synapse. Some results have been confirmed by the use
of specific antagonists to evaluate the role of endogenous peptides like VIP or BDNF, or by receptor
(IL-1, TNFR1, TNFR2...) or neuropeptide (SST, VGF, IL-1...) invalidation in KO mice. As shown in table
1, these molecules have complex, sometimes contradictory effects on synaptic plasticity, depending
on their concentration or development stage/age of the model. Indeed, neuromodulation of synaptic

plasticity requires the concomitance of several factors: i) presence of the circulating molecule in the
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vicinity of synapses, ii) post-synaptic expression of the appropriate receptors, and iii) intracellular
signaling pathways to regulate synaptic function [175-182].

Apparent opposite effects of IGF-1, IL-1, leptin, PACAP, opioids and orexin on synaptic
plasticity have been described. For opioids, the effect depends on the nature of the ligand.
Nociceptin/Orphanin FQ depress basal synaptic transmission at concentration > 1uM only, whereas
acute injection of 3 mg/Kg morphine in vivo induces LTP of synaptic response. Age of the tested animals
could also influence the neuromodulation ability of the neuropeptide. Orexin and leptin induce LTP in
adult but LTD in juvenile mice. The concentration of the circulating peptide may have an important
role as well. Low concentration of PACAP38 (0.05 up to 1 nM) or leptin (1 pM) favors LTP, whereas
higher concentrations (PACAP38: 10 nM up to 1 uM; Leptin: 0.1-25 nM) induce LTD or reverse LTP.
Low concentrations of IL-13 up to 3 nM inhibit LTP, but high concentrations have a potentiating effect.
Both absence of effect or effect is reported for ACTH, BDNF, TNF-a, IL-1f3, IFN-a,, SRIF or AB. The
differences in the reported results may arise from dose-dependent effect (BDNF, IFN-a, SRIF, AB), but
also from the drug administration way (TNF-a. pretreatment vs. acute) or the use of different peptide
sizes (ACTH, AB). Moreover, some of these peptides may have differential effects depending on the
neuronal activity state. As an example, cytokines like IL-13 have no effect on glutamatergic
transmission if GABAergic transmission is inhibited, whereas they can induce LTD when the inhibitory
transmission is maintained. The physiological role of the circulating peptide is then complex but their
mode of action suggests a homeostatic role on synaptic plasticity. To be released, most circulating
peptides require a high level of neuronal activity or specific process such as inflammation. Due to their
concentration dependent effect, these molecules have probably different roles whether there are
close to their released site (high concentration) or if they have diffused away from their site of release
(low concentration). It is then remarkable that, for example, high concentration of PACAP induces LTD
(activity of the releasing site is high) whereas it favors LTP elsewhere where activity should be lower.
So far, synergic effect of several neuropeptides (see [178]) on plasticity mechanisms has not been

studied even if we can hypothesize it.

3.2 Modulation of synaptic plasticity during AD

3.2.1 Metaplasticity mechanisms alterations during AD.

Interestingly, one of the main clinical outcomes of AD, in addition to memory impairment
and cognitive decline, is seizure, and an excessive neuronal hyperexcitability seems to be a hallmark

of AD even prior to clinical manifestations of significant memory impairment [183]. This is in agreement
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with data reporting that mild AD patients have a high incidence risk for epileptic seizures [184]. Such
early hippocampal hyperactivation could be interpreted as a compensatory mechanism for the
synaptic depression and the emerging cognitive decline in patients with high genetic risk of AD.
However other evidence suggests that this hyperactivation could be primarily pathogenic and may
indeed impair learning and memory (see [185]). Alterations of the glutamatergic/GABAergic balance,
a homeostatic basis for appropriate information transfer in the brain, can occur in AD with early defect
of the inhibitory circuits [186]. Mouse AD models also display an increased aberrant network activity
which can be due to an imbalanced excitation/inhibition ratio [46, 187-193], and increased intrinsic
excitability properties of CA1 hippocampal neurons [194]. In addition, the ABo-induced increase in
neuronal activity is paralleled with an impairment of hippocampal LTP, and both alterations can be
normalized by boosting the GABA tone with anticonvulsant drugs such as levetiracetam or topiramate
[195]. These drugs improved learning and memory in both an ABo-driven AD model [196], and in
patients with amnestic mild cognitive impairment presenting substantial brain levels of ABo [197].
That pathogenic ABo cause persistent synaptic weakening at specific synapses, while eliciting
aberrant excitatory activity at the network level seems rather contradictory. Early hippocampal
hyperactivation could be interpreted as primarily pathogenic and may lead to learning and memory
impairment. Adjustment of the induction threshold of LTP/LTD by past neuronal activity through
metaplasticity/neuromodulation processes can be one of these mechanisms. In line with this
hypothesis, a link between AD and homeostatic synaptic plasticity has recently been suggested [192;
193]. In the APP/PS1 mouse model, a developmental form of metaplasticity is impaired [198]. In this
study, the LTP/LTD induction thresholds were examined in mice at 1 and 6 months of age. The
induction threshold is age-dependently modified to favor LTP and reduce LTD at the hippocampal CA1
synapses in wild-type mice, whereas APP/PS1 transgenic mice fail to undergo this normal
developmental metaplasticity. Magnitudes of LTP and LTD in the APP/PS1 transgenic mice remained
the same at 1 and 6 months, but when compared to those of age-matched wild-type mice, 6 month-
old APP/PS1 mice display LTP reduction and LTD facilitation. The molecular mechanisms underlying
this alteration of metaplasticity have been investigated. Because ABo neurotoxicity causes synaptic
depression, synaptic scaling is likely to play a role in maintaining signal strength. A demonstration that
Ao triggers an aberrant over-scaling of homeostatic plasticity has recently been performed by Gilbert
et al. [199]. Synaptic scaling is normally induced in the visual cortex by visual deprivation in vivo, which
leads to synapse silencing and subsequent up-loading of GluAs at the synaptic sites. Acute application
of ABo in this context of neuronal inactivity results in an overshoot of the up-regulation of GIuA-
mediated synaptic currents and cell-surface GIuA expression. Moreover, ABo enhances the expression
of GluA2-lacking calcium permeable GluAs (CP-GluAs), which are required for initiation, but not

maintenance of high stimulation protocols. Appearance of synaptic CP-GluA expression and increase
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in GluA1 phosphorylation, which enhances calcium permeability of GluAs, are implicated in the altered
synaptic plasticity threshold observed in APP/PS1 mice [194]. Excessive synaptic scaling, associated to
an increase in calcium influx, could potentially lead to an elevation in the overall network excitability.
Since synaptic release of AB is stimulated by neuronal activity, increased synaptic activity could create
a positive feedback loop that accelerates AD progression. Mechanisms underlying AD-related seizures
remain unknown, but synaptic over-scaling may represent a causal factor. In six-month-old ABPP23
transgenic mice (ABPP23tg), which overexpress the human APP carrying the Swedish double mutation,
behavioral alterations are associated with inhibition of LTP compared to age-match WT mice.
Interestingly, metaplasticity at CA1 synapses in hippocampal slices from ABPP23tg mice is inversed, as
a robust LTP could be induced by theta-burst stimulation (TBS) following a 2x10Hz priming stimulus,
which does not induce by itself any change in synaptic strength in both groups of mice, but fully
occluded the induction of LTP by TBS in WT mice. These data are associated with NMDAR signaling and
trafficking alteration, but the susceptibility of the network to hyperactivity in ABPP23tg mice could also
be due to a contribution of synaptic scaling enhancement [200]. L-LTP and its associative plasticity
mechanisms such as STC, but also cross-capture, the positive associative interaction between LTP and
LTD, are impaired in presymptomatic young APP/PS1 mice [201]. Metaplasticity activation via
ryanodine receptors (RyR) priming in hippocampal neurons restores L-LTP and STC, and ameliorates
the synaptic plasticity deficits via the activation of PKM, a critical PRP implicated in the establishment
of long-term memory [202]. RyR-mediated metaplastic mechanisms can be considered as a possible
therapeutic target for counteracting synaptic impairments in the neuronal networks during the early

progression of AD.

3.2.2 Neuromodulation and synaptic plasticity in AD

During AD, many neuropeptides and cytokines expression/secretion systems have been shown to
be perturbed. Therefore, any alterations of their neuromodulatory functions could possibly play an
important part in the deregulation of synaptic plasticity during AD.

In fact, changes in expression, trafficking and secretion of neuropeptides have been largely
described in AD as illustrated by table 2 (see also [203]). Somatostatin, Neuropeptide Y or galanin are
the main neuropeptides which secretion is strongly reduced during AD. More generally, the
concentration of neuropeptides is perturbed in AD patients and a correlation between neuropeptide
concentration and the severity of AD symptoms has been established (reviewed in [204-206]). Changes
in the concentration of cytokines, chemokines, prostanoids and complement system are associated
with AD pathogenesis [207]. Several mechanisms have been proposed to explain this homeostatic

dysregulation.
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Table2: examples of circulating peptide system alteration in AD or AD models

Molecule Model Peptide/ Comments references
receptor
ACTH Human | peptide No change in plasma concentration [208]
peptide Decreased plasma level [209]
. . Human Increased AT2 receptor recognition site levels in temporal cortex | [210]
Angiotensin receptor .
but no other brain areas
Murine | peptide Decreased level in SAMP8 mouse brain [211]
CGRP Human | peptide Decreased neuritin level in brain [212]
No difference in CCK level [213-215]
eptide Decreased CCK-like immunoreactivity or increased CCK
CCK Human pep immunoreactivity when cases where grouped according to post-
mortem delay (before or after 22h)
receptor No change in CCK receptor binding [216]
Increase, increase or no change of Galanin binding site and | [217,218, 219, 220]
receptor | oceupancy is dependant of brain area.
P Increase of Galanin binding sites in Amygdala in early stage of AD | [221]
but decrease in late stage.
Human - - . -
No change in galanin concentration in brain [222]
Galanin eotide Increased galanin immunoreactivity in some brain areas [223-226]
pep No change in CSF galanin level [227, 228]
increased CSF galanin level [229]
recentor Increase of Galanin receptor activity (3xTg-AD mice) [230]
Murine P AB increase GAL2 but not GAL1 mRNA expression [231]
peptide AB increase Galanin [231]
eptide Reduction mRNA levels for ghrelin and its variants [232]
Ghrelin Humnan pep No change in plasma/serum levels of Ghrelin [233, 234]
Reduction for its receptor GHS-R1a while GHS-R1b level isincreased | [232]
receptor | . .
in temporal gyrus of AD brain
GnRH Human | peptide increase in brain circulating GnRH [235]
. . Increase of GnRH and GnRH mRNAs in 12 months-old mice but not | [236]
Murine | peptide . .
in 4 months-old ones (tgArcSwe mice).
No change in brain insulin [237]
Decrease of brain insulin gene expression [238, 239]
insulin eptide No change in CSF level of insulin [240]
Human pep Decrease in CSF level of insulin [241]
Increase in CSF level of insulin [242]
No change in plasma level [243]
No change in insulin receptor [244]
receptor . . .
Decrease of insulin receptor gene expression [238, 239]
Kallikrein Human | peptide Increase of BK in AD brains [245]
Kinin svstem peptide human AB(1.40) induces an increase in BK concentration in rat CSF [246] reviewed in [247]
y_ . Murine B1 and B2 receptor binding sites are increased after AB1-a) infusion | [248]
(Bradykinin) receptor .
in rats
Decreased/not changed level of leptin in serum of AD patients [249-252]
eptide Increase/no change of leptin level in AD patient CSF [253, 254]
pep Shift in the leptin immunoreactivity from hippocampal neurons to | [253]
Human . .
astrocyte in AD patients
Leptin receptor Plasma soluble leptin receptor level is higher in AD patients [250]
P Decreased leptin receptor level in AD patient hippocampus [253, 254]
eptide Shift in the leptin immunoreactivity from hippocampal neurons to | [253]
Murine pep astrocyte in 2 year TG2576 mice
receptor Decreased leptin receptor level in 2 year TG2576 mice [253]
Decreased/increased/not changed level of a-MSH in brain | [255]
2 MSH Human | peptide depending of the brain area
-] o Decreased concentration in CSF of late onset of dementia [256]
=1
> Murine | peptide Activation of POMC neurons rescued LTP (APP/PS1 mice) [257]
§' receptor Decrease of NPY receptors [258]
2 | NPY Human . Decreased or no change NPY immunoreactivity in brain [259-261]
z peptide [262-264]
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Increase or no change of NPY concentration depending of the brain
area

No change in NPY concentration in CSF or plasma

Decreased NPY CSF or plasma immunoreactivity

[228, 233, 265, 266]
[267-271]

AB(1-42)

Increased NPY concentration in PDAPP and APP23 models but | [272-274]
Murine | peptide decreased NPY mRNAs expression and NPY expressing neurons at
early stage in Ps1xAPP model
No change or decreased Neurotensin peptide and mRNA levels in | [275-281]
Neurotensin B cptide amygdala,_temporal gyrus region or septum. No difference in
Neurotensin CSF level.
Kappa opioid receptor level is increased in limbic system whereas | Reviewed in [282]
receptor | mu and delta opioid receptor level is decreased in amygdala. Other
studied brain areas are unchanged
Human Increased CSF total opioids content but with a decreased in B- | Reviewed in [282]
Opioids endorphin level
peptide Opioid peptide levels are increased in some brain areas whereas
unchanged in others, depending of the nature of the peptide
studied
. . Increased Enkephalin level is correlated to cognitive impairmentsin | [283]
murine | peptide N
hAPP transgenic mice
. . increase or no change in oxytocin concentration and decrease in | [284-287]
Oxytocin Human | peptide . .
CSF levels, but no change in oxytocin cell number
peptide Decrease orexin-A level in brain and CSF of post-mortem AD | [276, 288-291]
Orexin-A Humnan patients but increase or no change in alive AD patients
Decrease of OA receptors and GPR103 (AB42 + zinc sulphate AD | [292]
receptor
model)
Human | peptide PACAP levels are reduced in multiple brain regions and CSF, | [293]
positively correlated with the advanced stage of AD
PACAP-38 Nasal applications of PACAP in APP[V717I]-transgenic mice reduced | [294]
Murine | peptide mMRNA level of AB transporter receptor
PACAP gene down-regulated in mouse models (FAD)APP/PS1, | [295]
(FAD) Tg2576/Ps1 and no-Tg/Ps1
peptide SRIF is reported to be the most reduced peptide in AD patients | [214, 260, 264, 286,
Humnan within brain or CSF 296-306]
receptor No change in receptor concentration [307, 308]
Somatostatin Functional deficit of somatostatin receptors [309]
Early loss of SRIF-immunopositive neurons and mRNA in the | [272]
Murine | peptide hippocampus (PS1xAPP)
AB decreases SRIF content in the brain [310]
Decrease of SP concentration in AD brains and CSF but increase is | [276, 291, 311-316]
Substance P Human | peptide also describes in CSF specially for late disease onset AD patient
(>65y)
Reduction in all of the VGF peptides in the parietal cortex of AD | [317]
VGF (granin S cptide brains
family) Decrease of VGF peptides in CSF of AD patients and CSF of post | [318, 319]
mortem AD patients
Human | peptide Decrease of VIP expressing neurons in the suprachiasmatic nucleus | [320]
vIP (SCN) of female presenile AD patients (< 65y-0)
. . 3xTg male mice model showed a decrease of VIP expressing cellsin | [321]
Murine | peptide
SCN
Humnan peptide Increased RNA expression in prefrontal cortex [322]
receptor No change in RNA expression in prefrontal cortex [322]
IFN-a. Increased RNA expression in cultured neurons pretreated with | [322]
Murine | peptide AB(1-42)
@ Increased protein expression in Tg APP/PS1 mouse
& . Increased plasma level [243]
f‘? IFN-y Human | peptide No change in plasma level [323]
g Increased RNA expression in prefrontal cortex [322]
Human | peptide Increased plasma level [243, 323, 324]
Interleukin 13 No change in CSF level [323]
. . Increased RNA expression in cultured neurons pretreated with | [322]
Murine | peptide
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Interleukin 2 Human | peptide Increased plasma level [243]
Increased RNA expression in prefrontal cortex [322]
Human | peptide Increased plasma level [243, 323-325]
Interleukin 6 No change in CSF level [323]
Murine | peptide Increased RNA expression in cultured neurons pretreated with | [322]
AB(1-42)
Increased plasma level [323, 325-328]
. Decreased plasma level [329]
peptide .
TNF-a Human No changes in plasma level [243, 330]
No change in CSF level [323]
receptor | Soluble TNF receptor 1 and 2 levels are increased in plasma [243]
peptide decreased plasma level [326, 329, 331]
GE Human Increased plasma level [243, 330, 332]
E receptor Decreased EGFR plasma level [333]
Murine | peptide EGF has protective effect on cognition on AD-Tg model mouse [334]
aFGF . Increased CSF level [335]
Human | peptide
Decrease expression levels of BNDF mRNA and protein in | [336-342]
. hippocampus but either decrease or no change in the cortex.
n Human | peptide . .
§ BDNE Decrease expression Ifevels of BDNF protein in the serum
o Increased BDNF level in plasma [343]
E Murine | peptide decrease expression. levels of BDNF mRNA (AP transgenic strains | [344, 345]
g and 5XFAD transgenic mouse)
o No change in GH regulation in mild to moderate AD [346]
GH Human | peptide No difference in AD patients in GH response to GHRH [347]
No change in plasma level of GH in AD patients [348]
IGF-1 Human | peptide Increased, decreased or no change in CSF level and plasma level reviewed in [243, 349]
Increased level of proNGF in CSF [350] reviewed in [351]
NGF Human | peptide No change in plasma level [343]
Increased NGF protein level in brain [339]
NT3 Human | peptide Increased or unchanged level in cerebral cortex [339] Reviewed in [352]
NT4/5 Human | peptide Increased protein level in brain [339]
2
é CX3CL1 Murine | peptide Increased expression in hippocampus [353] reviewed in [354]
5

When originating from the periphery, molecules have to cross the BBB. As reviewed by Pan

and Kastin, most of the circulating neuropeptides, cytokines, growth factor... are able to cross the BBB
through saturable transporters [355]. Alteration in the BBB capacity to control the flow of these
molecules directly influences their brain tissue and around synapse concentration [356]. Such an
alteration has been observed in mild cognitive impairment (MCI) patients, an early phase of AD [357,
358] and is believed to initiate or contribute to AD either by BBB breakdown or by alteration of
membrane transporters functioning [356, 359, 360].

Inside the CNS, peptides are released from several sources such as neurons, astrocytes and
microglia. Changes in the exocytotic capability of these three cell types during AD directly contribute
to the alteration of circulating molecule concentrations and then to the dysregulation of the
homeostasis around the synapse.

Impairment of neuronal activity in AD is a feature of the pathology and is directly associated

with altered molecule synthesis, trafficking and/or release, thus directly affecting extracellular

257



circulating molecule concentration like for galanin [361], NPY [205], orexin/hypocretin [362],
somatostatin [363] or substance P [276]. Several mechanisms are involved ranging from signaling
impairment to specific loss of neuropeptide secreting neurons depending on the stage of the
pathology.

Astrocyte activity dysregulation is also observed from early AD stages, inducing early
homeostasis impairment [364-366]. Microglia induced reactive astrocytes could be directly involved in
AD physiopathology by releasing complement 3 [367]. This astrocyte-dependent release, due to
astrocyte exposure to microglial IL-13, TNF-o. and Clqg [367], has been shown to modify dendritic
morphology and alter synaptic plasticity in neurons [368], and to disturb microglia phagocytosis [369].
Other factors released by astrocytes when exposed to AB(1-42) are cytokines, growth factors or cell-
adhesion molecules [370], and they all are capable to interfere with synaptic functions [371, 372].

The third main source of circulating molecules is microglia when in its activated state. Activated
microglia, such as observed during AD or BBB disruption, release inflammatory molecules [373, 374]
including IL-1B, TNFaq, IL-6, IFNy or IL-18 which all modulate synaptic communication and plasticity (see
table 1). It also promotes reactive astrocytes, which are believed to be neurotoxic by their ability to
upregulate complement cascade [367]. Thus, several studies have found that TNF-a is increased in
periphery [243] and post-mortem AD tissue [375], but also in preclinical models of AD [376].
Interestingly, TNF-a. can regulate neuronal excitability through an action on GluA trafficking and initiate
synaptic scaling. Stellwagen and Malenka have shown that a prolonged decrease in neuronal activity,
such as occurring in AD, can result in an increase in the release of glial TNF-a, which, in turn, can act
on the neuronal plasma membrane to increase the number of GluAs [149]. This suggests that glia-
dependent TNF-a levels can actively participate in the homeostatic activity-dependent regulation of
synaptic connectivity during the course of AD. Microglia, through complement system, could also be
involved in the early synapse loss in pre-plaque AD brain. In J20 (familial AD-mutant hAPP) transgenic
mice or APP/PS1 mice, microglia release abnormal quantity of C1qg, a complement protein which then
localizes at synapses and mark them for elimination. C1q presence is necessary to observe synaptic
loss in AD models and impairment of LTP by ABo [377] .

Changes in neuropeptide receptors expression have been also observed in AD, and these
modifications seem to be related to the progression of the disease. Decrease in NPY receptors density
in the cerebral cortex and hippocampus of AD patients is described [258], as well as of somatostatin
(sst1-4, but not sst5) receptors in temporal cortex [277] and in frontal cortex (sst1, sst2, sst4, sst5 but
increase in sst3) [303]. Moreover, a decrease in galanin receptors density is observed in most AD
patient brain areas but the occupancy rate of the receptors is increase in particular in frontal cortex,
hypothalamus and probably hippocampus [218]. Several other neuropeptidergic systems are also

altered during AD depending on the brain area, as for opioids receptors for example (see table 2).
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With such disturbances and consequences regarding the neuropeptide system, a therapeutic
strategy would be to restore neuropeptide homeostasis using neuropeptides or neuropeptide receptor
ligands. Galanin [231, 378-380], NPY [381, 382] , POMC [257], CGRP [383], Kisspeptin [384], Leptin
[385, 386], Substance P [387], Orexin [388], or Neurotensin [389] have been successfully tested on
animal models of AD, and these molecules improved learning and memory, synaptic plasticity,
neuronal survival and reduced APBo deleterious effect on brain functions. Strategy based on
modaulation of inflammation factors like TNF-o. seems also promising [376, 390]. However, most clinical
tests with neuropeptides have failed in the past. Major problems here, were conflicting reports on the
level of neuropeptides and the use of only one molecule. As the multiple and complex actions of
neuropeptides on neuronal functions may be differentially disturbed with the evolution of the AD
pathology, a discernment of the disease stage of the patients is absolutely needed [203]. At least at
the initial AD stages, the modifications of the neuropeptides systems are supposed to be linked to the
defense strategy of the brain but are possibly not efficient enough to fight against the evolution of the
disease. Finally, it is worth noticing that the peptidergic environment of synapses, known to modulate
synaptic plasticity, is altered in AD and that such alteration could underlie an important part of synaptic

plasticity dysfunction observed in AD (figure 1).

Figure 1
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Figure 1:

A) Synaptic plasticity modulation in healthy subjects. Low stimulation of synapses is usually associated
with synaptic LTD induction, whereas high activity with LTP. Low or high activity can be priming event
for metaplasticity processes by inducing long term modification of the capability of neurons to induce

or maintain synaptic plasticity events. High neuronal activity is also associated with release of synaptic
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dense core vesicle content (mainly composed of peptides) into the perineuronal environment. Glial
(microglia and astrocyte) activity modulates the circulating peptide concentration either par capturing
them or by releasing new peptides. The BBB integrity directly contributes to the amount of circulating
peptides from peripheral origin by controlling their entry into the brain.

B) Synaptic plasticity modulation is altered in AD. Circulating peptide release or concentration is
affected in AD patients or AD murine models except for GH and ACTH peptides, and induction,
maintenance or amplitude of the synaptic plasticity events is impacted. Metaplasticity processes are
also modified and contribute to the alteration of the capability of neurons to performed LTP and LTD.
Abb. AB, Amyloid beta; ACTH, Adrenocorticotropic hormone; AT, Angiotensin; BDNF, Brain-derived
neurotrophic factor; CGRP, Calcitonin gene-related peptide; CXCL, Fractalkine; EGF, Epidermal growth
factor; FGF, Fibroblast growth factor; GAL, Galanin; GH, Growth hormone; Ghr, Ghrelin; IFN,
Interferon; IGF1, Insulin-like growth factor 1; IL, Interleukin; Ins, Insulin; Lep, Leptin; MSH, Alpha-
melanocyte-stimulating hormone; NGF, Nerve growth factor; NPY, Neuropeptide Y; NT, Neurotrophin;
Op, opioids; Or, Orexin; Ox, Oxytocin; PACP, Pituitary adenylate cyclase—activating polypeptide-38; SP,
Substance P; SRIF, Somatostatin; TNF, Tumor necrosis factor; VGF, Granin family; VIP, Vasoactive

intestinal peptide.

4) CONCLUSION

The knowledge of the full AD etiology is far from being complete, and no cure is yet available
for this devastating disease. It is clear today that early interventions at the level of the long
presymptomatic stage of AD are needed, and a lot of work is performed in the search for early
biomarkers of AD. Recent data highlight a role for compensatory or adaptive efforts to sustain neuronal
activity in the early stages of AD. This is consistent with metaplastic changes that may thus fulfill some
temporary beneficial functions on synaptic plasticity. However, aberrant metaplasticity may
progressively interfere with normal excitatory processes required for learning and memory. In this
context, normalizing metaplasticity or neuromodulatory mechanisms, rather than enhancing LTP or
reducing LTD, would be an interesting therapeutic strategy to recover or at least protect synaptic
function in AD. Excessive synaptic scaling that seems to occur in APP/PS1 mice model to counteract
the depressant impact of ABo on synaptic plasticity is one interesting potential target.

Maintaining an appropriate synaptic plasticity for learning and memory processes through the
modulatory action of neuropeptides is another therapeutic hypothesis. Despite the failure of clinical
trials using neuropeptides in the past, different new strategies could be tested. So far, the synergistic

effect of several neuropeptides on plasticity mechanisms has not been evaluated, and by extension,
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no experiment tried a global restoration strategy targeting several neuropeptide systems. To increase

the rate of success of future treatments, personalized medicine should be encouraged based on

precise measurement of neuropeptides level in each patient. Moreover, improving the delivery to the

central nervous system will greatly add to the therapeutic efficiency of neuropeptides. Performing

these experiments is a daunting task, but would be necessary to encourage therapeutic combination

of drugs to restore, not only one neuropeptidergic system, but several simultaneously to preserve as

long as possible a homeostatic synaptic environment.
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Enregistrement de la DLT de I’hippocampe de rat
durant différentes périodes de |"adolescence avec
la technigue de patch-clamp

Durant mes travaux de these, j'ai contribué a transposer notre modele animal de binge
drinking chez des rats adolescents pour une autre technique d’enregistrement de la plasticité.
Notre étude exposée dans ce manuscrit ainsi que les précédentes utilisant ce modele
(Silvestre De Ferron et al., 2016; Drissi et al., 2020) utilisent les enregistrements de potentiels
de champs, permettant d’étudier la communication des neurones d’un tissu ex vivo, ici
I’'hippocampe, afin d’observer la plasticité de ce dernier apres utilisant d’un protocole de
stimulation. Cependant, il existe d’autres méthodes pour étudier la plasticité de I’hippocampe,
notamment le patch-clamp qui permet d’enregistrer la plasticité non pas d’un tissu mais d’un
neurone unique. Cette technique offre plusieurs bénéfices comme par exemple une meilleure
isolation du type cellulaire, un controle pharmacologique des mécanismes intracellulaires ou
encore une meilleure maitrise des récepteurs étudiés. Dans la littérature, il est usuel de
travailler sur des modeéles animaux juvéniles, permettant d’acquérir des signaux stables plus
aisément. Toutefois, cette contrainte induit des restrictions concernant les modeles animaux
utilisés puisqu’elle oblige I’expérimentateur a travailler sur des structures immatures. Aussi et
pour développer notre compréhension des mécanismes d’action de I'éthanol sur la plasticité
de I'hippocampe a la suite de deux binges, nous avons voulu mettre en place un modeéle
d’animaux bingers adolescents que nous pourrions utiliser avec la techique du patch-clamp.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence que s'il était possible d’induire de la plasticité
synaptique chez des rats agés de 3 a 7 semaines avec la technique d’enregistrement des
potentiels de champs, il n’était pas possible d’induire de la plasticité synaptique de type DLT
chez des rats agés de plus de 4 semaines avec la technique de patch-clamp. Ce résultat rend
cette technique inefficace pour étudier la plasticité de type DLT dépendante des récepteurs

NMDA ou mGlu chez un modeéle de rats adolescents exposés au binge drinking.
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Abstract:

Background: Studying synaptic plasticity in rat hippocampus slice is a classic way to analyze
cellular mechanisms related to learning and memory. Different modes of recording can be
used from extracellular EPSPs field to diverse patch-clamp methods. However, most studies
using these latter methods are performed up to the juvenile stage of brain maturation which
is known to terminate during late adolescence/early adulthood. Moreover, several animal
models of human diseases have been developed at this late stage of brain development. For
example, to study the vulnerability of adolescent rat to the cognitive impairment of alcohol,
we developed a model of binge-like exposure in which ethanol selectively abolished LFS-

induced field EPSPs LTD in rat hippocampus slice.

Methods: In the present study, we sought to use whole-cell patch-clamp recording in
voltage-clamp mode to further investigate the mechanisms involved in the abolition of LFS-
induced LTD in our model of binge-like exposure in adolescent rat hippocampus slice. In
addition, we investigated LFS-induced NMDAR-LTD and mGIluR-LTD at different age and

changed several parameters to improve recordings.

Results: Using patch-clamp recording, LFS-induced NMDAR-LTD and mGIuR-LTD could be
measured only until 4 weeks of age but not in older animals. Similarly, chemical mGIluR-LTD
as well as a combined LFS-LTD involving both NMDAR and mGIuR were not measured in
older animals. The absence of LFS-LTD was not due to the loss of a diffusible intracellular
agent nor to the voltage mode of recording or to the intracellular blockade of either sodium
or potassium currents. In contrast to voltage-clamp recordings, LFS-induced LTD was

measured at all age tested with field recordings.

283



Conclusion: We concluded that whole-cell patch-clamp recordings is not suitable for
studying synaptic LFS-induced LTD in rats older than 4 weeks of age and thus cannot be used
to explore electrophysiolocal disturbances induced for example by alcohol binge drinking

during adolescence, the late period of brain maturation.

Key words: NMDAR-LTD, mGIuR-LTD, age, patch-clamp, field recording, EPSPs, EPSCs
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Introduction

The cellular mechanisms of learning and memory are related to activity-dependent synaptic
plasticity, a prominent and specific property of glutamatergic synapses in the hippocampus, a
cerebral structure dedicated to memory in mammals (Nabavi et al., 2014; Takeuchi et al.,
2014). Synaptic plasticity is bidirectional (Collingridge et al., 2010). It may be expressed as an
enhancement of synaptic transmission giving rise to long-term potentiation (LTP), or as a
reduction of synaptic transmission through long-term depression (LTD). One of the
approaches to study synaptic plasticity is the use of ex vivo preparations, that is parasagittal
or coronal slices of rat hippocampus in which extracellular field or patch-clamp recordings in
the whole-cell configuration have been used. Importantly, a majority of studies using voltage-
clamp recording of synaptic plasticity in rat end around one month of age whereas it is now
established that brain maturation in mammals extend up to the beginning of the young adult
age, that is 2 months in rat and 25 years in human (Gogtay et al., 2004; Schneider, 2013). In
addition, there is a recent growing scientific interest in studying sex differences in biological
mechanisms, at the age then of adolescence/young adulthood when hormonal cycle take
place in females. Furthermore, many experimental models have been developed in adult rat
notably for studying specific human brain-related diseases (Dawson et al., 2018; Jeanblanc et
al., 2019; Spanagel, 2017; Theyel, 2018).

Studying the effect of ethanol exposure during adolescence became particularly prominent
this last two decades because adolescence is a vulnerable period regarding brain maturation
and increased risk of binge drinking behaviour. Adolescents consume large volume of alcoholic
beverages in a short period of time in order to reach drunkenness rapidly. This behavior is

commonly spaced by long interval (several days or weeks) with no alcohol drinking (Maurage
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et al., 2020). Many scientific teams then studied the long lasting consequences of such
behavior during adolescence in rodent models, including the long-lasting ethanol-induced
cognitive deficits in adulthood (Swartzwelder et al., 2015, 2017; Crews et al., 2019). In
contrast, few studies have been performed to characterize the effects of just a few binges
during adolescence on the short-term cognitive performance, in a context where young
people think that just a few binge drinking exposures have no impact on the brain.
Furthermore, the cellular mechanisms underlying the effects of ethanol on cognitive
processes are not yet fully understood. In this context, our laboratory developed a specific
model to better understand in adolescent rat hippocampus slice, the cognitive impairing
effects of only two high ethanol intoxications episodes, like those that can be observed in the
young adult human population (Drissi et al., 2020; Silvestre de Ferron et al., 2015). With this
model, we measured a selective vulnerability of low-frequency stimulation (LFS)-induced LTD
which is abolished and that accompanied memory impairment long after ethanol has been
eliminated from the animal. This result is highly relevant since the scientific interest toward
hippocampus LTD grew largely over the last decade with determination of the role of LFS-LTD
in learning and memory measured in freely-moving adult rodent (Connor and Wang, 2016;
Goh and Manahan-Vaughan, 2013; Kemp and Manahan-Vaughan, 2007; Liu et al., 2014; Pinar
et al.,, 2017). In the context of LFS-LTD measurement, important information has been
collected on hippocampus slice with field recordings about the maturation or age-dependency
of this signal which shows major changes in its properties during the first 2-3 weeks of life in
rats (Collingridge et al., 2010; Dudek and Bear, 1992; Dumas, 2012; Kemp et al., 2000;
Overstreet et al., 1997; Sui et al., 2000; Wagner and Alger, 1995) . Similarly, field recorded LTP
has been reported to decrease with age (Dumas, 2012), although some authors did not report

such result (Kamal et al., 1998). However, it is striking that there is no such data available with
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the patch-clamp recording technique. Furthermore, recording LFS-induced LTD with patch-
clamp technique at an advanced age such as adolescent/young adult rat, that is during the
late periods of brain maturation, will enhance our understanding of the mechanisms that are
disturbed in several brain-related diseases that take place at this particular age such as
schizophrenia or increased in vulnerability to addiction. However, and to the best of our
knowledge, no longitudinal study has measured different forms of LFS-induced synaptic
plasticity using both field and patch-clamp recordings from prepuberty to late adolescence in
rat. Indeed, there is no patch-clamp recording study dedicated to the effects of ethanol and
the analysis of ethanol-induced cellular mechanism during late adolescent period despite all
advantages of this method. Hence, the present study sought to determine if LFS-induced LTD
can be recorded with the patch-clamp technique during the late period of brain maturation at
CA3-CA1 synapse in rat hippocampus slices in the context of only two binges of alcohol in
order to better understand the previous results (Drissi et al., 2020; Silvestre de Ferron et al.,
2015). Strikingly, our results show that it was not possible to record LFS-induced LTD with
patch-clamp in the whole-cell configuration in slices from animals older than 4 weeks and
despite several attempts to adapt our experimental conditions. In contrast, field recordings

were successful at any age.

Materials and Methods

Animals
Experiments were performed in agreement with the European Community Guiding Principles
for the Care and Use of Animals (2010/63/UE, CE Off. J. 20 October 2010), the French decree

no. 2013-118, and the agreement of the ethic committee (CREMEAP; experiments #3829 and
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#8759). Male Sprague-Dawley rats were studied from prepubertal (Postnatal day P14-18) to
late adolescence (P38-53) periods and were housed in a temperature (20°C) and humidity-
controlled vivarium (55 + 10%) on a 12 h/12 h light/dark cycle (light phase from 7:00 a.m. to
7:00 p.m.), and provided ad libitum access to food and water. Animals were purchased from
Janvier Labs (France) and delivered at the age of interest. Prepubertal animals were housed 5
per cage with a nurturing mother and were weaned at P21. After weaning animals were
housed 2 to 3 per cage. Only males were studied since this study is based on previous report

from our laboratory in which only males were tested.

Ethanol treatment

Ethanol (EtOH; from VWR, Fontenay-sous-Bois, France) injections were performed as
previously described in our laboratory (Drissi et al., 2020; Silvestre de Ferron et al., 2015).
Briefly, animals received 2 i.p injections of EtOH (3g/kg; 15%v/v) 9 hours apart on a single day.
All measurements were performed 48 hours after the first ethanol injection.

Hippocampus slice

Slices preparation, rest and recording were done using an artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing (in mM): 124 NaCl, 26 NaHCOs, 15 glucose, 3 KCI, 2.7 MgSQ,, 2 ascorbic acid, 2
CaCly, 1.2 NaH;P0s4; pH 7.4, 305-310mosmol/L). After decapitation, brains were rapidly
removed and immersed in cold oxygenated (95% O2; 5% CO,) aCSF with an additional 9 mM
MgCl,. Brains were then cut into 400um thick coronal hippocampal slices using a vibratome
(Leica VT1200S, Rueil-Malmaison, France). Slices were maintained at room temperature for 2

hours with an aCSF supplemented with 1.25mM MgCl..

Electrophysiology
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Patch-clamp recording. Slices were transferred in a recording chamber installed on the stage
of an upright microscope (Olympus BX51WI, Japan), held with a nylon net and continuously
perfused at 3mL/min with an oxygenated aCSF (95% O2; 5% COz) containing an additional 10
UM (-)-bicuculline methobromide. Whole-cell patch-clamp recordings were made from
pyramidal cells located in the CA1l field of the hippocampus and under visual guidance.
Neurons were recorded in either voltage- or current-clamp mode with a patch-clamp amplifier
(Axopatch 200B, Axon Instruments, San Jose, CA, USA) and digitized using a PCle-6321
interface (National Instruments, Hungary). Data were acquired, stored and analyzed using the
WinLTP Software (WinLTP Ltd, Bristol, UK). Whole-cell recordings were obtained from the
soma using patch electrodes pulled from borosilicate glass capillaries (1.5 OD x 0.86 ID x 100
L mm) with a resistance of 2-4MQ when filled with (in mM): 130 CsMeS0Os, 10 HEPES, 8 NaCl,
5QX-314 bromide, 4 Mg-ATP, 0.5 EGTA and 0.3 Na-GTP (pH 7.4, 305 mosmol/L). Neurons were
voltage clamped at -70mV holding potential and currents were recorded at room
temperature. Cell input resistance and membrane capacitance transients were monitored
during the recording by applying a -10mV voltage step (150ms duration) before each
stimulation. Cells with a series resistance above 40MQ were rejected. All recordings were low-
pass filtered at 5kHz and acquired at 10kHz. A bipolar stimulating electrode (Nickel
80%/Chromium 20%) was placed in the stratum radiatum to stimulate Schaffer collateral-
commissural fibers at 0.1Hz with stimulation of 0.02-0.1msec duration and at 2-30mA
intensity. In all experiments, a cut was made between CA3 and CA1 to reduce hyperexcitability

and the possible induction of seizure-like activity during test stimulation.
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Field recording. Slices preparation and aCSF were the same as described above except we did
not remove CA3 unless noted. Slices were transferred in a recording chamber continuously
perfused at 6mL/min with an oxygenated aCSF (95% O2; 5% CO3) and held with a nylon net.
Extracellular electrode was obtained from pulling borosilicate glass capillaries (1.5 OD x 1.17
ID x 100 L mm) and filled with a 3M NaCl (1-3MQ) solution. Recordings were made into the
stratum radiatum of CA1 while Schaffer collaterals were stimulated for 0.1ms at 0.05Hz, and
1-5mA intensity using a bipolar stimulating electrode (Platinum Iridium, FHC, USA). Bath
temperature was maintained at 28.5°C. fEPSPs were amplified (x1000-2000) and filtered (1-3
KHz) using a Grass P511 AC Amplifier (AstroNova, formerly Astro-med, Inc, West Warwick, RI)
then recorded using a CED Micro3 1401 acquisition unit (CED, Cambridge, UK) coupled to a
computer. An input/output (I/O) curve was established for each slice and protocols of LTD
induction were performed at 50% of the maximal response obtained from the I/O curve. Data

were stored and analyzed using Signal software (CED, Cambridge, UK).

Plasticity protocols

With whole-cell patch-clamp recordings (Collingridge et al., 2010), after a stable EPSCs
baseline period of 10min, NMDAR-LTD was induced in P14-21 rats with 300 single square
pulses delivered at 0.66Hz while the membrane potential of the neuron was held at -40mV
(LFS300). To induce mGIuR-LTD we used 300 pairs of stimulation with a 200ms interval
delivered at 0.66Hz while holding the membrane potential at -70mV (pLFS200-300) in P14-21
rats and 900 pairs of stimulation with a 200ms interval (pLFS200-900) at 1Hz and at -70mV
holding potential for older animals. To induce a combined LTD (i.e., NMDAR- + mGLUR-LTD)
we used the pLFS200-900 mGIuR-LTD protocol at 1Hz while holding the membrane potential

at -40mV. When using patch-clamp recording in current-clamp mode, we tested LFS900
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applied at 5Hz (Oliet et al., 1997). In field recording conditions, we focused on NMDA-
dependent form of LTD (Dudek and Bear, 1992; Kemp et al., 2000; Mulkey and Malenka, 1992).
After a stable EPSPs baseline of 10 min, LTD was induced with LFS900 single pulse protocol
delivered at 1Hz in 3 weeks old animals whereas in older animals, we used pLFS200-900 at

1Hz. See table 1 for a summary of the different protocols used.

Drugs

Bicuculline methobromide was obtained from HelloBio (Bristol, UK) and prepared in distilled
water as 10mM stock solution. QX-314 bromide was obtained from HelloBio and directly used
for patch-clamp intracellular solution at a concentration of 5mM. Cyanquixaline (CNQX; 6-
cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione) and (S)-3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG) were
obtained from Sigma-Aldrich and prepared as stock solution in DMSO (10mM) and in distilled

water (25mM), respectively.

Statistical analyses and data representation

For synaptic plasticity, we compared the mean amplitude of a 10min baseline recording taken
before LTD to the mean amplitude of the last 10min recording after LTD induction. All data
are presented as mean + SEM with N= representing the number of animal and n=the number
of cells or slices recorded. Statistical analysis of synaptic plasticity was performed with

unpaired Student t test. In all tests, we chose P <0.05 as significant.

Results

Effects of ethanol on LFS-induced LTD with field and whole-cell patch-clamp recordings
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Adolescence is a vulnerable period for the consumption of drugs of abuse and many of those
substances elicit memory impairment. We thus tested the effects of two ethanol intoxication
episodes on NMDA-dependent pLFS200-900-induced homosynaptic LTD of fEPSPs (Kemp et
al., 2000) in late adolescent rat hippocampus slices (P46-P53). The results showed that 48h
after ethanol exposure, synaptic LFS-induced LTD was abolished (Fig. 1A1-A2). Control LTD
reached 74% + 2% (P < 0.001; n = 4) of baseline values whereas after ethanol, LTD magnitude
was 97% + 3% (P < 0.001 compared to control; n = 5). Strikingly, we failed to obtain a similar
result with the whole-cell patch-clamp recording; there was no pLFS200-900-induced LTD at
this age (Fig. 1B1-B2). Indeed, 50 min after LFS-induced LTD, patch-clamp recordings of EPSCs
indicated 93% + 5% (P = 0.48; n = 6) of baseline values. In fact, to obtain a comparable abolition
of LFS-induced NMDA-LTD recorded with the patch-clamp technique we had to use less
mature animals at P14-P21 (Fig. 1C1-C2). Here, control pLFS200-900 LTD reached 54% + 3% (P
< 0.001; n = 4) of baseline values whereas 48h after ethanol intoxications LTD was 88% + 7%
(P < 0.05 compared to control; n = 5). This first series of experiments replicate our previous
results obtained with field recordings (Silvestre de Ferron et al., 2015; Drissi et al., 2020) but
failed to demonstrate the replication of the result with patch-clamp recordings, revealing that
the analysis of specific transmembrane currents targeted by ethanol with this method is not
possible during late-adolescent period. To better understand the discrepancies between
patch-clamp and field recordings during late brain maturation we decided to further

investigate the conditions of LFS-induced LTD in patch-clamp recordings.

No LFS-induced LTD in late adolescent rat hippocampus slices recorded with patch-clamp
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We first tested whether synaptic NMDAR-LTD could be induced in CA1 pyramidal neurons of
hippocampus slices from late adolescent rats using the patch-clamp recording technique in
the whole-cell configuration while Schaffer collaterals were electrically stimulated with LFS
protocol. The results showed that 50min following LFS300 at -40mV holding potential, EPSCs
amplitude were 98% * 3% of baseline (Fig. 2A1-A2; P = 0.38; n = 11). In order to rule out the
possibility of wrong recordings conditions that would lead to a blockade, or to an absence of
NMDA currents, we used CNQX, a competitive AMPA/kainate receptor antagonist. CNQX was
bath applied at 10uM while holding potential was set at -70mV. When AMPA currents were
blocked, the NMDA currents were unravelled by holding the membrane potential at -40mV
(Fig. 2B), demonstrating that NMDA currents were present to trigger an NMDAR-LTD in our
experimental conditions. We next tested the induction of group 1 metabotropic glutamate
receptors-LTD (i.e., mGIuR-LTD) in slices from P38-46 old rats since older animals did not
respond (Fig.1 B). Similarly, to NMDAR-LTD, we failed to induce mGIuR-LTD. Indeed, 50min
following induction, EPSCs amplitude reached 97% + 6% of baseline values (Fig. 2C1-C2; P =
0.69; n = 5). Since both NMDAR- and mGluR-dependent synaptic LTD were not induced
separately in hippocampus slices from late adolescent rats, we investigated whether a more
robust LTD, combining both types of receptors, could be obtained. To induce a so-called
combined synaptic LTD, we used an LFS protocol that recruit mGlu receptors while holding
potential was set at -40mV to recruit NMDA receptors (Fig. 3A1-A2). In these conditions, EPSCs
amplitude were 93% + 5% of baseline (P =0.19; n = 7) 50min following the induction protocol,
showing that this combined form of LTD was not triggered in late adolescent rat. mGIuR-LTD
can also be induced pharmacologically. We thus tested the group 1 mGIuR agonist, (S)-3,5-
Dihydroxyphenylglycine (DHPG) which was bath applied at 50uM concentration for 10min

before being washed-out (Fig. 3B1-B2). In these conditions, 50min following DHPG
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application, EPSCs amplitude were 101 * 4% of baseline (P = 0.87; n = 5) revealing no
chemically-induced mGIluR-LTD although DHPG showed an effect on synaptic currents since
5min following DHPG application, EPSCs amplitude were 69% * 7% of baseline (P < 0.01; n =

5).

Age-dependency of LTD using patch-clamp recording technique and LFS protocols

One possibility to explain the difficulty to induce LTD with patch-clamp might be the age of
the animals as it has been described for field recordings (Kemp et al., 2000). Therefore, we
tested hippocampal slices from younger rats (P14-21) in which synaptic NMDAR-LTD induction
with LFS300 has already been demonstrated using whole-cell patch-clamp (Peineau et al.,
2007). In young rat slices, 50min following LFS300 at —40 mV holding potential, EPSC amplitude
was 57 + 4% of baseline (P < 0.001; n = 7, Fig. 4A1-A2). Similarly, we measured a synaptic
MGIuR-LTD reaching 49 + 6% (Fig. 4B1-B2; P < 0.001; n = 7) of baseline, 50min after pLFS200-
300, an adapted protocol for young rats.

These results were next extended to animals from 3 to 7 weeks of age, i.e., ranging from pre-
puberty to late adolescence (Fig. 5) in order to find a precise age at which the capacity to
record an LFS-induced LTD with whole-cell patch-clamp is lost. For this purpose, we compiled
all types of LTD at the different ages tested. Thus, at 3 weeks of age (P14-21), both NMDAR-
and mGIuR-LTD could be induced and recorded with patch-clamp with an EPSCs amplitude
reaching 53 + 4% (P < 0.001; n = 14 cells including 7 for each type of LTD) of baseline 50min
after LTD induction (Fig. 5A1). At 4 weeks of age (P22-29) EPSCs amplitude reached 76 + 6% (P
< 0.01; n =7 cells including 6 for NMDAR-LTD and 1 for mGIuR-LTD; Fig. 5A2). However, at 5

weeks (P30-37), 6 weeks (P38-45) and 7 weeks (P46-53) of age, patch-clamp recorded-LTD
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was never induced with any LFS protocol (14 cells for NMDAR-LTD, 5 for mGIuR-LTD and 7 for
combined LTD; Fig. 5A3-A4). More precisely, 50min following LTD induction, EPSCs amplitude
was 100 + 3% (P =0.95; n =6), 95+ 3% (P =0.12; n =9) and 97 + 3% (P = 0.34; n = 11) of
baseline at 5, 6 and 7 weeks of age, respectively. Altogether, no LFS-induced LTD was recorded

above 4 weeks of age (Fig. 5C1).

Patch-clamp versus field recordings

In our experimental conditions, the patch-clamp recording technique did not allow to record
LFS-induced LTD in hippocampus slices from rats older than 4 weeks. We next asked whether
the same result could be observed with the field recording technique. Using the same range
of age than with patch-clamp and focusing on NMDAR-LTD (Fig. 5B, C), we found that the
induction of NMDA-LTD was always successful from 3 to 7 weeks of age. In these conditions,
50 min following the induction protocol, EPSPs slope at 3 weeks was 69 + 5% (P < 0.01; n =4,
N=4) of baseline; at 4 weeks, values reached 75 * 4% (P<0.001; n=5, N=3); at 5 weeks it
reached 79 + 3% (P<0.001; n=4, N=2); at 6 weeks of age EPSPs slopes was 74 + 2% (P<0.001;
n=4, N=3) and in 7 weeks old rats it was 70 + 7% (P < 0.01; n = 4, N=3) (Fig. 5B1-B2). Hence, in

comparison to patch-clamp, field recording was successful at any age tested (Fig. 5C1-C2).

The wash-out hypothesis and LFS-induced LTD in a configuration close to field recording

Considering the difference between field and patch-clamp recordings, we tested the
hypothesis that an unidentified necessary component to induce synaptic LTD in slices from
adolescent rats could be washed-out during the patch-clamp recording, as it was shown with

synaptic LTP in rats (Malinow and Tsien, 1990). To test this hypothesis, we tried to induce a
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combined LTD (i.e., mGlu-R- + NMDA-R-LTD) applied within 5min of recordings in the whole-
cell configuration. The results showed that EPSCs amplitude was 107 + 6% of baseline (P =0.3;
n=5), 50min following such a protocol of LTD induction (Fig. 6A1-A2). A last attempt to induce
LTD with the patch-clamp technique was performed trying to repeat as close as possible, the
experimental conditions of field recordings. First, we tested the whole-cell configuration
recording in current-clamp mode and adapted our stimulation protocol according to Oliet et
al. (1997). We thus used LFS900 delivered at 5 Hz (Fig. 5B1-B2) in a medium containing 4mM
of each Ca?* and Mg?* (Ca%*/Mg?* ratio = 1). In these conditions, EPSCs amplitude was 98 + 4%
of baseline (p = 0.6; n = 3) 50min following the stimulation. Second, in a similar condition as
above, we adapted the intracellular recording solution, removing QX-314 to release voltage-
activated sodium channels and replacing CsMeSOs with KMeSOs; to release potassium
channel. In these conditions, EPSCs amplitude was 95 + 4% of baseline (P =0.27; n=5) 50min

following LFS900 at 5Hz as used in current clamp mode (Fig. 5C1-C2).

Discussion

Based on our previous results showing abolition of LFS-induced LTD during adolescence after
two alcohol binge-like episodes using extracellular EPSPs field recordings, we sought to use
patch-clamp recording to improve our knowledge of the mechanisms of synaptic plasticity
that are disturbed by ethanol at this late stage of brain development. Strikingly, we failed to
measure an LFS-induced LTD with whole-cell patch-clamp recordings and we thus investigated

the mechanism and the developmental aspect underlying this technical discrepancy.
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Hippocampus LFS-induced LTD and ethanol exposure during adolescence

It is now well established that ethanol exposure during adolescence in rodents may lead to
some cognitive and behavioral deficits long after a period of abstinence, i.e. at adulthood
(Alaux-Cantin et al., 2013; Swartzwelder et al., 2015, 2017; Crews et al., 2019). However, the
cellular mechanisms responsible for such long-term disturbances of learning and memory are
still under investigation. This is particularly important in regard to the adolescent period
because brain maturation is still ongoing in mammals, including humans (Gogtay, 2014, 2016),
suggesting that ethanol interferes with major late developmental brain processes. Therefore,
identifying the mechanisms of action of ethanol during adolescence and specially in the case
of few exposures may help to understand what cellular processes are key players in the long
lasting disturbances. In this context, we showed here that hippocampus LFS-LTD is abolished
in late adolescence 48h after only two binges, as we previously reported (Silvestre de Ferron
et al., 2015; Drissi et al., 2020). This selective abolition, concomitant to learning deficits, and
accompanied with a high level of GIuN2B (Silvestre de Ferron et al., 2015; Drissi et al., 2020)
needs to be further understood. For this purpose, the use of patch-clamp recordings appears
necessary as it allows transmembrane currents and cell specific plasticity analysis. However,
we found that during late adolescence in rat, LFS-LTD was not induced with the patch-clamp
technique. Although this study is the first attempt to test patch-clamp recording during late
brain development after ethanol exposure, we believe that successful use of this technique at
this age will bring important data since juvenile animals (ca. younger that P30; Schneider et
al., 2013) are not submitted to physiological, hormonal and social modifications that all

participate in the final maturation of brain networks.
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Lack of LFS-induced LTD using whole-cell voltage-clamp recording in adolescent rat

The literature shows that it is not unusual to measure synaptic transmission and plasticity with
field recording technique while patch-clamp is fundamentally less used. The choice between
these two approaches is naturally related to the scientific question asked since patch-clamp is
mainly dedicated to the study of transmembrane currents whereas field recording can be
considered as sufficiently effective to demonstrate the presence, or absence, and the quality
of the induced plasticity. However, and although whole-cell voltage-clamp recording is more
difficult to enforce than field recording, studying synaptic plasticity with patch-clamp allows
pharmacological manipulation of the internal compartment of the recorded neuron and the
investigation of cell type specific plasticity. This is particularly interesting when we know that
long-lasting recording of LTD with patch-clamp has been reported despite all the technical
problems that may be encountered (Collingridge et al., 2010; Oliet et al., 1997). In addition,
using whole-cell recordings allow LTD to be induced with several different forms of stimulating
protocol because the membrane potential of the recorded post-synaptic cell can be altered.
LTD can also be induced by appropriately timed back-propagating action potentials in current
clamp mode. In this latter case the resulting plasticity is a form of spike-timing dependent
plasticity (STDP).

In our study, regarding late adolescent animals (P38-P45), we found that an NMDAR-
dependent form of LTD in CA1 area was not induced with voltage-clamp. Strikingly, the
NMDAR current was present in our conditions and hence, it should have been possible to
induce an NMDA-dependent LTD following the electric induction protocol. Furthermore, a
similar lack of LTD was found when we tested mGluR-dependent LTD induced either with an
electric LFS or with bath application of DHPG, an agonist of mGlu type | receptors. At last, at

this age, we were unable to induce an LTD that combined both types of glutamate receptors
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recruited during the induction protocol. In total, these results would suggest that LTD is not
induced at this age in CAl area of hippocampal coronal slices of rat or, alternatively, that
whole-cell voltage-clamp technique is not suited for LFS-induced LTD recordings at this late
stage of brain maturation. In support of this latter proposal, is the fact we were able to record
LTD at younger ages. Indeed, testing the induction of LTD in younger animals showed that
both NMDAR- and mGluR-dependent LTD were recorded with whole-cell patch-clamp while
we used the same LFS as in older animals and a protocol adapted to the young age. More
precisely, LFS-induced LTD is not possible to record with patch-clamp once the animals
reached 4 weeks of age (i.e., 28 days) since at these age and beyond, none of the 3 different
types of LTD we tested was evoked. Therefore, an alternative to envisage in order to explain
the lack of LFS-induced LTD at adolescent age was the experimental conditions of recordings

that need to be change along this second month of life in rat.

Changing the experimental conditions did not help recording LTD with voltage-clamp

To better understand the lack of LFS-induced LTD in P38-P45 old animals recorded with patch-
clamp, we tested several possibilities. First, we tested whether an intracellular diffusible agent
was lost within the first minutes of the formation of the whole-cell configuration which may
disrupt certain forms of synaptic plasticity (Kullmann and Lamsa, 2007). Second, we tested the
idea that recordings of LFS-induced LTD were not possible in voltage-clamp but could be
performed in current-clamp mode and third, we hypothesized that the composition of the
intracellular solution used in voltage-clamp does not allow LFS-induced LTD to develop.
Interestingly, testing independently any of these three possibilities never revealed an LTD,

suggesting that none of these parameters were dramatically involved in the lack of LFS-
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induced LTD in hippocampus slices from late adolescent animals. Furthermore, changing the
Mg2+/Ca2+ ratio to 4mM/4mM in whole-cell current clamp recordings and adapting the
induction protocol to the literature (Oliet et al., 1997) was without success. Another factor to
take into account is the amount of inhibition while recording LTD. In fact, GABA inhibitions
have been shown to constrain LTD (Wagner and Alger, 1995). However, in our experiments,
all patch-clamp recordings were performed in presence of bicuculline and in absence of the
CA3 field thereby reducing strongly the amount of synaptic inhibition into the network. Our
results then suggest that GABAA inhibitions cannot account for the lack of LTD recorded with
the whole-cell patch-clamp technique at the later stage of development. In this context, an
interesting comparison could be made with LTP recorded with whole-cell (Meredith et al.,
2003). In this study, the authors showed that synaptic plasticity rules to trigger LTP evolve with
the age of the animals from P9 to P45, due to GABAA synaptic transmission as it was reversed
in presence of bicuculline. Postsynaptic mGluRs are localized preferentially in
perisynaptic/extrasynaptic zones (Lujan et al., 1996) and the use of a membrane glutamate
transporter inhibitor such as TBOA, could have possibly helped triggering mGIuR-LTD in
adolescent animals. However, we tested an induction protocol known to trigger mGIuR-
dependent LTD and we bath applied an mGIluR agonist, and both methods were unsuccessful.
It is then difficult to consider the mGIluRs were not activated in our conditions. Furthermore,
high-resistance pipettes have been shown to reveal mGluR dependent LTD in CA1 neurons of
cultured slices (Fan et al., 2010). However, this latter result would suggest that a diffusible
factor was lost with low-resistant recording pipette, a possibility we can rule out according to

our recordings performed within 5min following the breaking of the seal.

Field recordings are more reliable than patch-clamp recordings for LFS-induced LTD
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In contrast to voltage-clamp recordings we found that field recordings of LFS-induced LTD was
successful using induction protocol known to trigger NMDAR-dependent LTD from P14 to P45
in rat hippocampus slice (Dudek and Bear, 1992; Kemp et al., 2000; Mulkey and Malenka,
1992). Many evidences indicate that in CA1, LTD is easily obtained in neonates while its
magnitude is much lower in more mature animals (Collingridge et al., 2010; Dudek and Bear,
1992; Sui et al., 2000; Wagner and Alger, 1995). Also, the strain of rat is not critical to observe
the maturation of LTD with field recordings. Sui et al. (2000) reported in Wistar rats that
synaptic LTD triggered with LFS900 decreased in amplitude with the age to reach about 70%
of baseline level. Also, LTD of fEPSPs was obtained with a prolonged stimulation of the Schaffer
collateral-commissural fibers at 5—10 Hz frequencies in hippocampus slice from 30-40 days old
Wistar rats (Berretta and Cherubini, 1998). Using another type of induction protocol in slices
from P14 to P252 days old Wistar male rats, Kamal et al. (1998) found a decrement in LTD
magnitude between young and old animals in fEPSP analysis. Similar results were obtained
using Sprague-Dawley rats in which LFS900-induced LTD declined in amplitude from 70% to
94% of baseline value (Dumas, 2012; Escobar et al., 2011), with a beginning of decline around
the third week of life. These results revealed the maturation profile of LFS-induced LTD which,
importantly, occur in all strains of laboratory rat. It also shows that LTD maturation can be
observed with many different induction protocol (Kemp et al., 2000). Our results using field
recordings in Sprague-Dawley rats, are in total accordance with such a literature (Dumas,
2012; Escobar et al., 2011) since we found a small but progressive reduction in LTD amplitude
between 3 and 4 weeks of age when we used LFS900 and then a stable LTD magnitude beyond
4 weeks of age reaching about 70% of baseline values. Given the existing literature, it is
difficult to consider that the LFS protocols we tested were not suited for triggering LTD in

voltage-clamp mode since in the rat hippocampus, such LFS and pLFS are often sufficient (Bliss
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and Collingridge, 1993; Collingridge et al., 2010; Dudek and Bear, 1992; Kemp et al., 2000;

Mulkey and Malenka, 1992).

Limits of the study

Our present study is necessarily incomplete in the sense we did not test all possibilities to
improve our whole-cell patch-clamp recordings. Indeed, and to the best of our knowledge,
there is only one paper reporting patch-clamp recordings of LTP (and depotentiation) in
hippocampus slices from 80-90 days old rats (Tozzi et al., 2019). This latter study suggests that
space-clamp error is not the origin of the failure in LTD recordings in slices from adolescent
and mature animals. Nonetheless, some differences exist in the experimental conditions with
Tozzi et al. (2019). These authors illustrated LTP in adult rat using a slice half thinner than ours,
a higher recording temperature (34°C versus 22°C) and a recorded neuron with possibly a
higher basal level of intracellular free calcium. More precisely, Tozzi et al. used 0.1 mM CacCl2
and 2 mM MgClI2 in presence of 0.1 mM EGTA whereas we used no intracellular MgCI2 and
0.5 mM EGTA. Indeed, it is known that plasticity outcome correlates with the magnitude of
dendritic calcium transients (Cormier et al., 2001) and can be predicted by the kinetic profile
of these transients (Ismailov et al., 2004). In the same vein, the concentration of intracellular
calcium buffer used affects directly LTD magnitude of NMDA-R (Harney et al., 2006). According
to this latter study, the intracellular solution we used with patch-clamp was possibly not
adapted for LTD measurements. However, answering this question will require additional data
set.

In total, our study provides original results since, to our knowledge, the influence of

developmental aspects on the mechanisms of synaptic plasticity studied with the combination
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of different electrophysiological techniques remains poorly explored. It is all the more
surprising that many brain pathologies emerge at the end of adolescence. We conclude that
LFS-induced LTD is hardly triggered in hippocampus slices from rats older than 4 weeks with
conventional experimental environment and that further experiments would be needed to

define specific conditions to improve the success of such recordings.
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Figure 1. Effects of ethanol intoxication on homosynaptic NMDA-dependent LTD in CA1 area. (A)
Extracellular EPSPs field recording in control slices (Al: N = 3; n = 4) and slices from animal treated
with ethanol (2x3g/kg, i.p.) 48h before electrophysiology (A2: N = 4; n = 5). Upper traces are
averaged recordings taken at time points indicated 1, 2, 3 and 4 in the time course of LTD. (B) No LFS-
induced LTD with whole-cell patch-clamp technique in CA1 pyramidal neuron of similar aged animal
than in A. (C) whole-cell patch-clamp recordings performed in animals younger than 3 weeks showed
an abolition of NMDA-dependent LTD 48h after ethanol (control N = 3; n =4 and ethanolN=4; n =

5). Calibration bars: 50 pA/50 ms. “N” is the number of animals and “n” the number of cells or slices.
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Figure 2: No NMDAR- and no mGIuR-LTD in hippocampal slices of adolescent (P38-45) rats with

whole-cell patch-clamp recording. (A) Representative EPSC traces, single example (A1) and pooled

data (A2) illustrating the induction of NMDAR-LTD (N =9; n = 11). (B) Representative EPSC traces of

recorded AMPA current (left) and NMDA current in presence of CNQX (right). (C) Representative
EPSC traces, single example (C1) and pooled data (C2) of whole-cell patch-clamp recordings

illustrating the induction of mGIuR-LTD (N = 4; n = 5). Calibration bars as in figure 1B.
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Figure 3: No combined LTD and no chemical mGIuR-LTD in hippocampal slices of adolescent (P38-

45) rats with whole-cell patch-clamp recording. Representative EPSC traces, single example (A1) and

pooled data (A2) illustrating a combined NMDAR- and mGIuR-LTD (N = 6; n = 7). (B) Representative

EPSC traces, single example (B1) and pooled data (B2) illustrating an mGIuR-LTD induction following

bath application of 50 uM DHPG (N = 3; n = 5). Calibration bars as in figure 1B.

312



=

M{,AAA
S & 8 3 &
oy
Ll
=Y

EPSC amplitude
(% baseline)

N S
o o
L

™

2 1+2

2 50ms

. -ﬂ..u‘ﬁv. .-f.

300pulses @ 0.66Hz ; -40mV
Single cell

o
N
o
o

o

— g
S
o

N
=

1204
100

EPSC amplitude
(% baseline)
8 3
e
LR .}

N e
o o
L

10

20 30 40 50 60
Time (min)

2 1+2

.

2 50ms

Lo g

300ppulsed @ 0.66Hz : -70mV
Single cell

Figure 4: NMDAR- and mGIuR-LTD in hippocampal slices of juvenile (P14-21) rats with whole-cell

patch-clamp recordings. (A) Representative EPSC traces, single example (A1) and pooled data (A2)
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illustrating NMDAR-LTD (N = 6; n = 7). (B) Representative EPSC traces, single example (B1) and pooled

data (B2) illustrating an mGIuR-LTD (N = 6; n = 7). Calibration bars as in figure 1B.
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Figure 5: Measurement of each type of synaptic LTD according to age and recording techniques. (A)

Pooled data for whole-cell patch-clamp recordings at 3 weeks (A1: N =12; n=14), 4 weeks (A2: N =

7; n=7), 6 weeks (A3: N=8; n=9) and 7 weeks (A4: N = 8; n = 11) old rats illustrating the progressive

loss of LTD. Data are expressed as mean + SEM of the EPSC amplitude. (B) Field recordings pooled

data of LTD induced in 3 weeks (B1: N = 3; n = 4) and 7 weeks (B2: N = 5; n = 6) old rats. (C) Scatter

plot illustrating the EPSCs amplitude following LTD induction with the whole-cell patch-clamp

technique (C1) and the field recording technique (C2), according to the age.
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Figure 6: Changing the recording conditions with patch-clamp to induce a combined LTD in
adolescent rats. (A) Representative EPSC traces, single example (A1) and pooled data (A2) illustrating
LTD induction within 5 min of recording (N = 5; n = 5). (B) Representative EPSC traces, single example
(B1) and pooled data (B2) illustrating LTD induction in current-clamp mode (N = 3; n = 3). (C)
Representative EPSC traces, single example (C1) and pooled data (C2) illustrating LTD induction in

current-clamp mode without blockade of potassium and voltage-activated sodium channels (N =5; n

= 5). Calibration bars as in figure 1B.
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3 and 4 weeks old rats 5 to 7 weeks old

Type of LTD (name/frequency/Vh) (name/frequency/Vh)
NMDAR-LTD LFS300/0.66Hz/-40 mV LFS300/0.66Hz/-40mV
mGIuR-LTD

Electrically-induced pLFS200-300/0.66Hz/-70mV  pLFS200-900/1Hz/-70mV

Chemically-induced DHPG 50 uM

Combined LTD pLFS200-900/1Hz/-40mV
pLFS200-300/1Hz/-40mV

Table 1: The different protocols used with patch-clamp recording to trigger either NMDAR-

or mGIluR-LTD according to the age of the animal.
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Résumé

Le binge drinking (BD) est un mode de consommation d’alcool trés répandu chez les jeunes adultes et
qui se caractérise par une prise massive et épisodique d’alcool dans un laps de temps court afin
d’atteindre rapidement |'état d’ivresse. Chez ces jeunes, le BD est responsable de perturbations des
capacités cognitives et la consommation des femmes rattrape celle des hommes alors qu’elles seraient
plus sensibles aux effets délétéres de I’éthanol (EtOH) sur le cerveau. Dans ce contexte, il nous est
apparu important de comprendre les différences liées au sexe dans les effets du BD sur le
fonctionnement cérébral, et notamment la plasticité neuronale de I’hippocampe, mécanisme cellulaire
de la mémoire et des apprentissages. Ainsi, les objectifs de ma these ont été i) d’explorer I'impact du
cycle ovarien sur les effets du BD sur la plasticité neuronale de I'hippocampe, ii) de mesurer la
modulation des effets de I’éthanol par les cestrogenes pendant I'adolescence chez la femelle et chez
le male, et iii) de chercher les mécanismes d’action impliqués. Ainsi, nous avons enregistré chez la ratte
adolescente la plasticité du réseau hippocampique ex vivo apres une exposition courte a I'éthanol
apres 2 binges d’éthanol. Nous avons mis en évidence une abolition de la plasticité de type dépression
a long terme (LTD) a 24h de délai, seulement lorsque I'administration d’éthanol était effectuée
pendant le pic d’cestrogénes endogenes, suggérant une interaction entre éthanol et cestrogénes (E2).
Pour vérifier cette hypothéese, nous avons mesuré chez des rattes puberes, prépuberes, et chez des
males adolescents les effets sur la DLT d’un traitement exogéne d’E2+EtOH. L’abolition de la DLT a été
observé a chaque fois. L’utilisation d’antagonistes spécifiques nous a permis de mettre en évidence
I'implication des récepteurs aux cestrogenes, ainsi que de la sous-unité GIuN2B des récepteurs NMDA
dans ces résultats. Nous concluons que les cestrogenes pourraient étre un facteur de vulnérabilité liés
au genre vis-a-vis des effets de I'alcool sur les capacités cognitives chez les femelles, pendant
I’adolescence.

Mots-clés : alcool, plasticité synaptique, binge drinking, hippocampe, adolescence, cestrogéne

Abstract

Binge drinking (BD) is a kind of alcohol consumption mostly appreciated by young people and defined
by an episodic and huge alcohol intake in a short period of time in order to reach drunkenness. Within
young people populations, BD is responsible of cognitive impairments, and the gender gap regarding
alcohol consumption is now closed while women may be more sensitive to the deleterious effects of
ethanol (EtOH) on the brain. In this context, it appears important to understand the sex-difference
effects of binge drinking on brain function, especially the neuronal plasticity of the hippocampus which
is the cellular mechanism of memory and learning. Thereby, the main goals of my thesis work were i)
to investigate the importance of the estrus cycle on the effect of a short BD exposition on the
hippocampal network plasticity, ii) to measure the estrogens-induced modulation of ethanol effects
during adolescence period in female and male rats, and iii) to explore action mechanisms that might
be involved. Thus, we recorded in adolescent female rats the plasticity of hippocampus slices after a
short BD exposition. We have shown a Long-Term Depression (LTD) plasticity abolition 24h after the
first ethanol injection, only when ethanol was injected during the endogenous peak of estrogens,
suggesting an interaction between those two molecules. Then, we verified the hypothesis of an E2-
EtOH interaction in post-pubescent, pre-pubescent female rats as well as in pubescent male rats after
a treatment of exogenous E2 and EtOH. LTD abolition was found in every group. We used specific
antagonists to highlight the implication of estrogens receptors and NMDA receptor GIuN2B subunit in
those results. We concluded that estrogens might be a gender driven vulnerability factor regarding
alcohol effects on cognitive function during adolescence.

Key words : alcohol, synaptic plasticity, binge drinking, hippocampus, adolescent, estrogen



