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Résumé

Grave probléme de santé publique, I’obésité démarre de plus en plus tot, touchant fortement les
adolescents. Elle est principalement due a la surconsommation d’aliments riches en lipides
saturés et en sucres, tres palatables et facilement accessibles. En plus des comorbidités comme
le diabete, les maladies cardiovasculaires et le cancer, I'obésité est également associée a des
atteintes cérébrales et des perturbations cognitives, particulierement inquiétantes pour les
adolescents. En effet, il est maintenant avéré chez I’homme, mais également sur les modéles
animaux, que 1’exposition a une alimentation obésogene, hyperlipidique et sucrée (HLS), en
particulier pendant I’adolescence (adoHLS), induit des déficits de mémoires a long terme non
aversive dépendantes de I’hippocampe. De fagon intéressante, notre laboratoire a découvert que
ces altérations de la mémoire proviennent d’un dysfonctionnement de 1’hippocampe, induit par
une hyperactivité neuronale associée a une suractivation d’un important systéme
neuromodulateur, le systéme endocannabinoide. Cependant, ces travaux ont ¢été exclusivement
menés chez des rongeurs males. Ce projet de thése vise donc a étudier ces effets chez la femelle
et a comparer les mécanismes neurobiologiques impliqués dans les altérations mnésiques
induites par le régime adoHLS chez les males et les femelles.

Dans un premier temps, nous montrons que le régime adoHLS perturbe la mémoire de peur
contextuelle a long-terme chez les souris méales, mais pas chez les femelles. Ces effets sont
associés a une suractivation de I’hippocampe dorsal, en particulier du gyrus denté, et de
I’amygdale basolatérale chez les males adoHLS uniquement. L’inactivation chémogénétique
de I’hippocampe dorsal atténue les déficits de mémoire de peur au contexte des males adoHLS
indiquant le rdle prépondérant de I’hyperactivation de 1’hippocampe dans leurs altérations
mnésiques aversives ou hon.

Dans la deuxiéme partie, nous montrons que le régime adoHLS perturbe la mémoire de
reconnaissance d’objet a long-terme chez les souris males et femelles. Le blocage systémique
des récepteurs aux cannabinoides de type 1 (CBIR) juste apreés I’apprentissage réverse les
déficits de mémoire des males et des femelles adoHLS indiquant le réle prépondérant de ce
systeme pour les deux sexes. Alors que cet apprentissage est associé a une hyperactivation Fos
hippocampique chez les males adoHLS, normalisée par le blocage des CBIR, celui-ci est
associ¢ a une hypoactivation Fos de 1’hippocampe et du CPF ventromédian (CPFvm) chez les
femelles adoHLS, normalisée par le blocage des CB1R uniquement dans le cortex préfrontal.
D’ailleurs, la diminution des CB1R de I’hippocampe dorsal prévient les déficits de mémoire
des males, mais pas des femelles adoHLS. A I’inverse, la diminution des CB1R du CPFvm
réverse les déficits mnésiques des femelles adoHLS, mais pas des souris males. De plus, ce sont
les CB1R des neurones glutamatergiques (mais pas GABAergiques) de 1’hippocampe dorsal
qui sont impliqués chez les males adoHLS, alors que ce sont les CBIR des neurones
GABAergiques (mais pas glutamatergiques) du CPFvm des femelles adoHLS qui participent a
leurs déficits. Enfin, nous montrons qu’une ovariectomie « masculinise » le phénotype des
femelles adoHLS avec des effets bénéfiques sur la mémoire de la diminution des CB1R de
I’hippocampe dorsal mais plus du CPFvm. Ainsi, ces résultats indiquent que le régime adoHLS



conduit a des perturbations de mémoire de reconnaissance d’objet dépendantes du systeme
endocannabinoide pour les deux sexes mais dans des structures cérébrales différentes et sur des
types cellulaires différents en fonction du sexe. De plus, ces différences dépendraient d'une
modulation des hormones sexuelles femelles dont il reste a caractériser les mécanismes.

Dans leur ensemble, ces données révélent des différences male-femelle sur la nature des
perturbations mnésiques induit par la consommation d’une alimentation obésogene pendant
I’adolescence et leurs bases neurobiologiques. Cela permet également d’améliorer notre
compréhension des effets déléteres de ces régimes sur les fonctions mnésiques et de mieux
considérer I’importance du facteur sexe dans ces effets.

Mots clés: obésité, mémoire, adolescence, effet sexe, systeme endocannabinoide,
chémogénétique, hippocampe, cortex préfrontal.



Abstract

Obesity is an increasing global public health issue, starting at an increasingly early age and
affecting particularly teenagers. It is mainly due to overconsumption of foods rich in saturated
fats and sugars, which are highly palatable and easily accessible. In addition to comorbidities
such as diabetes and cardiovascular disease, obesity also impairs brain functioning and
cognitive performances, which are particularly worrying for teenagers. It has now been
established in humans, but also in animal models, that exposure to an obesogenic diet, high in
fat and sugar (HFS), particularly during adolescence (adoHFS), induces hippocampus-
dependent deficits in non-aversive long-term memory. Interestingly, our laboratory has found
that these memory impairments arise from hippocampal dysfunction, induced by neuronal
hyperactivity associated with overactivation of an important neuromodulatory system, the
endocannabinoid system. However, this work has been carried out exclusively on male rodents.
The aim of this PhD thesis is therefore to study these effects in females and to compare the
neurobiological mechanisms involved in the memory alterations induced by the adoHFS diet
in males and females.

First, we show that the adoHFS diet disrupts long-term contextual fear memory in male mice,
but not in females. These effects are associated with overactivation of the dorsal hippocampus,
particularly the dentate gyrus, and the basolateral amygdala in adoHFS males only.
Chemogenetic inactivation of the dorsal hippocampus attenuates the deficits of contextual fear
memory in adoHFS males, indicating the predominant role of hippocampal hyperactivation in
their aversive or non-aversive memory alterations.

In the second part, we show that the adoHFS diet disrupts long-term object recognition memory
in male and female mice. Systemic blockade of cannabinoid type 1 receptors (CB1R)
immediately after learning reverses the memory deficits in male and female adoHFS mice,
indicating a dominant role for this system in both sexes. While this learning is associated with
hippocampal Fos hyperactivation in adoHFS males that is normalized by CBIR blockade, it is
associated with Fos hypoactivation of the hippocampus and ventromedial prefrontal cortex in
adoHFS females that is normalized by CB1R blockade only in the prefrontal cortex. Moreover,
reducing CB1R in the dorsal hippocampus prevents memory deficits in males, but not females.
Conversely, CBIR decrease in the ventromedial prefrontal cortex reversed the memory deficits
in adoHFS females, but not males. Furthermore, CBI1Rs from glutamatergic (but not
GABAergic) neurons in the dorsal hippocampus are involved in memory deficits of adoHFS
males, whereas CB1R from GABAergic (but not glutamatergic) neurons in the prefrontal cortex
of adoHFS females mediate their deficits. Finally, we show that ovariectomy 'masculinizes'
adoHFS females, with beneficial effects on memory due to CB1R decrease in the dorsal
hippocampus but no longer in the prefrontal cortex. These results therefore indicate that
adoHFS diet leads to endocannabinoid system-dependent impairments in object recognition
memory that involve different brain structures and different cell types depending on the sex.
Moreover, these differences depend on a modulation of female sex hormones, the mechanisms
of which have yet to be characterized.



Taken together, these data reveal sex differences in the nature and neurobiological basis of the
memory deficits induced by the consumption of an obesogenic diet during adolescence. This
also improves our understanding of the deleterious effects of obesogenic diet on memory
functions and enables us to better consider the importance of the sex factor in these effects.

Keywords: obesity, memory, adolescence, sex effect, endocannabinoid system,
chemogenetics, hippocampus, prefrontal cortex
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INTRODUCTION GENERALE

I. OBESITE ET ALIMENTS OBESOGENES

A. OBESITE CHEZ L’HOMME

1. Définition et caractérisation

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le surpoids et 1’obésité comme étant une
accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la
santé. L’ utilisation de I’indice de masse corporelle (IMC) est un moyen simple et standardisé
permettant d’estimer cette accumulation de graisse chez 1’individu. Celui-ci est égal au poids
divisé par la taille au carré. Lorsque I’indice obtenu est compris entre 18.5 et 25kg/m?, la
personne est considérée comme ayant une corpulence normale. En revanche, lorsque cet indice
est compris entre 25 et 30kg/m?, on considére que la personne est en surpoids. Un IMC
supérieur a 30kg/m2 est I’indicateur d’une obésité, pouvant étre modérée (IMC compris entre
30 et 35kg/m?), sévere (35 a 40kg/m?) ou morbide (IMC supérieur a 40kg/m?, OMS, 2013).
Bien que préconisé par ’OMS, car utile pour mesurer le surpoids et 1’obésité dans une
population (la valeur obtenue étant comparable entre les individus), I'IMC reste un outil de
mesure du rapport poids/taille ne reflétant pas précisément le degré d’adiposité (ou
I’accumulation de graisse) de I’individu. En effet, alors qu’un poids excessif donnera un IMC
¢levé classant I’individu comme obe¢se, il n’y a pas de stricte équivalence entre poids et obésité,
puisque le poids d’un individu englobe, outre sa masse grasse, le poids de ses tissus osseux,
musculaires, ainsi que de I’eau présente dans son organisme. D’autres indicateurs de surpoids
présentent I’avantage de tenir compte plus spécifiquement de 1’accumulation de graisse au lieu
du poids total des individus. C’est le cas du rapport entre le tour de taille et le tour de hanches

(RTH : ratio taille/hanches).
2. Prévalence et causes

L’obésité est une pandémie (du grec ancien mdv / pan « tous », et dfjpog / démos « peuple »)
qui touche une partie importante de la population mondiale et sa prévalence a beaucoup
augmentée ces dernicres années. A 1’échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a doublé

depuis 1980 et les derniéres estimations de ’OMS, en 2008, font état de plus de 1,4 milliards
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d’adultes (plus de 20 ans) en surpoids, dont 500 millions d’adultes souffrant d’obésité. En
France également, bien que la proportion de personnes obéses ou en surpoids y est la plus faible
d’Europe, le nombre de personnes obeses a été¢ multiplié par plus de 1,6 en 10 ans et on recense
actuellement plus de 30% de personnes en surpoids auxquels s’ajoutent 15% d’obeses dans la
population frangaise adulte. Ceci ne touche pas uniquement les pays riches industrialisés
puisque selon ’OMS, la prévalence de ’obésité a aussi augmenté dans des pays en voie de
développement, notamment dans certains pays d’Afrique, en Inde, en Chine mais également a
I’1le Maurice ainsi que d’autres iles du Pacifique.

De fagon inquiétante, chez les enfants et adolescents agés entre 5 et 19 ans, le surpoids a été
multiplié par 10 en 40 ans (passant de 11 millions en 1975 a 124 millions en 2016 dans le
monde). Aux Etats-Unis par exemple, la proportion d’enfants en surpoids a doublé entre 1975
et 1995, passant de 15 a 30%. De la méme fagon, en Angleterre, la proportion d’enfants en
surpoids a doublé entre 1995 et 2005, soit une augmentation deux fois plus rapide qu’aux Etats-
Unis (Figure 1). Enfin, chez les enfants de moins de 5 ans, le surpoids a ét¢ multiplié par 2 en

seulement 5 ans (passant de 20 millions en 2005 a 40 millions en 2011).

Etats-Unis

Angleterre

20

Espagne Pologne

France
15
Rep.

Tchéque
10

5

0

1960 1970 1980 1990 2000

nodata [ <25% [ 25% - 5% ] s%-7.5% ] 7.5%-10% [ 10% - 5% [ > 1%

Figure 1 : Prévalence de I’obésité et du surpoids chez les enfants et les adolescents.

Cartographie de la prévalence mondiale de [’obésité chez les enfants et les adolescents (a gauche).
Evolution de la prévalence du surpoids en Europe chez les enfants de 5 a 11 ans (a droite ; en
pourcentages) (adapté de Wang and Lim, 2012; International Obesity Task Force (IOTF), 2005)

L’obésité provient d’un déséquilibre entre les apports et les dépenses énergétiques. Ce
déreglement de la balance énergétique est causé par plusieurs facteurs pouvant étre d’origine
génétique ou environnemental aboutissant a une dérégulation du métabolisme glucido-lipidique

et une accumulation excessive de graisses.
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Il existe des formes génétiques de 1’obésité qui touchent trés peu d'individus (moins de 1% des
cas). Celles-ci sont le plus souvent liées a des mutations des geénes de la voie leptine-
mélanocortine impliquée dans la régulation de la prise alimentaire, déterminantes dans le
développement de 1’obésité. Plus fréquemment, 1’obésité est d’origine polygénique, résultant
de la mutation de plusieurs génes de prédisposition, associée a des facteurs environnementaux.
En effet, la prévalence actuelle de 1’obésité ne peut etre imputée a ces seuls facteurs génétiques
(Yang et al.,, 2007). L’un des principaux facteurs environnementaux de 1’obésité est
I’alimentation, et en particulier I’augmentation des apports énergétiques notamment via la
surconsommation d’aliments riches en lipides et en sucres. La consommation de ce type
d’aliments hypercaloriques est survenue a la suite de grands changements sociaux,
économiques et culturels qui ont bouleversé les habitudes alimentaires dans de nombreux pays
a travers le monde. De plus, le mode de vie actuel favorise notamment la prise de repas de type
cafétéria, fast-food ou a emporter, surtout chez les enfants et les adolescents (Jaworowska et
al., 2013). En effet, la surconsommation d’aliments a forte densité énergétique est plus observée
chez des individus indépendants socialement et moins contr6lés par leur environnement
domestique, c’est-a-dire a la fin de ’enfance et a I’adolescence. Selon un rapport de 1'Anses, en
France, la consommation de restauration rapide a encore augmenté ces dix dernieres années
chez les enfants comme chez les adultes (Anses, 2021). De plus, d’autres modifications du
comportement alimentaire sont impliquées dans la prise de poids comme une dérégulation des
rythmes dans la prise des repas. Par ailleurs, il est important de noter que cette surconsommation
énergétique n’est pas, a elle seule, la cause de I’augmentation du surpoids. En effet, on constate
actuellement une réduction des apports énergétiques journaliers, et la prise alimentaire n’est
pas toujours directement corrélée avec le surpoids (la fréquence des prises alimentaires chez les
enfants €tant plutdt associée a un faible poids, Kaisari et al., 2013). En revanche, on note une
diminution drastique de I’activité physique due a la sédentarisation et ’urbanisation des
populations, entrainant une diminution des dépenses énergétiques (Oppert and Charreire,
2012). C’est donc la conjugaison de ces deux facteurs, les apports énergétiques restant
supérieurs aux dépenses, qui est responsable de I’augmentation du surpoids, en se traduisant
par une balance énergétique déséquilibrée (Hong et al., 2016). De plus, plusieurs facteurs de
risque prénatal de 1’obésité ont été identifiés : tabagisme maternel, diabete ou surpoids maternel,
prise de poids excessive pendant la grossesse, déficit ou exces de croissance du feetus.

Par ailleurs, il existe également de fortes inégalités sociales (Figure 2). En effet, le surpoids et

I’obésité sont généralement plus fréquents dans les catégories sociales défavorisées. L’étude
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Obépi 2020 confirme cette observation, sur le critére de la qualification professionnelle, avec

une prévalence de I’exces de poids de 51 % chez les ouvriers contre 35 % chez les cadres.

.. cultural ang e
«\\C ' nv/[‘o
N,

Figure 2 : Les principaux facteurs de I’obésité
(rapport de I’OMS: Obesity and inequalities)

3. Co-morbidités associées a I’obésité

Le surpoids et I’obésité sont le cinquieme facteur de risque de déces au niveau mondial,
responsables de 2,8 millions de déces par an (OMS). De plus, ils représentent un facteur de
risque pour le développement de nombreuses co-morbidités. Ainsi, il apparait que 23% des
maladies cardiovasculaires sont attribuables a I’obésité (Valenzuela et al., 2023). Or ces
maladies (cardiopathies, hypertension artérielle et accidents vasculaires) sont actuellement la
premicre cause mondiale de déces. L hypercholestérolémie, I’hyperglycémie, 1’augmentation
du taux de triglycérides sanguins et I’hyper-insulinémie sont des facteurs de risque pouvant
conduire au développement du diabéte de type 2, dont 44% des cas sont imputables a 1’obésité.
Lorsqu’au minimum 3 de ces 5 symptomes sont présents chez le méme individu (surpoids,
hypertension, hypercholestérolémie, hyperglycémie et hyperinsulinémie), on parle de
syndrome métabolique. L’obésité est aussi responsable d'une augmentation du risque de
certains cancers, tels ceux de I’endométre, du sein et du colon dont 10 a 40% des cas lui sont
imputables. Enfin I'obésité engendre d'autres complications, comme des troubles musculo-
squelettiques, tel I’arthrose, fortement invalidante. Plus récemment, il a été montré que I’obésité
est un facteur de risque de développer des formes graves de Covid-19 (Caussy, 2021).

L’indice le plus prédictif du risque de manifester ces co-morbidités associées au surpoids n’est

pas I’'IMC, mais le rapport taille/hanches (RTH, Dagenais et al., 2005; Yusuf et al., 2020). En
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effet, la probabilité de développer des complications secondaires a 1'obésité est corrélée avec la
distribution androide de masse grasse et I’accumulation de tissu adipeux viscéral, par opposition
au tissu adipeux sous-cutané (Matsuzawa et al., 1995). Par ailleurs, I’obésité chez les enfants et
les adolescents est plus délétere car en plus d’affecter la croissance et le développement
pubertaire, la grande majorité d’entre eux resteront obeses a 1’age adulte, augmentant leur risque
de développer des maladies métaboliques et autres complications (Simmonds et al., 2016). Par
ailleurs, chez les enfants et adolescents, I’obésité conduit a des troubles psychosociaux

puisqu'elle est I’une des premicres causes de harcélement scolaire a 1’école (Kansra et al., 2020).
4. Disparités homme-femme dans la physiopathologie de I’obésité

Les hommes et les femmes ne sont pas égaux face a la prise de poids et a certaines maladies
métaboliques. Selon ’OMS, en 2016, 11% des hommes et 15% des femmes €étaient obeses dans
le monde (IMC > 30 kg/m?). Cependant, cette différence n’est pas retrouvée dans tous les pays.
Par exemple en France, la prévalence de I’obésité est la méme selon le sexe de 1997 a 2020
d’apres 1’étude Obépi-Roch 2020 (Fontbonne et al., 2023). En revanche, selon la méme étude,
les hommes étaient plus sujets au surpoids que les femmes (37% contre 24%) en France en
2020, ainsi qu’aux Etats-Unis en 2018 selon le NIH (34% contre 27%).

Par ailleurs, les conséquences de 1’obésité sur la santé différent entre hommes et femmes,
notamment concernant les maladies métaboliques comme le diabéte. En effet, au niveau
épidémiologique, d’apres un rapport de la Fédération Internationale du Diabéte, la prévalence
du diabete de type 2 dans le monde était plus importante chez les hommes que chez les femmes
(40-70 ans) en 2021 et les femmes souffrent généralement moins d'hyperinsulinémie (Espeland
et al., 1998). Apres la ménopause, la prévalence du diabete devient similaire chez les deux
sexes, suggérant que les cestrogenes sont impliqués dans ces différences.

Chez ’humain, il existe un dimorphisme sexuel dans la physiopathologie de I’obésité et du
surpoids (pour revues : Palmer and Clegg, 2015; Mauvais-Jarvis, 2015). Tout d’abord le
stockage et la répartition du tissu adipeux different selon le sexe de I’individu. En effet, les
femmes en surpoids présentent un profil dit gynoide (du grec ancien yovi, guné « femme »),
avec une accumulation de tissu adipeux sous-cutané au niveau des hanches, des fesses et des
cuisses, tandis que les hommes ont un profil dit androide (du grec ancien dvopog / andrés «
d’homme »), avec accumulation de tissu adipeux viscéral au niveau de 1’abdomen et de la
poitrine et associée a une augmentation du risque cardio-vasculaire et métabolique (Figure 3).

En revanche, 1'obésité gynoide et I'accumulation de tissu adipeux sous-cutané est moins délétere
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(Blouin et al., 2009; Shi et al., 2009). Ce dimorphisme est observé des la puberté et jusqu’a la
ménopause, puis s’atténue apres la ménopause avec une accumulation de tissu adipeux viscéral
chez les femmes ainsi qu’une augmentation de la prévalence de I’obésité chez les femmes. Ceci
suggere que les cestrogenes favorisent le développement du tissu adipeux sous-cutané chez les
femmes. D’ailleurs un traitement hormonal a la ménopause réduit 1’incidence du diabéte de
type 2 et améliore les parametres métaboliques chez des femmes ménopausées en surpoids
(Lovre et al., 2016; Gambacciani et al., 2001; Salpeter et al., 2006; Margolis et al., 2004). Les
¢tudes sur les rongeurs ont permis de confirmer ces découvertes et de décrire les mécanismes
par lesquels les cestrogenes influencent la physiopathologie de I’obésité (décrit ci-apres).

En plus de la répartition adipocytaire, 1’activité adipocytaire differe ¢galement en fonction du
sexe, avec des niveaux plasmatiques de leptine et d’adiponectine plus importants chez les
femmes (Considine et al., 1996). Par ailleurs, chez les mammiferes, les males consomment plus
de nourriture que les femelles (Wade, 1972), ce qui a été associé¢ a une plus faible densité de

neurones hypothalamiques anorexigenes chez des souris males (Nohara et al., 2011).
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Figure 3 : Résumé du dimorphisme sexuel dans ’homéostasie métabolique, le diabéte et I’obésité

(Mauvais-Jarvis, 2015).
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B. MODELES DE L'OBESITE CHEZ LE RONGEUR

Il existe de nombreux modeles d’obésité chez le rongeur. Ces modeles peuvent étre génétiques
(obtenus par modifications de génes impliqués dans la régulation de la prise alimentaire) ou

obtenus par I'alimentation. Nous présentons ici les plus utilisés (Nilsson et al., 2012).
1. Modzéles génétiques

e La souche de souris KK est un modele de résistance a 1'insuline et d’intolérance au glucose
au niveau périphérique, qui se traduit par une obésité modérée et le développement de diabete.
Le développement de 1’obésité et du diabete chez ce modele est d’origine polygénique. De plus,
lorsque la mutation du géne agouti (Ay) est introduite chez la souche KK, le développement du
diabete est plus prononcé. Le gene Ay est exprimé d’une manicre ubiquitaire chez les souris
KK-Ay et la protéine Agouti se comporte comme un antagoniste des récepteurs mélanocortine
4 en inhibant les signaux de I’hormone stimulante alpha-melanocyte (a-MSH) qui régule la
balance énergétique. Le poids corporel de ces souris se stabilise a I’age de 4-5 mois vers 50-
60g en moyenne. A cet age-la, la masse grasse représente approximativement 33% du poids
total. L obésité étant en partie due a une hyperphagie, la restriction alimentaire permet de
rétablir un poids normal. Cependant les souris KK-Ay présentent un phénotype incluant
I’hyperglycémie, I’hyperinsulinémie et I’intolérance au glucose, ce qui en fait plutdt un modele
du diabete de type 2 (Butler and Gerritsen, 1970).

e Un autre modele d’étude de 1’obésité monogénique et du diabéte est la souris 0b/ob. Ces
souris présentent une mutation récessive spontanée du géne codant pour la leptine, hormone
anorexigene, engendrant une absence de satiété et donc une augmentation de la prise
alimentaire. En plus d’une hyperphagie, elles présentent un syndrome diabétique (diabéte de
type 2) avec une hyperglycémie, une hyperinsulinémie, une insulinorésistance et une
hyperlipidémie ce qui en fait un bon modele d'é¢tude d’état prédiabétique et du diabéte.
Cependant, I'obésité chez I’homme est caractérisée par une hyper sécrétion de la leptine et/ou
une résistance a la leptine, et non par une absence totale de leptine.

e Les souris db/db sont un autre modele qui portent une mutation des récepteurs de la leptine
(Hummel et al., 1966). Elles présentent des phénotypes similaires a ceux des souris 0ob/ob avec
une prise du poids plus importante. Elles présentent un syndrome diabétique (diabete de type

2) avec une forte hyperglycémie et une insulinorésistance, mais également des troubles
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cardiovasculaires. Par ailleurs, €tant bas¢ sur une résistance a la leptine, elles sont par
conséquent un modele plus proche de 1’obésité chez ’Homme.

e Par ailleurs, les rats Zucker sont communément utilisés comme modéle d'obésité chez les
rats. Ces rats présentent une mutation récessive autosomique du gene fa (fatty-gene) induisant
une obéesité précoce due a la désensibilisation des récepteurs a la leptine. L hyperphagie (malgré
des taux élevés de leptine circulante) et la réduction des dépenses énergétiques conduisent au
développement d’une obésité trés précoce. Par ailleurs, des peptides orexigéniques comme le
neuropeptide Y, la galanine, et I’orexine sont régulés a la hausse chez ces rats. Ne présentant
pas de diabete ni d’hyperglycémie mais développant une obésité et une insulinorésistance, ce
modele présentent de fortes similarités avec la majorité des sujets obeses.

Induisant une obésité sévere et une forte adiposité, les modeles génétiques sont utiles dans la
compréhension des mécanismes de la mise en place de 1’obésité et des comorbidités associées.
Toutefois ces modeles génétiques comportent certaines limites car ils ne sont pas assez
représentatifs de ce qui se passe chez ’Homme, puisque I’obésité génétique représente moins
de 1% des cas. Par ailleurs, dans la plupart des modéles génétiques, 1’obésité est accompagnée
du syndrome métabolique, pouvant aller jusqu'au développement du diabéte de type 2. Par
conséquent, il est difficile de dissocier les effets de I’obésité elle-méme de ceux des

comorbidités, en particulier ceux du diabéte dont les effets sur la cognition sont bien connus.
2. Modé¢les induits par I’alimentation

a) Les différents régimes obésogenes

Les modéles d’obésité induite par le régime alimentaire représentent un modele plus proche de
I’obésité chez I'Homme. En effet, chez I’Homme, le surpoids est dii principalement a une
dérégulation de la balance énergétique, pouvant notamment étre induit par la consommation
d’un régime hypercalorique d’origine hyperlipidique et sucré (HLS). L'induction de 1’obésité
par le régime varie en fonction de la provenance et la quantité¢ des calories apportées. Par
exemple, pour un méme apport calorique en lipide (42%), 1’obésité et I’insulinorésistance
seront plus prononcées si les lipides proviennent de source animale, comme le lard riche en
acides gras saturés, plutdt que de source végétale, comme 1'huile de coco, ou de poisson riche
en acides gras saturés et poly-insaturés (Buettner et al., 2006). D’une maniere générale, la
présence d’acides gras saturés a longue chaine d’origine animale semble étre le facteur
prédisposant le plus a ’accumulation de tissu adipeux viscéral (Milanski et al., 2009) et entre

donc souvent dans la composition des régimes obésogenes chez les rongeurs. Par ailleurs, la
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quantité de calories en provenance des lipides peut varier entre les régimes. Ainsi, les deux
régimes HLS les plus couramment utilisés sont les régimes D12451 et D12492, de chez
Research Diets, dont respectivement 45% et 60% des kcal viennent des lipides ainsi que des
sucres simples (sucrose). Les atteintes métaboliques vont variées en nature et en intensité en
fonction du pourcentage de kcal apporté par les lipides présent dans le régime. Ainsi, chez le
rat, I’exposition a un régime dont 50% des kcal proviennent des lipides engendre une
augmentation des taux circulant de triglycérides et de leptine (Martin et al., 2007). Une
exposition a un régime plus riche en lipides (60% de lipides) engendre une hyperglycémie, une
hypercholestérolémie et une hyperinsulinémie, premiers symptomes de la résistance a
I’insuline, pouvant conduire jusqu’au diabete de type 2 (Pathan et al., 2008).

Concernant les glucides, on remarque dans la littérature 1’utilisation de régimes riches en
fructose et en sucrose. Les régimes combinant un apport calorique provenant des acides gras
saturés et des glucides induisent I’apparition rapide du syndrome métabolique, et notamment
de la résistance a I’insuline pouvant aboutir au diabete de type 2 (Couturier et al., 2010).

Un autre type de régime utilisé pour induire le surpoids et 'obésité chez le rongeur est le régime
dit « cafétéria », qui consiste a exposer les animaux a un mélange d’aliments palatables
(chocolat, biscuits, fromage ...) et ultra transformés. Bien que ce type de régime présente
l'avantage d'étre trés palatable et qu’il mime I’alimentation humaine, il présente aussi

I’inconvénient de ne pas de standardiser les contenus nutritionnels pour tous les animaux.

b) Choix de la souche

La consommation d’un régime HLS induit donc une augmentation du poids corporel chez les
rongeurs. En revanche, en fonction de leur fond génétique, certains individus peuvent présenter
une résistance a I’obésité induite par le régime en maintenant un poids corporel stable. Par
exemple, la souche de souris C57BL6/J est considérée comme une souche vulnérable donc
souvent utilisée dans les études, alors que les souches A/J et SWR/J présentent un phénotype
plus résistant au régime obésogene (Surwit et al., 1995). De la méme facon, certaines souches
de rats sont résistantes a 1’obésité induite par le régime HLS (S5B/PI et Lou/C) alors que
d’autres y sont sensibles (Wistar, Sprague-Dawley et Long Evans ; Schemmel et al., 1972). 1l
est donc évident que le fond génétique joue un role dans la prise du poids suite a la
consommation d’un régime HLS. Par ailleurs, il existe une variabilité inter-individuelle dans la
prise de poids avec les modeles d’obésité d’origine alimentaire, contrairement aux modeles
geénétiques. Cette variabilité inter-individuelle modélise celle décrite chez ’Homme qui, pour

une méme alimentation, présente différents degrés de surpoids et d’altérations métaboliques.
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¢) Choix du régime alimentaire

Lors de ces travaux de these, nous nous sommes intéressés aux effets d’un surpoids induit par
la consommation d’un régime HLS hyper-calorique. Nous avons utilisé le régime HLS le moins
drastique, soit le régime D12451 (Tableau 1), qui induit une obésit¢ modérée sans pour autant
induire le diabéte de type 2. Ce régime a I’avantage d’apporter des calories provenant des lipides
saturés ainsi que des glucides simples (sucrose) et complexes (amidon) ce qui modélise plus
fidelement les apports caloriques actuels chez ’Homme. Enfin, ce régime permet d’induire des

altérations cognitives dans notre modé¢le animal.

O ) 4
Composition Kcal Kcal
Lipids 10% 45%
-Soja oil/lard 0 5%/ 40%
Carbohydrates 68% 35%
-Starch/Maltodextrin/Sucrose 44%/-/3% 7%/ 11%/ 17%
Proteins 22% 20%
-Casein/ L-Cystine - 20%/ >0.5%
Total Kcal 2.90 4.73

Tableau : Composition des régimes C et HLS.

Composition en protéines, glucides et lipides des régimes controle A04 de chez SAFE, et des régimes
D12451 et D12492 de chez Research Diets, tirés des tableaux des fournisseurs. Concernant le régime
controle, les apports en kcal par composants ne sont pas disponibles. Les apports en vitamines,
minéraux et fibres sont les mémes dans ces régimes et correspondent aux besoins des rongeurs.

d) Les différences entre les sexes

Chez I’animal, il existe des différences entre les sexes dans le développement de troubles
métaboliques suite a une exposition a un régime obésogene. En effet, des souris femelles ne
développent pas d’hyperglycémie ni d’hypertriglycéridémie par rapport aux males aprés une
longue exposition a un régime HLS (9 a 12 mois) commencant des le sevrage. Par ailleurs, elles
développent moins d’hyperinsulinémie et d’hypercholestérolémie (Hwang et al., 2010). Chez
le rat aussi, les femelles sont, contrairement aux males, résistante a I’induction du surpoids et a
I’hyperglycémie suite a une exposition de 12 semaines a un régime HLS drastique (Underwood
and Thompson, 2016). De fagon générale, le poids corporel, la résistance a I’insuline et
I’intolérance au glucose sont des parametres moins altérés chez les femelles (Gallou-Kabani et
al., 2007; Hwang et al., 2010; Peng et al., 2020; Stubbins et al., 2012; Underwood and
Thompson, 2016). Par ailleurs, les males et les femelles engagent différents mécanismes
métaboliques compensatoires en réponse a la consommation d’un régime HLS (Maric et al.,
2022). Cependant, il est important de noter que males et femelles présentent, suite a I’ingestion
d’un régime obésogene, une accumulation de masse grasse et une hyperleptinémie (Hwang et

al., 2010; Martin et al., 2007). Les différences male-femelle varient en fonction de I’age des
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individus. Alors que les femelles développent moins d’altérations métaboliques que les males
lorsque le régime HLS démarre au sevrage, males et femelles sont impactés de la méme manicre
lorsque le régime HLS est démarré a 1’age adulte (Dakin et al., 2015; Salinero et al., 2018).

Les stéroides sexuels, tels que les cestrogenes, semblent impliqués dans la résistance a 1’obésité
d’origine alimentaire chez les femelles (Figure 4). En effet, les souris femelles adultes
ménopausées sont moins protégées des altérations métaboliques causées par une exposition
chronique au régime HLS (Salinero et al., 2018 ; Arcones et al., 2019). De plus, chez des
femelles ovariectomisées nourries avec un régime obésogene, la supplémentation en
cestrogenes  prévient 1’apparition de plusieurs désordres métaboliques et diminue
I’inflammation dans le tissu adipeux viscéral (Stubbins et al., 2012; Riant et al., 2009). Sur le
plan physiologique, les cestrogenes sont des régulateurs importants du métabolisme
énergétique. En effet, chez les femelles, les cestrogeénes régulent I’accumulation et la répartition
du tissu adipeux sous-cutané ainsi que le métabolisme des triglycérides/lipoprotéines,
notamment en modulant Dactivit¢ de la lipoprotéine lipase, enzyme d’hydrolyse les
triglycérides (Tessier et al., 2010). Ainsi, I’injection intracérébrale d’cestradiol augmente
I’accumulation du tissu adipeux sous-cutané chez les males et les femelles ovariectomisées
(Clegg et al., 2006). De méme, I’invalidation des récepteurs aux cestrogenes dans certains
neurones hypothalamiques SF- 1 (steroidogenic factor -1) provoque un développement du tissu
adipeux viscéral chez la souris femelle de facon similaire aux males (Xu et al., 2011). Les
cestrogenes régulent également la sensibilité a I’insuline (Bryzgalova et al., 2006) ainsi que la
prise alimentaire via leur action sur le noyau arqué de I’hypothalamus. En effet, chez des souris
femelles ovariectomisées, 1’administration d’cestrogenes augmente le nombre de neurones
anorexigenes du noyau arqué (Gao et al., 2007) et diminue la production du neuropeptide Y,

puissant orexigene (Nestor et al., 2014), conduisant a la diminution de la prise alimentaire.
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Outre les cestrogenes, la testostérone régule également le métabolisme énergétique glucidique
et lipidique, et en particulier la sensibilité a I'insuline (pour revue : Kelly and Jones, 2015). La
testostérone serait notamment impliquée dans la répartition androide du tissu adipeux viscéral
chez I’Homme en diminuant 1’accumulation de tissu adipeux sous cutané via 1’inhibition de la
lipoprotéine lipase dans le tissu adipeux sous cutané situé¢ dans la région fémorale (Ramirez et
al., 1997). D’autre part, de faibles taux de testostérone ont ¢été reliés a I'¢lévation des taux
d'insuline, de cholestérol, de triglycérides et d'apolipoprotéine B alors qu’un traitement a la
testostérone a un effet bénéfique sur leurs parametres métaboliques chez des patients masculins
pré-diabétiques et diabétiques de type 2 (Wittert et al., 2021). En effet, la normalisation de la

testostéronémie semble réduire la masse grasse abdominale et corriger I'intolérance au glucose.

Ainsi, I’age et le sexe semblent étre des facteurs importants qui interagissent dans certains

effets métaboliques de la consommation d’un régime obésogéne.
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II. OBESITE ET SYSTEME ENDOCANNABINOIDE

A.SYSTEME ENDOCANNABINOIDE EN CONDITION
PHYSIOLOGIQUE

1. Historique et caractérisation

Les cannabinoides sont un groupe de substances chimiques qui activent les récepteurs
cannabinoides. Il existe trois types de cannabinoides : endogenes (endocannabinoides, eCB),
végétaux (phytocannabinoides) et synthétiques. Il existe plus de soixante cannabinoides
végétaux présents dans le cannabis. Le premier cannabinoide a avoir été isolé fut le delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC ; Mechoulam and Gaoni, 1965). Le THC est connu comme le
principal composé psychoactif du cannabis (Carlini et al., 1974; Kiplinger et al., 1971). Les
recherches sur le THC ont permis d'identifier en 1990 le premier récepteur aux cannabinoides,
le récepteur aux cannabinoides de type 1 (CBIR ; Matsuda et al., 1990). Il est I’un des
récepteurs les plus abondants dans le cerveau ou sa distribution a été parfaitement caractérisée
chez ’Homme et les rongeurs (Glass et al., 1997; Herkenham et al., 1990; Mailleux et al., 1992;
Tsou et al., 1998; Westlake et al., 1994). Le CBI1R fut initialement class¢ dans la catégorie des
récepteurs orphelins car son ligand, le N-arachidonylethanolamide ou anandamide (du sanskrit,
ananda « béatitude ») ou AEA, ne fut isolé qu’en 1992 a partir de cerveaux de porc (Devane et
al., 1992). Cette découverte marqua une étape importante dans la caractérisation du systeme
eCB. Le 2-arachidonoylglycérole ou 2-AG, second cannabinoide endogene, fut isolé 3 ans plus
tard a partir de I’intestin canin (Mechoulam et al., 1995), puis du cerveau de rat (Sugiura et al.,
2006). Par ailleurs, en 1993, trois ans apres la découverte du CBIR, le second récepteur aux
cannabinoides, CB2R, fut découvert (Munro et al., 1993). Contrairement au CBIR, le CB2R
est principalement au niveau périphérique sur les cellules du systéme immunitaire. D’autres

récepteurs aux cannabinoides ont été découverts tel le récepteur vanilloide TRPV1 et le GPRSS.

2. Récepteurs des cannabinoides
a) Le récepteur CB1
Le CBI1R est le principal médiateur des effets des cannabinoides endogenes et exogenes sur le
cerveau. Le CBIR est un récepteur transmembranaire appartenant a la famille des récepteurs
couplés aux protéines G a 7 domaines transmembranaires (Figure 5). Il a d’abord été cloné chez

le rat (Matsuda et al., 1990), puis chez I’ Homme (Gérard et al., 1991) et la souris (Chakrabarti
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etal., 1995). Sa séquence primaire d'acides aminés présente 97-99% d'homologie entre ces trois
especes. Chez I’humain, le géne cnrl codant le CB1R est localisé sur le chromosome 6. Certains
polymorphismes sont liés a des troubles métaboliques comme I'obésité (Gazzerro et al., 2007;
Russo et al., 2007), des migraines mais aussi des troubles du sommeil et de la mémoire (Smith
et al., 2017), des maladies neuropsychiatriques telle que la schizophrénie (Chavarria-Siles et
al., 2008; Ujike and Morita, 2004) ou encore la dépression chez des patients atteints de la
maladie de Parkinson (Barrero et al., 2005). Le systéme eCB est ubiquitaire. En plus de sa
présence dans le cerveau, le CBIR est présent le long des voies de la douleur (Agarwal et al.,
2007) mais également dans de nombreux tissus périphériques comme le tractus gastro-
intestinal, le foie, les muscles squelettiques, le tissu adipeux, les os, I’utérus et méme le pancréas

endocrine (Engeli and Jordan, 2006).

Figure 5 : Structure
moléculaire des
récepteurs CB1 et

cg,0 cB,® | CB2

b) Le récepteur CB2

Le premier clonage du CB2R a été réalisé chez ’Homme (Munro et al., 1993), puis chez la
souris et le rat (Griffin et al, 2000; Shire et al, 1996). Comme le CB1R, le CB2R appartient a
la famille des récepteurs couplés aux protéines G a 7 domaines transmembranaires, toutefois,
les deux récepteurs ne présentent entre eux que 44% d'homologie de séquence et sont codés par
des génes distincts. Le CB2R est connu pour ses actions immunomodulatrices. En effet, il est
principalement exprimé au niveau périphérique, et en particulier sur les cellules immunes
activées (lymphocytes B et T, macrophages, monocytes, cellules natural killer, etc.) a des
concentrations bien plus élevées que le CBIR (Van Sickle et al., 2005). Par ailleurs, le CB2R

est exprimé a des niveaux tres faibles dans le cerveau (Gong et al., 2006; Skaper et al., 1996).
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3. Les endocannabinoides

a) Mécanismes de synthése

Les eCBs sont synthétisés dans les neurones post-synaptiques a la suite d'une dépolarisation
calcique induite par la stimulation de différents récepteurs. La synthése d’AEA a lieu en deux
¢tapes (Figure 6) : la premicre est la synthése du phospholipide N-arachidonoyl
phosphatidyléthanolamine (NAPE) a partir de phosphatidyléthanolamine, une réaction
catalysée par 1I’enzyme N-acyltransferase qui s’active suite a la libération de calcium ou
d’AMPc dans le neurone postsynaptique. La deuxiéme étape est 1’hydrolyse du NAPE par une
enzyme phospholipase D qui produit 'AEA. L’AEA est donc un lipide de signalisation

intercellulaire directement synthétisé a partir de lipides membranaires ordinaires.

Figure 6 : Schéma illustrant les voies de

Akyl biosynthése de I’anandamide.
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P—O~\NH (Freund et al., 2003)
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neurone suite a I’activation des canaux Ca?" voltage-dépendants. Elle s’effectue selon deux
voies de synthese principales (Figure 7). La premieére voie implique la transformation de
phospholipides membranaires (comme le phosphatidyléthanolamine) en diacyglycérol (DAG)
sous ’action de l'enzyme phospholipase C (Basavarajappa, 2007), notamment engagée par
I'activation de divers récepteurs au glutamate métabotropiques du groupe I (mGIluR1 et
mGluR5). Le DAG est ensuite hydrolysé par la diacylglycérol lipase (DAGL) pour générer du
2-AG (Bisogno et al., 1999). En plus d’étre un intermédiaire dans les voies de biosynthése des

lipides, le DAG est aussi un lipide de signalisation activateur de la protéine kinase C. La
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deuxieme voie de synthése conduit a la production de 2-AG a partir du phosphatidyl inositol

grace a I’action de lI'enzyme lyso-phospholipase C (Lu and Mackie, 2016).

Acyl
Arachidonyl
P —Inositol

Phosphatidylinositol

PLC

Figure 7 : Schéma illustrant les voies de
biosynthése du 2-arachidonoylglycérol
(2-AG). PLC, phospholipase C; DAG, 1,2-
diacylglycérol; DGL, 1,2-diacylglycérol
lipase; PLAI, phospholipase Al; PI,
phosphatidylinositol.

Adapté de (Lu and Mackie, 2016)

Acyl :I HO I
Arachidonyl Arachidonoyl

OH P—Inositol
1,2-DAG lyso-PI

Une fois dans le cerveau, les acides gras

poly-insaturés  sont  estérifiés en

DGL phospholipides des membranes
lyso-PLC

OH cellulaires. Lorsqu'ils sont libérés de la

vos

HO

membrane, ils sont métabolisés en eCB
ou en plusieurs dérivés avec les enzymes

cyclooxygénase, lipoxygénase et

:'> Arachidonyl

N

G cytochrome P450.

b) Mécanismes de dégradation

Une fois dans le cytosol, les eCBs sont principalement dégradés par deux enzymes
intracellulaires spécifiques (sérines hydrolases). La fatty acide amide hydrolase (FAAH)
catabolise ’AEA en acide arachidonique et en éthanolamine (Cravatt et al., 1996). Cette
enzyme est exprimée de fagon ubiquitaire dans le cerveau de rat et se trouve principalement au
niveau des corps cellulaires et des dendrites des neurones. Bien que le 2-AG puisse également
étre dégradé par I’enzyme FAAH (Blankman et al., 2007), il est principalement catabolisé in
vivo par une lipase du monoacylglycerol (MAGL) localisée sur les terminaisons pré-
synaptiques. La MAGL hydrolyse le 2-AG en acide arachidonique et en glycérol. De fagon
intéressante, la localisation différentielle des enzymes FAAH et MAGL au niveau post- et pré-
synaptique respectivement suggeére des roles différents pour leurs substrats préférentiels
respectifs (AEA et 2-AG) dans le cerveau (Gulyas et al., 2004). Par ailleurs, les eCBs peuvent
étre dégradés en parallele par oxydation via ’enzyme cyclooxygénase et la lipoxygénase (pour

revue : Vandevoorde and Lambert, 2007).
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¢) Transport et action

Les eCBs sont des dérivés d'acide gras formés a partir des lipides contenus dans les membranes
des cellules. De I'ordre du nanomolaire par gramme de tissu, la concentration cérébrale de 2-
AG est 200 fois plus importante que celle d’AEA (Sugiura et al., 2006). Dans le cerveau, ces
molécules sont produites « a la demande » au niveau post-synaptique et sont libérées dans
I’espace extracellulaire de fagcon rétrograde pour agir au niveau pré-synaptique. De par leur
nature lipidique, ils ne sont pas stockés dans des vésicules synaptiques, et diffusent librement
apres leur production pour se fixer sur des récepteurs spécifiques, puis sont rapidement

métabolisés localement. On les qualifie de ce fait de neurotransmetteurs non conventionnels.

B. SYSTEME ENDOCANNABINOIDE EN CONDITION
D'OBESITE

1. Roéle du systéme endocannabinoide dans la prise alimentaire et

la masse corporelle

Le systéme eCB régule de nombreuses fonctions de I’organisme tels que la prise alimentaire ou
le métabolisme glucido-lipidique au niveau périphérique. Le cannabis ou I’administration de 2-
AG et d’AEA au niveau central ou périphérique, augmentent la prise alimentaire (Jamshidi and
Taylor, 2001; Kirkham et al., 2002; Williams and Kirkham, 1999). Cet effet est dépendant du
CBIR puisque 'administration d’un antagoniste sélectif du CBIR inhibe l'effet orexigene de
I’AEA ou du 2-AG (Kirkham et al., 2002; Williams and Kirkham, 1999). Inversement, des
souris déficientes en CBIR (KO CBI1-/-) sont résistantes a la prise de poids induit par la
consommation d’un régime HLS (Massa et al., 2010; Ravinet Trillou et al., 2004). Le systeme
eCB pourrait réguler la prise alimentaire en influengant la sécrétion de différentes hormones
régulant D’appétit, telles que la ghréline (hormone orexigénique) et la leptine (hormone
anorexigénique). A I’inverse, la leptine inhiberait au niveau hypothalamique la synthése des
eCBs (Di Marzo et al., 2001). D’une autre manicere, le systétme eCB modulerait ’appétit et la
digestion en exergant des effets sur des systemes liés au stress (axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien) et sur le systetme de la récompense (Hill and Gorzalka, 2006). Les CBIR sont
également exprimés par les adipocytes blancs (Cota et al., 2003). Ils participent a la
différentiation du tissu adipeux, puisque le blocage des CBIR in vitro induit la transformation

de tissu adipeux blanc en tissu adipeux brun (Perwitz et al., 2010). Par ailleurs, le blocage
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périphérique des CBIR induit une augmentation de la dépense énergétique, de 1'oxydation
lipidique et de la thermogénese (Nogueiras et al, 2008; Verty et al, 2009). Dans les adipocytes,
les eCBs inhibent I’expression de I1’adiponectine et peuvent également provoquer une
stimulation de la visfatine, toutes deux impliquées dans la résistance a 1’insuline. Les eCBs
régulent également le métabolisme lipidique au niveau hépatique. En effet, I'activation des
CBIR des hépatocytes augmente 1'expression des enzymes de la lipogenese, conduisant a
I’augmentation de la synthése de novo d’acides gras, et favorisant I’obésité induite par la
consommation d’un régime obésogene (Osei-Hyiaman et al., 2005). A I’inverse, le blocage
périphérique des CB1R permet de corriger I'insulino-résistance chez des animaux obéses (Tam
et al., 2010). Le CBIR est aussi exprimé par les cellules B des ilots pancréatiques ou il inhibe
la libération d’insuline via la régulation du calcium intracellulaire (Nakata and Yada, 2008). Le
CBIR est également présent au sein du tractus gastro-intestinal, ou ils régulent la motilité, la
sécrétion, I'inflammation et la perméabilité intestinale (pour revue : DiPatrizio, 2016).

L’action des eCBs sur le métabolisme peut également passée par le GPR55 et le TRPV1 et les
PPAR (peroxisome proliferator activated receptors). De plus, les acyléthanolamides
(métabolites de ’AEA) peuvent se lier et activer les PPAR sans pour autant activer les CB1R.
Les PPAR appartiennent a une famille de récepteurs nucléaires qui agissent comme des facteurs
de transcription et régulent 1’expression de nombreux genes impliqués dans 1’homéostasie

énergétique, le métabolisme lipidique, la différenciation des adipocytes et I’inflammation.
2. Surpoids, obésité et perturbation du systéme endocannabinoide

a) Perturbation du systéeme endocannabinoide

Il est maintenant bien établi que I’obésité est associée a une hyperactivation du systeme eCB.
En effet, chez ’Homme le systeme eCB semble étre particulierement actif chez les sujets obeses
(pour revue : Bermudez-Silva et al., 2012). Ceci a été mis en évidence pour la premiére fois
chez des femmes en surpoids et obeses souffrant d'hyperphagie boulimique et des femmes
ménopausées obeses qui présentaient des taux sanguins ¢levés d'AEA et de 2-AG (Engeli et al.,
2005; Monteleone et al., 2005). D’autres études ont ensuite confirmé cela chez des patients
obeses (Bliiher et al., 2006; Cot¢ et al., 2007; Engeli, 2008). De plus, la perte de poids de sujets
obéses est associée a une diminution des concentrations plasmatiques d’AEA et de 2-AG
(D1 Marzo, 2009). Par ailleurs, certaines études ont établi chez ’Homme des corrélations entre

des polymorphismes du géne codant le CB1R, cnrl et I’obésité (Gazzerro et al., 2007).
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En condition d’obésité, ’hyperactivité¢ du systtme eCB se manifeste dans plusieurs organes
clés du métabolisme énergétique. Des études ont montré une corrélation positive entre le tissu
adipeux viscéral et les eCBs circulants (Bliiher et al., 2006; Coté et al., 2007; Di Marzo and
Matias, 2005). D’autres études ont également montré une augmentation des niveaux d’AEA et
de I’expression des CBIR au niveau hépatique chez des souris nourries avec un régime HLS,
impliquée dans D’apparition d’une stéatose et d’une insulinorésistance hépatique (Osei-
Hyiaman et al., 2005). Inversement, [’activation des CBIR hépatiques active la
néoglucogenése, la lipogenese de novo et diminue la -oxydation des AG. D’autre part, il a été
montré que la stimulation du systeme eCB conduit a une diminution de la captation de glucose
par les muscles (Liu et al., 2005) et a une diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules
B pancréatiques (Matias et al., 2006). L hyperactivité du systéme eCB est également retrouvée
au niveau cérébral, et en particulier au niveau du noyau arqué de I’hypothalamus impliqué dans

la régulation de la balance énergétique (Di Marzo et al., 2001; Yang et al., 2018).

b) Mécanismes impliqués

En condition d’obésité, I’augmentation des niveaux d’eCBs pourrait étre due a une baisse des
enzymes de dégradation des eCBs, comme cela a ét¢ observé dans les tissus adipeux, sous-
cutané et viscéral, de patients obéses (Bliiher et al., 2006). Cette baisse d’expression des
enzymes de dégradation des eCBs pourrait étre favorisée par l'insulinorésistance puisque
I’insuline a une action régulatrice sur 1’expression de la FAAH, enzyme de dégradation de
I’AEA. De facon similaire, une augmentation de leptine circulante (ou hyperleptinémie)
associée a 1’obésité pourrait favoriser la hausse des niveaux d’eCBs au travers d’une leptino-
résistance, puisque la leptine active directement I’expression de la FAAH sur sa région
promotrice via le facteur de transcription STAT3 (Maccarrone et al., 2003). En effet, la leptine
régule les niveaux des eCBs spécifiquement dans I’hypothalamus. En particulier, 1’absence de
leptine chez les souris 0b/ob est associée a une augmentation des eCBs hypothalamiques et un
traitement a la leptine diminue les concentrations hypothalamiques d’AEA et de 2-AG (Di
Marzo et al., 2001).

D’une autre fagon, les niveaux d’eCBs pourraient ¢galement étre modulés directement par les
apports nutritionnels en acides gras. En particulier, les niveaux cérébraux de 2-AG et d'AEA
sont augmentés chez des souris nourries avec un régime déficient en acides gras polyinsaturés
n-3 et riche en acides gras polyinsaturés n-6 (Watanabe et al., 2003). De méme, les niveaux de
2-AG et d'AEA sont augmentés dans le foie, I'intestin gréle, le pancréas et le tissu adipeux chez

des animaux nourris avec un régime HLS (Artmann et al., 2008; Matias et al., 2006). A
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I’inverse, une privation alimentaire a long terme de précurseurs essentiels d’acides gras
polyinsaturés induit une diminution des niveaux cérébraux de 2-AG et d'AEA chez les rongeurs
(Hanus et al., 2003). Enfin, une élévation des glucocorticoides, souvent associée a I’obésite,
pourrait aussi favoriser 1’augmentation des niveaux d’eCBs, puisque les glucocorticoides sont
également connus pour inhiber I’expression de I’enzyme de dégradation des eCBs, la FAAH

(Malcher-Lopes et al., 2006)

*Q@
\ L/
\Hu*m‘zécepteur CB1

Accumulation de lipides intra-hépatocytaire
Insulino-résistance
) - Homéostasie énergétique
Stockage d’acides gras
0 Insulino-résistance
AL

Régulation de la prise alimentaire

Figure 8 : Effets de ’activation du
récepteur CBI1 sur la régulation

Augmentation de la sécrétion en insuline

TN de la prise alimentaire en fonction
des organes. (issu de Gilgenkrantz
(;9)‘}) Insulino-résistance and Lotersztajn, 2018)

¢) Les CB1R, une cible thérapeutique

Tandis que I’activation des CB1R affecte la régulation de la prise alimentaire (Figure 8) et
augmente généralement le poids corporel, I’inactivation des CBIR par blocage
pharmacologique ou par délétion génétique diminue la prise de poids et de nombreux
parametres associés a I’obésité. En effet, le blocage périphérique des CB1R avec un antagoniste
spécifique provoque une perte de poids chez des souris obeses, induit par une augmentation de
la dépense énergétique (Malcher-Lopes et al., 2006). Chez I'Homme aussi, le blocage des CB1R
par I’administration de Rimonabant permet de diminuer significativement le poids corporel de
patients en surpoids (Christensen et al., 2007). Par ailleurs, le Rimonabant améliore de
nombreux paramétres métaboliques comme la prise alimentaire, la glycémie a jeun,
I’hyperinsulinémie ainsi que le cholestérol et les triglycérides plasmatiques (Després et al.,
2005; Pi-Sunyer et al., 2006; Scheen et al., 2006; Van Gaal et al., 2005). Malgré ses effets
bénéfiques sur le métabolisme énergétique, le blocage chronique des CB1R au niveau du
cerveau provoque 1’apparition d’effets secondaires indésirables graves tels que I’augmentation

de la dépression et les idées suicidaires (Christensen et al., 2007), découverte qui a conduit a
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son retrait du marché en 2008, deux années apres le début de sa commercialisation (Le Foll et
al., 2009). Des lors, de nombreux antagonistes des CBI1R périphériques (ne passant pas la
barriere hémato-encéphalique) ont été développés (pour revue : Cinar et al., 2020). Par ailleurs,
chez le rongeur, la délétion des CB1R restreinte aux adipocytes diminue la prise de poids, et
I’obésité induite par la consommation d’un régime HLS, par une augmentation de la biogenése
mitochondriale et de la thermogenese (Silvestri and Di Marzo, 2013).

Le systeme eCB est donc fortement impliqué dans I’obésité et les troubles métaboliques

induits par la consommation d’un régime alimentaire obésogéne.

32



III. MEMOIRE ET ADOLESCENCE

A.LA PHYSIOLOGIE DE LA MEMOIRE

1. Les différents systémes de mémoire

a) Généralités

La mémoire est un ensemble de processus qui permet d’acquérir, de stocker et de rappeler des
informations, pour permettre 1’adaptation du comportement futur de I’individu en fonction de
son expérience passée. Apres leur intégration sensorielle, certains €léments seront retenus alors
que d’autre seront oubliés. Certains éléments ne sont retenus que quelques minutes, de maniere
transitoire, en mémoire de travail ou mémoire a court terme. D’autres informations vont &tre
gardées plus longtemps en mémoire (heures, jours, semaines ...), on parle alors de mémoire a
long terme. La mémoire a long terme se décompose en 3 étapes successives : I’encodage, le
stockage, et le rappel des informations. L’encodage, ou acquisition, correspond a I’intégration
sensorielle des informations. Le stockage de ces informations se fait par leur consolidation qui
permet le passage de I’information d’une forme labile (mémoire a court terme) a une forme
stable. Le rappel, ou restitution, est la phase de récupération des informations.

Le terme de « consolidation mnésique » a été utilisé pour la premicre fois en 1900 par Miiller
et Pilzecker. Deux processus de consolidation sont maintenant proposés. Tout d’abord, la
consolidation cellulaire (ou synaptique), qui a lieu au cours des premieres heures suite a un
apprentissage. Elle est basée sur la réorganisation de synapses existantes ou la création de
nouvelles synapses conduisant a des changements morphologiques permettant de stabiliser les
connexions neuronales correspondant a la trace mnésique (Dudai, 2004). Ensuite, la
consolidation systémique, s’opérant sur un délai bien plus long (semaines, mois, années). Celle-
ci implique la réorganisation des circuits cérébraux avec notamment le désengagement de
I’hippocampe au profit des structures corticales (transfert/réorganisation de la trace mnésique ;

Frankland and Bontempi, 2005).

b) Machinerie cellulaire de la consolidation

L’inhibition de la synthese protéique bloque la mémoire a long terme sans affecter la mémoire

a court terme, indiquant que la synthése de nouvelles protéines, indispensable a la

réorganisation des synapses, est a la base de la consolidation de la mémoire. En effet la

consolidation mnésique impliquerait I’activation spécifique de génes ou de kinases (PKA, PKC,

CREB ou NCAM) dans I’hippocampe pour la stabilisation synaptique (Abel et al., 1998; Colley
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etal., 1990; Huang et al., 1992). Au niveau synaptique, un des substrats de la mémoire serait la
potentialisation a long terme des synapses qui s’accompagne de nombreux changements
cellulaires et moléculaires (Malenka & Nicoll, 1999). Lors d’un apprentissage, cette
potentialisation permettrait de renforcer 1’efficacité¢ synaptique a long terme, c’est a dire la

communication entre deux neurones (Lang et al., 2004; Segal, 2005; Zuo et al., 2005).

¢) Proposition de classification des systémes de mémoire

Les premiéres ¢tudes de neuropsychologie ont permis d’observer que des 1ésions de certaines
zones du cerveau chez des patients victimes de traumatismes, d’opérations chirurgicales ou de
syndromes lésionnels entrainaient parfois des troubles comportementaux bien spécifiques. Le
cas le plus connu est celui du patient H.M. opéré dans les années 50 (Scoville and Milner, 1957).
Ce patient présentait un fort syndrome amnésique antérograde apres la résection bilatérale de
ses lobes temporaux médians, incluant I’hippocampe, pour traiter une épilepsie. En effet, aprés
I’opération, H.M. était incapable de former de nouveaux souvenirs bien que sa mémoire a court
terme ainsi que ses autres fonctions cognitives et capacités sensorielles soient préservées. Pour
la premicére fois, ceci mit en évidence I’existence de plusieurs formes de mémoires, possédant
des bases neurobiologiques différentes : des mémoires a court terme indépendantes de
I’hippocampe et des mémoires a long terme dépendantes, pour certaines, de I’hippocampe
(Milner, 1972). Suite a cela, de nombreuses études chez le singe et le rongeur ont permis de
découvrir des liens entre 1’intégrité de certaines structures cérébrales et certaines mémoires. 11
apparait qu’il existe différents systémes de mémoire a long terme, en fonction de I’information
mémorisée, qui repose sur certaines structures cérébrales particulieres. Aussi un modele de

classification des mémoires a long terme a €té proposé chez ’Homme (Figure 9 ; Henke, 2010)

- Figure 9 :
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2. Le systéme hippocampique

a) Cytoarchitecture de ’hippocampe et connexions

L’hippocampe fait partie du lope temporal médian qui est crucial pour la mémoire épisodique
et la navigation spatiale (Morris et al., 1982; Scoville and Milner, 1957; Squire, 1992). Cette
structure sous-corticale a une conformation tridimensionnelle complexe et comporte plusieurs
subdivisions anatomiques. En effet, I’hippocampe est composé du gyrus denté (DG), et de la
corne d’Ammon (constitué¢ des sous-régions CAl, CA2 et CA3). Par ailleurs, la formation
hippocampique comprend les structures parahippocampiques permettant 1’entrée (cortex
entorhinal) et la sortie (subiculum) des informations. Pour équilibrer la neurotransmission
glutamatergique excitatrice, [’hippocampe contient ¢galement un nombre important
d’interneurones inhibiteurs GABAergiques. Au sein de la formation hippocampique, il existe
deux types neurones glutamatergiques principaux : les cellules granulaires du DG et les cellules
pyramidales des champs ammoniques.

Les corps des cellules granulaires se situent dans la couche principale stratum granulosum du
DG et leurs projections axonales, appelées « fibres moussues », innervent 1’aire CA3. Le DG
est également composé de deux autres couches : le hile, couche profonde polymorphe, et
stratum moleculare, couche superficielle formée par les dendrites apicales des cellules
granulaires ainsi que leurs afférences. Les corps des cellules pyramidales se trouvent eux dans
la couche stratum pyramidale de la corne d’Ammon et les projections axonales,du CA3
appelées « collatérales de Schaffer », innervent les aires CA1 et CA2, le CA2 projetant sur le
CALl. Les cellules du CA1 projettent vers le subiculum, qui est la principale voie de sortie de
I’hippocampe. La corne d’Ammon est composée de deux autres couches : le stratum oriens,
couche polymorphe comprenant des fibres afférentes et efférentes ainsi que des interneurones
GABAergiques, et le stratum moleculare formée par les dendrites apicales des cellules
pyramidales ainsi que leurs afférences. Ainsi, 1’hippocampe posséde des connexions
intrinséques reliant I’ensemble de ses régions formant le circuit tri-synaptique (Figure 10). Dans
ce circuit, les principales voies hippocampiques sont unidirectionnelles (du DG vers le CA1 en
passant par CA3 etCA2). Ce circuit tri-synaptique ainsi que 1’activité récurrente au sein du CA3

jouent un role central dans les modeles théoriques proposés pour le réle de 1’hippocampe.

35



Figure 10 : Représentation schématique de I’hippocampe.

Connexions intra-hippocampiques du circuit trisynaptique en coupe frontal de I’hippocampe. Cortex
entorhinal (EC), gyrus denté (DG), subiculum (Sb), voie perforante latérale et médiale (LPP/MPP),
fibres moussues (MF), voie collatérale de Schaffer (SC), voie associationnelle et commissurale (AC)
(issu de Kesner, n.d., p. 8).

Par ailleurs, I’hippocampe possede des voies de sortie (ou efférences), le reliant a d’autres
structures cérébrales. La principale efférence dorsale de I’hippocampe est formée par le fornix
qui est constitu¢ des axones des cellules pyramidales hippocampiques projetant vers d’autres
régions du cerveau comme le sepfum et I’hypothalamus. L’autre voie de sortie importante de
I’hippocampe passe par le subiculum ou les cellules pyramidales du CA1l projettent vers le
cortex entorhinal. Ce dernier va a son tour émettre des projections vers différentes aires
associatives du néocortex telles que le cortex préfrontal ou le cortex orbitofrontal. En paralléle
de ces deux voies principales, le CA1 de I’hippocampe projette vers les noyaux de I’amygdale,

les cortex entorhinal, périrhinal et postrhinal et d’autres régions corticales.

Par ailleurs, I’hippocampe peut étre divisé en deux parties : une partie dorsale (postérieure chez
I’homme) et une partie ventrale (antérieure chez ’homme) avec une anatomie et des fonctions
distinctes (Pitkdnen et al, 2000; Strange et al, 2014). L hippocampe dorsal est plus impliqué
dans la mémoire et la navigation spatiale alors que 1’hippocampe ventral participe plutot aux
comportements de type anxieux (Strange et al, 2014 ; mais voir Bakoyiannis et al., 2023 pour
son role mnésique). Par ailleurs ils possedent des afférences et des efférences bien distinctes.
L’hippocampe dorsal est principalement connecté avec le néocortex (entorhinal et
rétrospléniale) ainsi que le septum latéral tandis que I’hippocampe ventral est principalement
connecté avec les structures sous-corticales (amygdale, nucleus accumbens, septum latéral et

hypothalamus) et le cortex frontal (Fanselow and Dong, 2010; Figure 11).
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Figure 11 : Projections de ’hippocampe le long de I'axe dorso-ventral.

L'hippocampe dorsal projette vers la zone rétrospléniale (RSP) du cortex cingulaire antérieur, vers
[’aire tegmentale ventrale (ATV) via le septum et vers la partie ventrale de I’hippocampe. L'hippocampe
ventral projette vers le cortex préfrontal médian (mPFC), l'hypothalamus, l'amygdale, les noyaux du lit
de la strie terminale (BNST) et I’ ATV via le noyau accumbens (nACC) (issu de Tannenholz et al., 2014)

b) Hippocampe et mémoire

Chez I’homme, I’hippocampe est indispensable a la mémoire déclarative, basée sur la capacité
de verbaliser les expériences vécues et notamment « ce que j’ai fait, ou et quand je ’ai fait »
(what, where, when). Par exemple, je suis capable de me rappeler ou j’ai mangé hier, ce que
j’ai mang¢ et a quelle heure. Lorsque je me remémore ce souvenir, je suis également capable
de me souvenir d’autres éléments contextuels comme par exemple les personnes avec qui j’ai
mangé, la couleur de mes aliments, mon humeur a ce moment, etc.

Si I’existence de la verbalisation et la conscience de soi font encore débat chez 1’animal, on
peut mettre en place chez eux des évaluations comportementales (n’impliquant pas la
verbalisation) permettant de tester un proxy de la mémoire déclarative, la mémoire épisodique.
Ainsi, pour la premiere fois, Clayton et Dickinson en 1998 démontrerent que des geais sont
capables de retrouver quel type de nourriture ils ont précédemment caché, quand et ou ils I’ont
cachée, indiquant qu’ils présentent des capacités similaires a celles de la mémoire épisodique
chez I’humain. Depuis, d’autres études ont confirmé 1’existence de mémoire de type épisodique
chez les rongeurs, dépendante de I’intégrité de 1’hippocampe (Dere et al., 2005; Eacott and
Norman, 2004).

Par ailleurs, ’hippocampe est caractérisé par la présence de cellule « de lieu », cellule s’activant
lorsque I'animal passe a des endroits précis de son environnement et qui permettrait donc a
I’individu de former une représentation spatiale de son environnement (O’Keefe and Nadel,
1978). D’ailleurs, Richard Morris en 1984 a démontré I’implication de I’hippocampe dans la
mémoire spatiale puisqu’une lésion de I’hippocampe, en particulier sa partie dorsale, diminue

les performances de mémoire spatiale, sans affecter les aspects motivationnels et moteurs
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(Moser et al., 1993, 1995). D’autres ¢tudes ont permis de montrer que 1’hippocampe ne serait
pas exclusivement dédié¢ a la mémoire spatiale mais contribuerait é¢galement a d’autres formes
de mémoire, telle que la mémoire de reconnaissance (voir paragraphe Il11.A.4.a) ou la mémoire
contextuelle (voir paragraphe I1I.A.4.b) et plus généralement a la mémoire relationnelle
permettant d’élaborer des liens entre différents ¢léments (what) liés dans I’espace (where) et/ou

le temps (when; Eichenbaum et al., 1989; Etchamendy et al., 2003).

3. Le cortex preéfrontal

a) Cytoarchitecture du cortex préfrontal et connexions

Le cortex préfrontal (CPF) est une aire associative située a ’avant du lobe frontal. Chez les
rongeurs, le CPF est communément divisé¢ en trois régions (Figure, Dalley et al., 2004) :
ventrale, principalement composé des aires orbitales, latérale, composé du cortex insulaire, et
médiane, correspondant au cortex préfrontal médian (CPFm ou mPFC) composé du cortex
pré-central médian, du cortex cingulaire antérieur, du cortex prélimbique, du cortex
infralimbique et du cortex orbital médian (Figure 12).

Par la suite, nous nous intéresserons plus particuliecrement au CPFm en raison de son

implication dans les processus de mémorisation.

2mm

Figure 12 : Organisation du cortex préfrontal chez le rongeur

(a) : Coupe sagittale 0,9 mm depuis la ligne médiane. (b) : Coupe coronale 3,5 mm du bregma (indiqué
par la fléche). Les légendes représentent les trois sous-divisions du CPF (médian, ventral et latéral).
Abréviations : ACg, cortex cingulaire antérieur ; AID, cortex agranulaire insulaire dorsal ; AIV, cortex
agranulaire insulaire ventral ; AOM, noyau olfactif médian antérieur ; AOV, noyau olfactif ventral
antérieur ; cc, corps calleux ; Cg2, cortex cingulaire 2 ; IL, cortex infralimbique ; LO, cortex orbital
latéral ; M1, aire motrice primaire ; MO, cortex orbital médian ; OB, bulbe olfactif ; PrL, cortex
prélimbique ; PrC, cortex précentral ; VLO, cortex orbital ventro-latéral. (issu de : (Dalley et al., 2004).
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Considéré comme 1’équivalent du CPF dorsolatéral et ventromédian chez le primate (Vertes
2003; Seamans et al. 2008), le CPFm est subdivisé en deux zones selon un axe dorso-ventral
(Heidbreder and Groenewegen, 2003): une partie dorsale comprenant le cortex cingulaire
antérieur et le cortex prélimbique et une partie ventrale comprenant : le cortex infralimbique et
le cortex orbital médian. La partie dorsale du CPFm est connectée de fagon réciproque avec
les aires corticales sensorimotrices tandis que la partie ventrale est connectée avec le cortex
orbitofrontal, les zones corticales temporales (cortex entorhinal et périrhinal) et des structures
limbiques comme le noyau accumbens et I’amygdale (Figure 13). De plus, les zones ventrales

du CPFm sont les seules a recevoir des projections de I’hippocampe ventral (Vertes, 2004).
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Le CPF partage des caractéristiques avec les autres aires du néocortex puisque sa structure est
organisée de facon laminaire (Figure 14). Le CPF est ainsi composé de 6 couches distinctes (5
chez le rongeur), numérotées a partir de la surface. Cette organisation laminaire repose sur la
répartition des différents types neuronaux et de leurs projections :

- La couche I (couche moléculaire) se compose principalement des dendrites des neurones
pyramidaux des couches plus profondes ainsi que des projections axonales en provenance
d’autres régions corticales et sous-corticales comme le CPFm, I’hippocampe ventral et certains
noyaux thalamiques (Cruikshank et al., 2012).

- La couche II (couche granulaire externe) est composée de neurones pyramidaux appelées
cellules granulaires, avec une grande arborisation dendritique (van Aerde and Feldmeyer,
2015). Ces neurones regoivent des afférences du CPFm, des cortex insulaire et périrhinal, du

noyau médiodorsal du thalamus, de I’hypothalamus latéral, du striatum, de 1’amygdale
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basolatérale et de I’hippocampe ventral. En retour, ils projettent vers I’amygdale basolatérale,
le cortex périrhinal et le CPFm controlatéral (Gabbott et al., 2005; Little and Carter, 2012).

- La couche III (ou couche pyramidale externe), contient une grande concentration de
cellules pyramidales aux propriétés hétérogenes. Les couches II et 111 sont considérées comme
une seule et méme couche II/I1I. La majorité des neurones pyramidaux de cette couche ont des
projections dites « interlaminaires » vers les couches plus profondes (Ueta et al., 2013).

- La couche V (couche pyramidale interne) contient des neurones pyramidaux qui

constituent les principales voies de sortie du CPF prélimbique, et sont

Cortex
préfrontal classés en type de neurones (type A ou type B). Ces neurones projettent

) vers le cortex controlatéral, le striatum et 1’amygdale basolatérale. En
retour, ces neurones recoivent des afférences de nombreuses régions
corticales et sous-corticales vers lesquelles le CPF projette, soit
directement dans la couche V, soit indirectement via les neurones

pyramidaux des couches II/111.

- La couche VI (couche polymorphe) contient des neurones étoilés,

pyramidaux et fusiformes qui projettent majoritairement vers le

thalamus, mais ¢également I’hypothalamus latéral, le striatum et

I’amygdale.

Figure 14 : Représentation schématique de I'organisation laminaire du cortex préfrontal

Le CPF se compose principalement de cellules pyramidales glutamatergiques excitatrices (80-
90%) et d’interneurones GABA inhibiteurs (10-20%), présents dans toutes les couches
laminaires du CPF. Ces derniers, bien que peu nombreux, régulent I’activité excitatrice dans le
CPF (Markram et al., 2004). Ils présentent également une forte hétérogénéité en fonction de
leurs caractéristiques morphologiques, physiologiques, moléculaires ou de leurs sites d’action
(Gabbott et al., 2005; Kawaguchi and Kondo, 2002). L’activité de ces neurones est ¢galement
sous le contrdle de systemes neuromodulateurs comme le systtme eCB ou le systeme

dopaminergique (Seamans and Yang, 2004).

b) Cortex préfrontal et mémoire
Le CPF, du fait de sa cytoarchitecture et de sa connectivité spécifique, assure les fonctions

cognitives supérieures, telles que la prise de décision, le raisonnement, la planification ou

40



encore la flexibilit¢ comportementale (Barbas, 2015; Euston et al., 2012). En jouant le rdle
d’interface de nombreux circuits impliqués dans la cognition et les émotions, le CPF permet la
planification des actes quotidiens et 1’adaptation des comportements. Chez I’Homme, une
atteinte du CPF induit de multiples perturbations cognitives et comportementales (mémoire,
langage, attention, motricité, jugement, raisonnement, humeur et motivation). Le CPF joue
notamment un réle crucial dans la mémoire de travail, qui elle-méme sous-tend le stockage et
la manipulation temporaire d’informations pour la réalisation de tdches complexes comme la
compréhension du langage ou le raisonnement (Baddeley, 2003). Par ailleurs, le CPF est
impliqué dans la consolidation systémique. En effet, les informations sont consolidées par le
« transfert » de la trace mnésique de 1’hippocampe vers le cortex, en particulier le CPF. En
effet, chez I’ Homme, 1’activation de I’hippocampe lors du rappel diminue avec le passage du

temps, alors que celle du cortex augmente.

4. Modéles d’études de la mémoire

a) La mémoire de reconnaissance

- Processus

La mémoire de reconnaissance (des gens, des visages, des objets, des lieux ...) correspond a un
sous-type de mémoire de type épisodique. Les théories de la reconnaissance mnésique
distinguent deux processus différents lors du rappel de cette mémoire : la familiarité et la
remémoration (recollection). La familiarité est un sentiment immédiat d’avoir rencontré
précédemment un événement, un individu ou un objet sans rappel conscient des détails de
I’expérience vécue. La remémoration implique un rappel conscient des détails spécifiques de
I’expérience vécue (Eichenbaum et al., 2007). Les auteurs s’accordent en général sur 1I’idée que
ces deux processus fonctionnent séparément (Yonelinas et al., 2005). L’identification des
structures cérébrales impliquées dans ces processus reste a clarifier.

- Protocoles expérimentaux

La tache de mémoire de reconnaissance d’objet (MRO) a beaucoup ¢été utilisée pour étudier la
mémoire chez le rongeur (Ennaceur and Delacour, 1988). Cette tache non-spatiale présente
I’avantage d’étre non aversive et de ne pas utiliser de récompense alimentaire. Elle est
systématiquement composée d’une premicre phase : la phase d’acquisition, ou le rongeur
explore deux objets (souvent identiques). Aprés un certain délai temporel (temps de rétention
mnésique), dans la phase de test, I’animal explore a nouveau deux objets placés aux mémes
endroits que lors de la phase d’acquisition dans la méme aréne, mais 1’un des deux objets

familiers a ét¢ remplacé par un nouvel objet (Figure 15). La MRO est alors basée sur la
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préférence spontanée des rongeurs a explorer davantage 1’objet nouveau par rapport a 1’objet
familier (Aggleton et al., 2010; Broadbent et al., 2010). Toutefois, les protocoles varient en
fonction des études (délai de rétention, présence d’une habituation...). Notamment le temps de
rétention mnésique peut varier de 1 h a 24 h (ou plus) afin d’étudier différents types de mémoire
(a court ou a long terme) sollicitant différentes structures cérébrales. Certains protocoles
incluent également une phase d’habituation au contexte la veille de la phase d’acquisition. Dans
ce protocole, les objets sont codés pendant 1’acquisition selon un processus qui n'implique
probablement pas le traitement d'informations contextuelles (déja intégrées pendant
I’habituation) et donc solliciterait peu I'hippocampe. A 1’inverse, sans phase d’habituation, les
nouveaux objets sont mémorisés en méme temps que le nouveau contexte, ce qui favoriserait
les associations contextuelles et augmenterait ainsi I’implication de 1'hippocampe.

Par ailleurs, la performance de MRO est influencée par 1’état émotionnel de 1’animal. Par
exemple, I’acquisition de la MRO dans un nouveau contexte altere la MRO a long terme, mais
pas a court terme, par rapport a un contexte familier (Maroun and Akirav, 2008). Ces effets

impliquent le systéme glucocorticoide (Okuda et al., 2004).

Acquisition Test
(= R LIRS R

YLD

Figure 15 : Les configurations du test de mémoire de reconnaissance d’objet chez le rongeur et
chez PHomme. (adapté de Moreno-Castilla et al., 2018. Peinture : Jeune fille a la fenétre, Salvador
Dali, 1925). TRM: temps de rétention mnésique

- Structures cérébrales impliquées

Parmi les structures cérébrales identifiées chez le rongeur, le cortex périrhinal apparait comme
fortement impliqué dans la MRO, puisque des Iésions du cortex périrhinal perturbent fortement
la MRO dé¢s le court terme (Bussey et al., 1999; Mumby and Pinel, 1994; Barker and Warburton,
2011). Le role de I’hippocampe dans la MRO a quant a lui longtemps été débattu. En effet, la
tache de MRO semble induire certaines modifications dans 1’hippocampe, notamment des
changements de potentialisation a long-terme et de plasticité synaptique (Clarke et al., 2010).
L’acquisition de la MRO induit €galement une augmentation de 1’expression de c-Fos,

marqueur de 1’activité neuronale, dans le cortex périrhinal mais également dans 1’hippocampe,
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(Barbosa et al., 2013). Cependant, les Iésions de I'hippocampe n'affectent les performances de
MRO que pour la MRO a long terme (délai > 24 ou 48 heures) ou lorsque le protocole de MRO
comporte une composante spatiale, contextuelle et/ou temporelle (Barbosa et al., 2013; Barker
and Warburton, 2011; Forwood et al., 2005; Winters et al., 2004).

En revanche, des Iésions permanentes peuvent également déclencher des mécanismes
compensatoires et une réorganisation des circuits qui masquerait le réle de la structure 1ésée, en
I’occurrence I’hippocampe. Pour pallier a ce probléme, des études ont utilisé des manipulations
pharmacologiques transitoires et ont démontré que I'inactivation de I'hippocampe altére la MRO
a 24 h, mettant en évidence le role crucial de 1'hippocampe dans la MRO a long terme chez le
rat (de Lima et al., 2006; Rossato et al., 2007) ou la souris (Cohen et al., 2013). Enfin, des
études ont récemment suggéré que le cortex périrhinal serait spécifiquement impliqué dans la
familiarité, tandis que I'hippocampe serait plutot impliqué dans la « recollection », c'est-a-dire
le souvenir des informations précises de I’acquisition de la MRO (Brown and Aggleton, 2001;
Cohen et al., 2013). Plus spécifiquement, les cortex périrhinal, parahippocampique et entorhinal
ont ¢été identifiés pour leur rdle dans le traitement des informations « quoi » et « ou ».
Classiquement, I’information « quoi » du cortex périrhinal et I’information « ou » des cortex
parahippocampique et entorhinal seraient transmises a 1’hippocampe permettant 1’association
des informations entre elles (« quoi » et « ou » ; pour revue : Cohen and Stackman, 2015).

Le role du CPF dans la MRO est aujourd’hui encore largement débattu. Bien que dans certaines
cas, des 1ésions du CPFm n'ont pas d’effet sur la MRO (Barker et al., 2007), d’autres études
indiquent que des lésions de cette structure altérent la MRO (Bachevalier and Mishkin, 1986;
Kolb et al., 1994; Meunier et al., 1997). Par ailleurs, I’inhibition transitoire du CPFvm altere la
MRO a long-terme, sans affecter la MRO a court-terme, ce qui suggere que le CPFvm est
impliqué dans la consolidation de la MRO (Akirav and Maroun, 2006). De plus, la MRO induit
une augmentation de I’expression de c-Fos dans le CPF suggérant la encore le recrutement du
CPF dans la tache de MRO (Barbosa et al., 2013). Comme le cortex périrhinal, le CPFm semble
plus particulierement impliqué dans la familiarité¢ (Miller et al., 1996; Xiang and Brown, 2004),

comme le suggere I’interconnectivité entre ces deux structures (Delatour and Witter, 2002).

b) La mémoire de peur contextuelle
- Protocoles expérimentaux
Dans la nature, 1’apprentissage de peur conditionnée permet a une proie d’anticiper I’arrivée

d’un prédateur et de déclencher des réponses de fuite, de défense ou d’attaque pour préserver
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la survie de I’individu. Si le chien du voisin vous a déja mordu par exemple, vous allez
probablement étre craintif a chaque fois que vous retournerez sur son terrain. Vous avez associé
le jardin du voisin (arbres/batiments) a la morsure du chien.

En laboratoire, le conditionnement Pavlovien aversif consiste a présenter un stimulus sensoriel
neutre et unimodal tel qu’un son, appelé stimulus conditionnel (SC), qui prédit I’arrivée d’un
stimulus inconditionnel (SI) aversif (e.g. un choc électrique sur les pattes) dans un contexte
donné. Ici, le SC est saillant car il se distingue des stimuli formés par le contexte qui sont
continus, polymodaux et de différentes modalités sensorielles : visuels, auditifs, tactiles et
olfactifs. Ainsi, aprés 1’appariement SC-SI lors de 1’acquisition (ou conditionnement), la
présentation seule du SC produit une réponse conditionnée anticipatrice du SI. Chez le rongeur,
il s’agit de réponses comportementales de peur comme I’immobilité (freezing) qui est défini
par un arrét total des mouvements exceptés les mouvements respiratoires (Blanchard and
Blanchard, 1969; Sigmundi et al., 1980). La présentation répétée du SC seul diminue la réponse
de peur puisqu’il ne prédit plus I’arrivée d’un choc électrique (Maren and Quirk, 2004; Quirk
and Mueller, 2008). Ce phénoméne d’extinction de la peur conditionnée consiste en la
formation d’une nouvelle mémoire associée a une situation non-aversive (Pavlov, 1927) et
permet donc la diminution progressive des réponses comportementales et somatiques de peur.
Il est important de souligner que les protocoles de conditionnement varient en fonction des
études : les conditionnements de délai ou de trace implique un SC €élémentaire (son), ou bien le

conditionnement au contexte ou les animaux sont conditionnés au contexte (Figure 16).

SC: Son

1. Conditionnement simple |_|
SI: Choc

SC: Son

2. Conditionnement de délai |_|
SI: Choc

SC:Son

3. Conditionnement de trace |_|
SI: Choc
4. Conditionnement au contexte °C - Contexte I_l
Sl : Choc

Figure 16 : Schémas des différents types de conditionnement de peur Pavlovien
(Issu du manuscrit de thése de Chloé Bouarab)
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- Structures cérébrales impliquées

Le conditionnement de peur implique différentes structures cérébrales comme I'hippocampe,
I’amygdale et le CPF. Toutefois, les différents types de conditionnement font intervenir
différentes structures cérébrales. Premiérement, I’amygdale semble sous-tendre 1’association
entre un SC et un SI dans les conditionnements simple et de délai (condition dite « appariée »)
ou la contingence entre les deux stimuli est maximale (LeDoux, 2000; Par¢ et al., 2004). Le
conditionnement au contexte, en dissociant le choc ¢lectrique et le son (condition dite
«non appariée » ; Trifilieff et al., 2006; Bergstrom et al., 2011, 2012), favoriserait le traitement
hippocampique pour I’apprentissage et le traitement de la mémoire de peur contextuelle
(Desmedt et al., 2003; Kim and Fanselow, 1992). La majorit¢ des études indique que
I’hippocampe est nécessaire au conditionnement au contexte (Holland and Bouton, 1999). En
effet, des Iésions de I’hippocampe perturbent spécifiquement le conditionnement au contexte,
mais pas le conditionnement au son (Kim and Fanselow, 1992; Phillips and LeDoux, 1992).
Cependant, des lésions de I’hippocampe avant I’apprentissage ne semblent pas toujours avoir
un effet délétere (Cho et al., 1999; Frankland et al., 1998; Maren et al., 1997), suggérant que le
conditionnement contextuel pourrait é¢galement impliquer d’autres structures cérébrales extra-
hippocampiques comme I’amygdale.

Le réseau amygdalo-préfrontal est par ailleurs fortement impliqué dans 1’apprentissage et
I’extinction du conditionnement de peur Pavlovien. Au niveau anatomique, les efférences du
CPFdm projettent vers ’amygdale basolatérale tandis que celles du CPFvm projettent
majoritairement vers I’amygdale latérale et basomédiale (McDonald, 1998; McDonald et al.,
1996; Vertes, 2004). L’amygdale serait essentielle a I’induction de la peur tandis que le CPFdm
permettrait son maintien dans le temps (Miller and Cohen, 2001; Sierra-Mercado et al., 2011;
Sotres-Bayon et al., 2012). Par ailleurs, les CPFdm et CPFvm sont différentiellement recrutés
(Orsini et al., 2011). En effet, le CPFdm permettrait d’une part de favoriser le maintien de
I’expression de la peur et sa rétention mnésique alors que le CPFvm serait impliqué dans
I’extinction de la mémoire de peur ainsi que son maintien en mémoire (Corcoran and Quirk,
2007; Orsini et al., 2011; Sotres-Bayon and Quirk, 2010). Compte tenu de ses relations
réciproques et étroites avec le systeme limbique, le CPF joue donc un rdle capital dans la

régulation émotionnelle ainsi que dans la mémoire de peur.
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5. Systéme endocannabinoide et mémoire

a) Signalisation cérébrale du CB1R et modulation des fonctions synaptiques

L’activation des CB1R pré-synaptiques par les eCBs entraine une diminution de la libération
de neurotransmetteurs, comme le glutamate et le GABA (Kreitzer and Regehr, 2001; Maejima
etal., 2001; Ohno-Shosaku et al., 2001; Wilson and Nicoll, 2001). Les eCBs peuvent également
inhiber la libération d’autres neurotransmetteurs comme la noradrénaline, la sérotonine,
I'acétylcholine, la glycine et de nombreux neuropeptides (pour revue : Venance et al., 2004).
Les eCBs, via les CB1R, agissent principalement sur quatre voies de signalisation cellulaire
dépendantes des protéines G : I’activité de I’adénylate cyclase, I’activation de la voie des MAP
kinases, la voie PI3K/Akt et la perméabilit¢ de canaux ioniques (calciques et potassiques)
(Barbosa et al., 2013 ; Figure 17). L’activation du CB1R par la liaison d’un agoniste entraine
le recrutement et 1’activation de protéines G, principalement de type Gai/o inhibitrice. La
protéine Gai/o induit la fermeture des canaux calciques et module différents canaux potassiques
(Adermark and Lovinger, 2009; Puente et al., 2011). L’activation de la protéine Gai/o va
également moduler 1’activité de I’adénylate cyclase. Cette derniere produit I'AMP cyclique, un
messager secondaire intracellulaire qui, par I’intermédiaire de la protéine kinase A, active la
voie ERK/CREB régulatrice de I’expression génique. Par ailleurs, I’activation de la protéine
Gai/o au niveau du récepteur entraine la libération d’un dimere GBy qui agit sur d’autres
effecteurs. Tout d’abord, il active 1'enzyme phospholipase C qui permet la synthése d’inositol-
triphosphate. En se liant sur des canaux calciques du réticulum endoplasmique, 1’inositol-
triphosphate permet d’augmenter la concentration cytoplasmique en calcium. En parallele, GBy
module I’activité¢ de ’adénylate cyclase et de différentes kinases (dont celles impliquées dans
les voies des MAPK, PI3K/Akt, INK et ERK ; Bouaboula et al., 1995). Les MAP kinases
activent a leur tour d’autres kinases comme P38-kinase et JNK, impliquées dans la régulation
de génes et dans ’apoptose (Rueda et al., 2000). Egalement modulée dans la signalisation des
CBIR, la voie PI3K/Akt a un réle dans la régulation de la survie cellulaire et du métabolisme
du glucose (Gomez del Pulgar et al., 2000). Enfin, la protéine kinase ERK, un effecteur majeur
de la signalisation des CB1R est impliquée dans le controle CB1R-dépendant des processus de
récompense (Valjent et al., 2001) et de mémoire (Cannich et al., 2004). Des études ont
également montré que le CB1R pouvait également activer des protéines Gas (Hampson and
Deadwyler, 2000) et Gaq (Navarrete and Araque, 2008) conduisant a la production de d’AMP

cyclique et a une augmentation du calcium intracellulaire.
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Figure 17 : Schéma des voies de signalisation du récepteur CB1

® Plasticité a court-terme :

Comme détaillé précédemment, I’activation des CB1R au niveau présynaptique va inhiber la
libération des neurotransmetteurs. Ce mécanisme repose sur une nouvelle forme de plasticité
synaptique : la “suppression de l'inhibition induite par la dépolarisation” ou DSI, démontrée en
premier dans le cervelet et 1'aire CA1 de I'hippocampe (Llano et al., 1991; Pitler and Alger,
1992). Ce phénomene conduit & une diminution de courte durée de la transmission GABA
inhibitrice induite par la dépolarisation calcique des neurones postsynaptiques (Brenowitz and
Regehr, 2003). Le CBIR régule la DSI puisque I’administration d’antagonistes bloque
completement la DSI dans I"hippocampe (Jennings et al., 2003; Wilson and Nicoll, 2001). Tout
d’abord, les eCBs sont synthétisés dans les neurones postsynaptiques a la suite de la
dépolarisation calcique induite par la stimulation de différents récepteurs (Figure 18). En effet,
la stimulation des mGluRs va induire 1’activation de la phospholipase C, nécessaire a la
synthese du 2-AG et la libération de calcium permettant la synthése d’AEA. Une fois synthétise,
les eCBs vont activer les CB1R localisés sur le neurone présynaptique. Via la protéine Gi/o, le
CBIR entraine la fermeture des canaux calciques voltage-dépendants diminuant I’entrée d’ions
calcium, ce qui diminue la libération des neurotransmetteurs par exocytose, phénomene
dépendant du calcium. La libération des eCBs étant suffisante pour provoquer une inhibition
rétrograde transitoire de la transmission synaptique, ces molécules endogénes apparaissent
comme des médiateurs majeurs de la plasticité synaptique a court terme. Un phénomene
similaire a lieu dans les neurones glutamatergiques excitateurs : la “suppression de I'excitation
induite par la dépolarisation” ou DSE qui correspond a une suppression transitoire de la

transmission excitatrice induite par une dépolarisation postsynaptique, découvert au niveau du
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cervelet (Kreitzer and Regehr, 2001; Maejima et al., 2001), puis mis en €évidence dans le reste

du cerveau (néocortex : Trettel and Levine, 2003; hippocampe: Isokawa and Alger, 2005).
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Figure 18 : Suppression de
I'inhibition/l'excitation induite par la
dépolarisation.

La dépolarisation du neurone postsynaptique
(en bas) provoque un influx de calcium
permettant la synthése des endocannabinoides a
partir de lipides membranaires. Le 2-AG libéré
active les récepteurs CBI terminaux
preésynaptiques (en haut) qui bloquent ’entrée
de calcium via la protéine G, ce qui inhibe la
libération de neurotransmetteurs. (Adapté de
Cannabinoid Receptor Signal Transduction
Pathways, Scooter et al. 2009).

® Plasticité a long-terme

Les eCBs sont également impliqués dans la
plasticité a long terme. La dépression a long
terme (LTD) survient suite a [’activation

prolongée des CBI1R présynaptiques induite

par une forte libération d’eCBs : c’est la LTD dépendante du systeme eCB (LTD-eCB). La

LTD-eCB se traduit par une diminution a long-terme (30-40 minutes minimum) de la libération

de neurotransmetteur dans la synapse. De fagon similaire a la DSI, les eCBs sont synthétisés au

niveau post-synaptique en réponse a une augmentation de calcium intracellulaire ou a une

activation prolongée des récepteurs métabotropiques. Contrairement aux autres formes de

plasticité a long terme, la LTD-eCB ne requiert pas ’activation des récepteurs ionotropiques

au glutamate de type NMDA (Chevaleyre et al., 2006). La LTD-eCB agit a la fois sur la

transmission excitatrice (Gerdeman et al., 2002; Robbe et al., 2002; Sjostrom et al., 2003) et la

transmission inhibitrice (Chevaleyre and Castillo, 2003; Marsicano et al., 2002). Bien que

présentant des mécanismes d’action différent selon les régions, la LTD-eCB a été mise en

évidence dans de nombreuses régions cérébrales comme dans 1’amygdale (Marsicano et al.,

2002), ’hippocampe (Chevaleyre and Castillo, 2003), le néocortex (Sjostrom et al., 2003) et le

noyau accumbens (Robbe et al., 2002).
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® Distribution cérébrale

Les CBI1R sont les RCPG les plus abondants du cerveau. Le premier clonage des CB1R
(Matsuda et al., 1990) a permis d'explorer la distribution régionale, cellulaire et subcellulaire
de PARNm du CBIR par hybridation in situ. Par la suite, de nombreuses études
immunohistochimiques ont caractérisé 1'expression de la protéine CBI1R dans le systeme
nerveux (Figure 19). Ainsi, le CBIR est principalement localis¢ dans les régions du
télencéphale comme I'hippocampe, le cortex, 'amygdale et le bulbe olfactif (Katona et al.,
1999; Mailleux et al., 1992; Marsicano and Lutz, 1999; Tsou et al., 1998) mais également dans
le striatum, le cervelet et la substance noire (Marsicano and Kuner, 2008) ou il est impliqué,
outre la régulation de la mémoire, dans le contrdle du mouvement, la coordination, les
perceptions sensorielles, les émotions, les fonctions hormonales et la température corporelle.
Par ailleurs, les CB1R de I’Homme et des rongeurs possedent une homologie de 97% au niveau
de leur séquence protéique et présentent une distribution analogue dans le cerveau.

Des analyses ultrastructurales ont permis de détecter des CBIR sur les terminaisons des
neurones GABAergiques et glutamatergiques (Eggan and Lewis, 2007; Katona et al., 2006;
Matyas et al., 2008). Cependant, il existe une forte différence des niveaux d’expression des
CBIR dans ces deux types neuronaux. En effet, les interneurones GABA expriment des niveaux
tres €levés de CB1R (jusqu’a 90-95%), variables en fonction des classes d’interneurones, tandis
que les neurones glutamatergiques expriment des niveaux faibles a modeérés (~5% ; Kawamura
et al.,, 2006; Marsicano and Lutz, 1999). La présence des CBIR dans les neurones
glutamatergiques a d’ailleurs longtemps été controversée avant de reconnaitre la présence des
CBIR sur les terminaisons des neurones pyramidaux (Freund et al., 2003; Mailleux et al., 1992;
Marsicano and Lutz, 1999). Parmi les différentes classes de neurones GABA, les interneurones
a cholécystokinine expriment abondamment le CBIR contrairement aux interneurones a

parvalbumine (Marsicano and Lutz, 1999).
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Figure 19 : Distribution cérébrale des CB1R chez la souris adulte.

Immunomarquage du CB1R dans des coupes coronales de cerveau de souris. Le CB1R est abondamment
exprimé dans I’hippocampe et le cortex préfrontal ventromédian. Barres d'échelle : 1 mm. (Davis et al.,
2018).

Malgré ces différences d’expression entre neurones excitateurs et inhibiteurs, 1’activité de
signalisation (protéines G) des CBIR des neurones glutamatergiques est supérieure a celle des
CBIR des neurones GABA (Steindel et al., 2013), suggérant que les CB1R des neurones
glutamatergiques jouent un réle important dans la physiologie cérébrale. En effet, le role de ces
deux populations de CB1R a beaucoup ¢été étudié et contrairement a ce qui €tait attendu, les
CBIR des neurones glutamatergiques, bien que beaucoup plus faibles en nombre, ont parfois
des effets plus prononcés que les CBIR des neurones GABAergiques. Les CBIR
glutamatergiques sont en effet impliqués dans 1’excitotoxicité (Monory et al., 2006), la réponse
au stress (Steiner et al., 2008), I'adaptation a la peur, le stress et I'anxiété (Dubreucq et al., 2012;
Jacob et al., 2009; Kamprath et al., 2009) ou encore le comportement alimentaire (Bellocchio
et al., 2010; Lafenétre et al., 2009).

Il existe également une distribution subcellulaire des CB1R. L’équipe de Giovanni Marsicano
a récemment caractérisé la présence de CB1R sur la membrane mitochondriale des neurones de
I'hippocampe (Bénard et al., 2012) ainsi que leur role clé dans ’homéostasie neuronale mais
¢galement dans les effets amnésiants du cannabis et des glucocorticoides (voir plus loin). Outre

I'expression neuronale des CB1R, ces récepteurs sont présents dans les cellules gliales, et en

50



particulier dans les astrocytes (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2018; Han et al., 2012; Stella, 2010)
depuis lesquels ils influencent I’homéostasie et la plasticité neuronale (Robin et al., 2018).

Dans le CPF, les interneurones GABA expriment également des niveaux plus ¢levés de CB1R
(90%) que les neurones glutamatergiques (Kano et al., 2009; Katona and Freund, 2012;
Lafourcade et al., 2007). Le CBIR est détect¢ dans les fibres glutamatergiques du PFC,
entourant les neurones pyramidaux des couches profondes (couches V/VI) et superficielles
(couche II ; Egertova and Elphick, 2000; Lafourcade et al., 2007). Ainsi, les eCBs dans le CPF
peuvent non seulement réguler la transmission synaptique excitatrice et inhibitrice, mais aussi

réguler ’activité tonique neuromodulatrice (Katona and Freund, 2012; Lafourcade et al., 2007).

b) Effets des cannabinoides sur la mémoire

L’activation des CBIR par des cannabinoides exogenes est en général amnésiant chez les
rongeurs et les humains (Broyd et al., 2016). En effet, les rongeurs traités au THC présentent
des perturbations cognitives et des troubles de la mémoire a court et a long terme (Broyd et al.,
2016 ; Zhu et al., 2006), notamment dans des taches de MRO (Schneider et al., 2008; Abush
and Akirav, 2012; Puighermanal et al., 2009) et de mémoire spatiale (Abush and Akirav, 2010).
De méme, I’activation des CBIR par des eCBs, en particulier de ’AEA, altére la MRO
(Busquets-Garcia et al., 2011; Pan et al., 2011). A I’inverse, la diminution de la signalisation
des CBIR favorise la consolidation de la MRO et de la mémoire spatiale (Bialuk and Winnicka,
2011; Bura et al., 2007; Wise et al., 2007).

Ces effets sont notamment médiés par I’activation des CBIR de I’hippocampe. L’utilisation
combinée d’approches génétiques a permis de montrer que les effets amnésiants du THC
(administré juste apres ’acquisition) sur la MRO a long terme impliquaient les CB1R des
neurones GABA (Puighermanal et al., 2009) mais également les CB1R mitochondriaux de
I’hippocampe (Hebert-Chatelain et al., 2016). De fagon intéressante, les CB1R mitochondriaux
des neurones GABAergiques de 1’hippocampe ont ¢té¢ également impliqués dans les effets
amnésiants des glucocorticoides sur le rappel de la MRO (Skupio et al., 2023). Dans des
conditions physiologiques, le role des CB1R des neurones GABA de I’hippocampe a également
¢té mis en évidence notamment dans la MRO a long terme (Oliveira da Cruz et al., 2020) mais
¢galement dans les apprentissages associatifs complexes (Busquets-Garcia et al., 2018). Les
CBIR présents sur les astrocytes de 1’hippocampe sont également capables de moduler les
performances de MRO (Robin et al., 2018) mais ils joueraient un rdle dés la mémoire a court

terme. De facon inattendue, les CB1R périphériques pourraient également moduler la MRO
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puisque que le blocage périphérique des CB1R prolonge la MRO a long terme (Martinez-Torres
etal., 2023).

En plus de la MRO, les CB1R jouent également un role important dans les mémoires aversives
et notamment dans l'extinction de la mémoire de peur conditionnée. En effet, suite a I’étude
princeps (Marsicano et al.,, 2002), plusieurs études ont démontré que l'inhibition de la
transmission des eCBs, ou I’utilisation de souris CB1R knock-out, empéche ou retarde
l'extinction de la peur (Abush and Akirav, 2010; Pamplona and Takahashi, 2006; Ganon-Elazar
and Akirav, 2009). A P’inverse, la stimulation de la transmission des eCBs accélére I’extinction
de la peur (Abush and Akirav, 2010; Chhatwal et al., 2005; Suzuki et al., 2004).

Etant donné I'importance du systtme eCB dans la modulation de la mémoire et de la
plasticité neuronale, en particulier dans ’hippocampe et le CPF, un déréglement de ce
systéme, d’origine endogéne ou exogéne, pourrait avoir des conséquences néfastes sur les

fonctions neuronales et synaptiques et conduire a des altérations mnésiques.

¢) Dimorphisme sexuel du systéme eCB

De nombreuses études suggerent qu’il existe un dimorphisme sexuel du systéme eCB . D une
facon générale, les données anatomiques chez les rongeurs montrent que comparativement aux
femelles, les males adultes présentent des niveaux plus importants de CB1R dans I"hippocampe
a la fois au niveau protéique (Reich et al., 2009), ARN (Barha and Galea, 2010; Gonzalez et
al., 2000), mais aussi de la fonctionnalité des récepteurs (Llorente-Berzal et al., 2013; Mateos
etal.,2011). Auniveau du cortex préfrontal, une plus forte densité¢ de CB1R a ét¢ détectée chez
les males par rapport aux femelles dans certaines structures cérébrales comme le striatum, la
région CA1 de I’hippocampe ventral et certaines régions du CPF comme le cortex cingulaire
médian et le cortex orbital (Liu et al., 2020) confirmant certains résultats préalables sur le CPF
(Castelli et al., 2014). Malgré une plus faible expression des CB1R chez les femelles, la
signalisation des récepteurs pourrait étre augmentée comparativement aux males (Craft et al.,
2013; Gorzalka and Dang, 2012; Rubino and Parolaro, 2011). Outre [I’expression des
récepteurs, il existe un dimorphisme sexuel sur le plan fonctionnel, dans la signalisation des
eCBs, notamment au niveau des neurones GABAergiques de I’hippocampe (Ferraro et al.,
2020). Des différences sexuelles de maturation du systéme eCB central ont également été

rapportées pendant I’adolescence (voir chapitre 111.B.d).
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d) Etudier les fonctions du systéme eCB : Outils pharmacologiques, génétiques et viraux
® Outils pharmacologiques

De nombreux cannabinoides synthétiques ont été congus pour agir sur les sites orthostériques
ou allostériques du CB1R comme WIN 55,212-2, HU-210 et CP55940, dont I’affinité pour le
CBIR varie (Pertwee et al., 2010). Par ailleurs, il existe des antagonistes sélectifs des CB1R
comme le rimonabant (SR141716A) et 'AM251, avec une affinité négligeable pour le CB2R
(Pertwee et al.,, 2010). L’utilisation d’agonistes ou d’antagonistes modifie la plasticité
synaptique dépendante des CB1R (Chevaleyre and Castillo, 2003; Kano et al., 2009; Wilson
and Nicoll, 2001). Cette approche a pour avantage d’étudier les fonctions des CBIR avec une
grande précision temporelle puisque I’injection est effectuée a un moment précis du test. De
plus, I’administration locale permet d’étudier les fonctions des CB1R dans des régions

cérébrales spécifiques.

® Outils génétiques et viraux

L’utilisation du systeme Cre/LoxP est une stratégie de mutation génétique permettant de
supprimer un géne, notamment celui codant le CBIR, uniquement dans une population
cellulaire donnée chez la souris (Sauer and Henderson, 1989; Figure 8). Ce systéme repose sur
le croisement de deux lignées de souris génétiquement modifiées. Chez les souris de la premicre
lignée, le géne cnrl est encadrée par deux séquences loxP. Le gene dit « floxé » s’exprime
normalement, ces souris peuvent donc tre considérées comme de type sauvage d’un point de
vue de leur phénotype (Nagy, 2000). La deuxiéme lignée de souris exprime la protéine Cre
recombinase de fagon ubiquitaire ou sous le controle d’une séquence promotrice spécifique
d’un type cellulaire. La Cre recombinase ayant pour fonction d’exciser les séquences loxP, le
croisement des deux souris va induire dans la descendance une délétion CBIR dans tout
I’organisme, ou bien restreinte a un type cellulaire particulier. Plusieurs lignées de souris
mutantes conditionnelles pour les CBIR ont été¢ générées grace a ce systeme, notamment des
souris avec une délétion des CB1R restreinte aux neurones glutamatergiques corticaux (Glu-
CB1-KO) et des souris avec une délétion des CBI1R des neurones GABA du prosencéphale
(GABA-CB1-KO). La délétion constitutive du géne peut toutefois générer des mécanismes
compensatoires (Morozov, 2008). Ainsi, en utilisant des souris adultes de la lignée avec le
CBIR « floxé », I'injection locale intracérébrale de virus exprimant la Cre recombinase sous le
controle d’une séquence promotrice aspécifique ou spécifique d’un type cellulaire donné,
permet I’inactivation du géne cnrl dans une région cérébrale spécifique et dans un type

cellulaire spécifiques en s’affranchissant de problémes développementaux (Zimmer, 2015).
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6. (Estrogénes et mémoire

a) Généralités sur les cestrogénes : hormones, récepteurs, synthése

Les cestrogénes sont des hormones stéroidiennes comprenant trois membres majeurs :
I’cestrone, le 17B-cestradiol (cestradiol ou E2) et 1’cestriol; parmi ceux-ci, ’E2 est le plus
puissant et prédomine au niveau périphérique. Les cestrogénes se fixent sur les récepteurs aux
cestrogenes (ER) qui existent sous 3 isoformes : ERa, ERf et ERy (aussi appelé ERaf). Les ER
sont présents dans le noyau, le cytoplasme ou a la membrane plasmique et la fixation des ligands
induit leur homo- ou hétéro-dimérisation, leur translocation dans le noyau ainsi que le
recrutement de co-facteurs de transcription pour se lier ensuite a une séquence de promoteurs
cibles : les "Estrogen Response Elements" afin de moduler 1I’expression de genes cibles (Shang
etal., 2000). Les ER peuvent également moduler I’expression génique de fagon non canonique,
via leurs interactions avec d’autres facteurs de transcription (Levin, 2005). L’E2 peut également
se fixer au GPER1 (ou GPR30), qui induit une réponse rapide non génomique de libération du
calcium intracellulaire (Hazell et al., 2009).

La synthése d’E2 s’effectue a partir du cholestérol qui est transporté dans la mitochondrie grace
au transporteur StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein) puis convertit en prégnénolone
par des enzymes du cytochrome P450 (Figure 20). La prégnénolone est ensuite exportée au
niveau du réticulum endoplasmique, ou elle est convertie en progestérone puis en testostérone.
Enfin, la testostérone est convertie en E2 grace a une enzyme spécifique : ’aromatase (membre

de la famille des cytochromes P450), qui est exprimée dans de nombreux tissus de 1’organisme.
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Avant la ménopause, les concentrations circulantes d’E2 chez les femmes varient en fonction
du cycle ovarien et sont maximales au moment de 1’ovulation. Aprés la ménopause, ces
concentrations chutent pour atteindre des niveaux équivalents a ceux trouvées chez les hommes
(Chambliss and Shaul, 2002). Chez les rongeurs, le cycle ovarien dure en moyenne 4 jours et
se divise en 4 phases : le preestrus, I’cestrus, le metceestrus et le dicestrus (Figure 21). L’ovulation
se produit au début du preestrus avec un pic d’E2. La femelle n’est sexuellement active que

pendant I’cestrus, correspondant aux « chaleurs » chez les animaux (Evans and Long, 1922).

femme
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] | ] 1 |
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Figure 21 : Cycle ovarien chez les rongeurs et chez les femmes.

Variations des niveaux d’cestrogenes et de progestérone circulantes au cours du cycle menstruel (issu
de Staley et al. 2005)

b) (Estrogénes cérébraux

L’E2 étant une hormone lipophile capable de franchir la barriere hématoencéphalique,
I’existence d’une synthese cérébrale d’E2 a longtemps été ignorée. Celle-ci ne fut découverte
que tardivement, apreés avoir détecté¢ la présence de 1’aromatase, enzyme de synthése des
cestrogenes, au niveau de I’hippocampe chez les rongeurs males (Hojo et al., 2004) mais
¢galement chez les singes et chez I’Homme (Ishunina et al., 2007; Yague et al., 2008). Ainsi,
on distingue les neurostéroides, hormones produites par le cerveau qui agissent localement de
maniere paracrine ou intracrine, des stéroides neuroactifs, qui sont produits en périphérie par
les ovaires et qui exercent une action endocrine sur les structures cérébrales. L’aromatase et
I’E2 sont présents a la fois chez les femelles et les méles au niveau cérébral. Récemment, des
mesures fines de concentrations ont montré que chez la femelle, les taux hippocampiques
seraient corrélés avec les taux circulants. Chez les males, les taux hippocampiques seraient
supérieurs aux taux circulants mais également a ceux des femelles (Hojo et al., 2009).

Comme en périphérie, les cestrogenes modulent la physiologie neuronale via des effets
génomiques et non génomiques (pour revue : Srivastava and Penzes, 2011). Ils régulent

I’expression de nombreux genes, comme HOXC10, impliqué dans la formation des neurones
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(Ansari et al., 2012), le geéne de I’apolipoprotéine D, protéine de transport des molécules
hydrophobes comme le cholestérol (Ordofiez et al., 2012; Rassart et al., 2000), mais également
des génes codant pour la PSD-95 et la synaptophysine, protéines impliquées dans la plasticité
synaptique. Une étude a d’ailleurs montré que chez des souris ovariectomisées, le traitement a
I’E2 engendre des modifications d’expression de 88 geénes dans le cortex (Humphreys et al.,
2014). En outre, des fluctuations de I’expression des récepteurs GABA sont observées en
parallele des fluctuations hormonales durant le cycle ovarien (Sabaliauskas et al., 2015). D’une
autre facon, les ER membranaires agissent rapidement (voie non-génomique/non classique) en
s’associant avec des récepteurs aux facteurs de croissance ou des récepteurs couplés a des
protéines G pour activer des cascades de kinases (Spencer-Segal et al. 2012 ; Filardo et al.,

2000), notamment les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR ; Figure 22 ; Meitzen
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Figure 22 : Les mécanismes d'action des cestrogénes (issu de : Frick et al., 2015)

En plus d’étre exprimés dans des structures hypothalamiques impliquées dans le comportement
sexuel ainsi que la régulation de la production des hormones sexuelles comme 1’hypophyse,
I’hypothalamus et le noyau du lit de la strie terminale, les ER sont également exprimés dans de
nombreuses structures corticales et sous-corticales comme le néocortex, 1’hippocampe et
I’amygdale.

Dans I’hippocampe, on note des différences d’expression des deux isoformes ERa et ER avec
une plus forte expression de la forme o aussi bien au niveau ventral que dorsal (Mitra et al.,
2003). Il est présent dans le cytoplasme des neurones pyramidaux du CA1 (voie classique) mais

aussi dans les épines dendritiques ou il active des cascades de signalisation (voie non-classique ;
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Bi et al., 2001; Gibbs, 1999). ERa est également présent dans les neurones pyramidaux de 1’air
CA3, au niveau des boutons pré-synaptiques et des épines dendritiques, ainsi que dans le
cytoplasme des interneurones GABA (Adams et al., 2002). ERP quant a lui est présent dans les
épines dendritiques et les astrocytes (Smith et al. 2009; Frick 2008). Dans I’amygdale, ERa et
ERp sont exprimés dans les régions médiale et corticale (Frick 2008). Enfin, ER est fortement

exprimée en particulier dans le CPF et le cortex entorhinal.

¢) (Estrogénes et mémoire

Des nombreuses ¢tudes indiquent que les hormones sexuelles influencent les processus
d'apprentissage et de mémoire (pour revue : Cahill, 2006). De fait, les cestrogenes agissent
directement sur I’hippocampe ou ils modulent la plasticité neuronale et la mémoire (pour revue:
Frick et al., 2018; Hojo et al., 2008). Les performances mnésiques de femmes dans certaines
taches semblent changer avec le cycle menstruel (Kimura, 2002). De plus, le traitement a ’E2
a ét¢ associé a une augmentation du volume de 1I’hippocampe (Barth et al., 2016; Neufang et
al., 2009). Une méta-analyse portant sur 2000 femmes ménopausées montre d’ailleurs que
celles suivant un traitement anti-cestrogénique pour traiter un cancer présentent de moins
bonnes performances d’apprentissage et de mémoire (Underwood et al., 2018).

En 1990, Gould et collaborateurs ont ¢été les premiers a montrer chez les rongeurs, qu'une
supplémentation d’E2 augmentait significativement la densité des épines dendritiques dans la
région CA1 de I’hippocampe (Gould et al. 1990). Une augmentation de 20 a 30% du nombre
d’épines a également ¢été trouvé durant le proestrus du cycle ovarien, lorsque la concentration
en E2 est la plus élevée (Woolley & McEwen 1990). Chez des souris ovariectomisées,
I’administration d’E2 par injection systémique ou intra-hippocampique a été associée a une
augmentation de la densité dendritique dans le CA1 et a une amélioration des performances
dans la MRO, la mémoire de localisation d’objet, ou la mémoire sociale. De plus, ceci (Phan et
al.,2012,2011). D’ailleurs, I’injection d’cestradiol juste apres 1'acquisition prolonge la rétention
de MRO chez des souris femelles ovariectomisées (Fernandez et al., 2008; Fortress et al., 2013).
A TPinverse, la diminution des niveaux d’cestrogénes par I’administration d’inhibiteur de
I’aromatase entraine des déficits de mémoire spatiale (Zameer and Vohora, 2017).

Au niveau cellulaire, I’E2 posséde des propriétés neurotrophiques en augmentant la
synaptogenese au niveau de 1’hippocampe (Barha and Galea, 2010) . 11 induit également une
augmentation rapide de la densité synaptique in vivo chez la ratte ovariectomisée (MacLusky

et al., 2005) mais également in vitro (Srivastava, 2012 ; Sellers et al., 2015). En plus de ces
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effets dans I’hippocampe, des études ont montré que I’E2 augmente la densité des épines
dendritiques également dans le CPFm (Inagaki et al., 2012; Tuscher et al., 2016).

Par ailleurs, bien que les résultats varient en fonction des modeles utilisés, les études
s’accordent a dire que les cestrogénes facilitent 1’induction de la plasticité (potentialisation a
long terme) dans I’hippocampe, en fonction du cycle menstruel (Warren et al., 1995) ou apres
injection d’E2 chez des rongeurs gonadectomisés (Cérdoba Montoya and Carrer, 1997).
Malgré ces effets prometteurs, les cestrogénes peuvent avoir des effets opposés (bénéfiques ou
délétéres) en fonction de la dose, sur la mémoire a court terme (Holmes et al., 2002; Wide et
al., 2004) ou a long terme (Gresack and Frick, 2006; Packard and Teather, 1997). Ces effets
différentiels ont également ¢t¢ mis en évidence au niveau cellulaire, sur la densité des épines
dendritiques dans I’hippocampe (Phan et al., 2015). Par ailleurs, les doses d’cestrogénes
bénéfiques varient en fonction du test de mémoire employé et des structures cérébrales
sollicitées (Inagaki et al., 2010; Packard and Teather, 1997).

Bien que ’effet bénéfique des cestrogenes sur la mémoire soit communément attribué a sa
sécrétion ovarienne, la synthése locale d’E2 dans I"hippocampe dorsal participe a la MRO a
long-terme chez des souris males et femelles gonadectomisées (Tuscher et al., 2016). De plus,
bien que l'ovariectomie diminue les niveaux d'E2 dans I'hippocampe, ils restent cependant
comparables a ceux des femelles non-ovariectomisées en diestrus. Récemment, il a ét¢ montré
que les niveaux de stéroides sexuels sont plus élevés dans I’hippocampe que le plasma des
males, ce qui suggere un role prédominant des neurostéroides sur les fonctions hippocampiques,
et notamment la densité des épines dendritiques, au moins chez le male.

En plus des fonctions mnésiques, les cestrogenes influencent les comportements sociaux liés a
la reproduction (comportements sexuel et parental), a la communication et la reconnaissance
sociale, ou encore I’agressivité et la dominance. Les cestrogenes exercent ¢galement des effets
anxiolytiques et antidépresseurs (Dombret et al., 2020) et ils sont aussi connu pour leurs effets

anti-inflammatoires au niveau du cerveau (Dubal et al., 1999; Suzuki et al., 2007).

d) (Estrogénes et systéme endocannabinoide

De fagon intéressante, des études ont mis en évidence des interactions bidirectionnelles entre le
systeme eCB et certaines hormones gonadiques comme les cestrogénes, au niveau cérébral et
en périphérie. Par exemple, I’ovariectomie augmente I’affinité des CB1R dans le striatum,
suggérant que les hormones ovariennes pourraient interférer avec la liaison des eCBs a leur

récepteur (Rodriguez de Fonseca et al., 1994). De méme, 1’administration aigu€ d’E2 diminue
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le couplage des CBIR aux voies de transduction du signal dans le cortex et I'hippocampe de
rats (Mize and Alper, 2000). De la méme facon, 1’administration d’E2 chez des rates
ovariectomisées diminue D’expression des CBIR dans [I’hypophyse antérieure et
I’hypothalamus (Gonzalez et al., 2000; Scorticati et al., 2004). L’interaction entre le systéme
eCB et les cestrogenes pourrait ¢galement passer par la FAAH, enzyme de dégradation des
eCBs. En effet, les cestrogenes diminuent 1’activité de la FAAH (MacCarrone et al., 2000) et le
gene codant la FAAH contient un élément de réponse aux cestrogenes et son expression est
régulée par les cestrogénes (Waleh et al., 2002). Par ailleurs, des études ont montré que I’activité
du systeme eCB fluctue au cours du cycle menstruel (Cooper and Craft, 2018; El-Talatini et al.,
2010; Gonzalez et al., 2000; Gorzalka and Dang, 2012), en particulier I’expression du CB1R
dans I’amygdale ou le noyau parabrachial (Liu et al., 2020)

Ces données de la littérature suggerent que des différences male/femelle de niveaux
d’hormones sexuelles, ou bien des changements de ces niveaux, en particulier a la suite d’une
ovariectomie, peuvent influencer la signalisation des eCBs dans certaines structures cérébrales.
Le systéme eCB peut lui aussi moduler la libération de certaines hormones sexuelles comme
les cestrogenes, mais €galement les androgenes, la progestérone et les hormones gonadotropes
(GnRH, LH/FSH) chez I’Homme et chez 1’animal. Par exemple, I’administration chronique
d’AEA diminue les niveaux de LH plasmatique chez le rat (Habayeb et al., 2002). L’inhibition
de la libération de GnRH et de LH par la signalisation eCB dans I"hypothalamus et I’hypophyse
réduit la libération d’hormones gonadiques (Gorzalka and Dang, 2012).

En résumé, la mémoire est sous-tendue par différents réseaux neuronaux et mécanismes
neurobiologiques parmi lesquels existent des systémes neuromodulateurs comme le
systeme eCB ou les cestrogénes qui peuvent moduler la neurotransmission, la plasticité

neuronale et les processus de mémorisation.
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B. L’ADOLESCENCE, PERIODE DE MATURATION

1. Définition et caractérisation

® Chez [’Homme

Selon I’OMS, [P’adolescence (du latin adoléscéns, -centia, « croissant, grandissant, se
développant ») est « la période de croissance et de développement humain qui se situe entre
I’enfance et I’age adulte, entre les ages de 10 et 19 ans ». En 2015, I’OMS évalue le nombre
d’adolescents a 1,2 milliards, soit 1/6 de la population mondiale.

Si I’adolescence fut longtemps associée a la puberté (Blakemore et al., 2010), coincidant sur le
plan temporel, ces deux notions se référent pourtant a des phénomenes distincts (Spear, 2000).
L’adolescence correspond a une période de changements importants et rapides sur le plan
physique, physiologique, neurobiologique et comportemental lui permettant de développer son
indépendance et son autonomie. En effet, au niveau comportemental, elle est caractérisée par
une augmentation des comportements sociaux, de la recherche de nouveauté et de I’apparition
de conduites a risques (Spear, 2000) et s’étend sur une période allant de 10-11 ans a 20-21 ans.
En parallele, la puberté qui ne constituerait qu’une des premicres étapes de la période
d’adolescence (Blakemore et al., 2010), s’étend en général entre 10 et 12 ans pour les filles et
11 a 13 ans pour les gargons. Ce phénomene correspond a des processus neuroendocriniens se
traduisant par d’importants changements physiques conduisant a la maturité sexuelle. La
gonadarche fait référence aux premiers changements gonadiques de la puberté et débute par la
libération pulsatile de I’hormone de libération des gonadotrophine hypophysaires (GnRH) par
I'hypothalamus, qui induit la production hypophysaire d'hormone lutéinisante (LH) et
d'hormone folliculostimulante (FSH). La LH et la FSH activent a leur tour les gonades (ovaires
ou testicules) permettant la production des gameétes. Apres leur maturation, les ovaires et les
testicules synthétisent les stéroides sexuels, cestrogenes et testostérone, respectivement. La
synthese et la libération des stéroides sexuels déclenchent ensuite 'apparition des caractéres

sexuels secondaires (Khan, 2019).

® Chez ’animal

L’adolescence a longtemps été considérée comme une période propre a ’Homme (Bogin, 1994)
et beaucoup d’études chez le rongeur considérent les animaux comme adultes a partir du
sevrage (jours post-natal 21, P21). Cependant il est a présent admis que I’ensemble des

mammiferes présente un stade développemental qui s’apparente a 1’adolescence. Cette période
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concomitante a la puberté est caractérisée par une maturation sexuelle, une croissance
importante ainsi que de nombreux changements neuro-comportementaux similaires a ceux
observés chez I’Homme. Ainsi, comme chez I’Homme, on retrouve une augmentation des
comportements sociaux, des comportements de prise de risque, et de recherche de la nouveauté
chez le jeune animal (Spear, 2000). L’age de 1’adolescence est compliqué a définir chez
I’animal et varie selon les criteéres pris en compte pour la définir. Ainsi chez le rongeur, elle est
considéré comme s’étendant de maniere restrictive entre les P28 et P42 ; (Spear, 2000) ou
encore entre P30 et P50 (Andersen, 2003). De maniere moins restrictive, on parle de péri-
adolescence découpée en 3 périodes : la « pré-puberté » allant de P21-34, I’adolescence de P34-
46 et I’adolescence tardive de P46-59 (Tirelli et al., 2003; Figure 23). Les études s’accordent
généralement a dire que le jeune adulte débute a P60 (McCormick and Mathews, 2007). Par
ailleurs, comme chez I’Homme, les femelles ont une maturation a la fois plus précoce mais
aussi plus rapide que celle des males dans de nombreuses espéces de mammiferes (Spear,
2000). 11 apparait donc primordial de prendre en considération les différences entre les sexes

survenant au moment de la puberté et de 1'adolescence chez les animaux femelles et males.

nv.né enfance < adolescence S jeune adulte adulte
Homme o > 5 10 15 20 25 30
(ans) I I I | I I I I
- 0 0 21 30 40 50 60 75
(jours) 1
péri-adolescence

Figure 23 : Les différentes périodes de la vie : Comparaison développementale entre Homme et
rongeur (adapté d’Andersen, 2003)

2. Maturation du cerveau a I’adolescence

a) Maturation globale du cerveau

Au niveau du cerveau, I’adolescence est caractérisée par la maturation de différentes structures
cérébrales ainsi que par des modifications neuronales qui s'étendent jusqu’a I’age d’environ 20-
25 ans (Crews et al., 2007; Sowell et al., 1999). Les ¢études d’imagerie par résonance
magnétique (IRM) ont mis en évidence une augmentation de la matiere blanche jusqu’a 1’age
de 30 ans chez ’Homme (Lenroot and Giedd, 2006), ainsi qu’une réorganisation de
I’orientation des faisceaux d’axones induisant des changements de connectivité cérébrale
(Snook et al., 2007). Cette augmentation de la matiére blanche a I’adolescence a également été

retrouvée chez le rat (Juraska and Markham, 2004). Par ailleurs, la matiére grise subit également
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des transformations avec une diminution progressive entre 1’dge de 12 a 20 ans, en particulier
dans les zones pariétales et frontales, mais pas dans les zones occipitales et temporales (Figure
24 ; Lenroot and Giedd, 2006). Cette diminution de la matiére grise est classiquement associée
au phénomene d’¢lagage synaptique (pruning), qui correspond a I’élimination des synapses

sous-utilisées qui ont été produits en surnombre pendant 1’enfance.

Figure 24 : Maturation du volume de
matiere grise au niveau de la surface
corticale entre 5 et 20 ans. Les couleurs
chaudes (rouge, jaune) signalent un
important volume de matiere grise tandis les
couleurs froides (bleu, violet) signalent un
volume faible (adapté de Lenroot and
Giedd, 2000).

De nombreux remaniements

00 interviennent  durant  [’adolescence

Gray

voume | (Andersen, 2003; Spear, 2000; Wolfer

and Lipp, 1995 ; Figure 25) tels que la

réorganisation synaptique, 1’élagage synaptique, les modifications de la neurotransmission
(glutamate, GABA, sérotonine, dopamine et de leurs récepteurs), la myélinisation des fibres
nerveuses, la réduction de la substance grise, 1’augmentation de la neurogénése et des

modifications dans la densité des épines dendritiques.
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Figure 25 : Représentation schématique de la trajectoire des différents processus
neurodéveloppementaux et des changements du volume de la matiére blanche et grise chez
PPHomme (pendant la gestation et les 20 premiéres années de vie) (issu de Semple et al., 2013)
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La plasticité du systéme nerveux de 1’adolescent rend cette période vulnérable aux facteurs
environnementaux. Ainsi, chez 1’animal, I’exposition pendant I’adolescence a des drogues
telles que la cocaine, le THC ou 1’alcool entraine des altérations cognitives et prédispose aux
conduites addictives plus rapidement qu’une méme exposition a I’age adulte (Crews et al.,
2007; Spear, 2000). La consommation d’aliments sucrés pendant 1’adolescence (P30-P46),
mais pas a I’age adulte (P60-P76), altere les processus motivationnels (Vendruscolo et al.,
2010). Par ailleurs, chez ’Homme, la majorit¢ des maladies psychiatriques telles que les
troubles de I’humeur, de la personnalité et des conduites alimentaires, les psychoses et les
troubles schizophréniques, ainsi que les abus de drogues se développent avant 1’age de 25 ans.
Cette période est également marquée par un accroissement du taux de suicide et de mortalité

reliée aux comportements a risque (Costello et al., 2011; Steinberg, 2010).

b) Développement du cortex préfrontal

La maturation du CPF permet la mise en place du controle cognitif, de 1’inhibition, de la
flexibilité comportementale et d’autres réponses cognitives complexes. Cette structure mature
le plus tardivement chez I’Homme, jusqu’a I’age de 25 ans. Cette longue période de
réarrangements postnatals permettrait de sculpter les circuits neuronaux du CPF en fonction de
I’expérience de 1’individu afin de mieux s’adapter a I’environnement.

Parmi les nombreuses modifications qui ont lieu dans le CPF a 1’adolescence, on trouve un
important phénomene d’¢lagage synaptique, en particulier au niveau des synapses
glutamatergiques (Bourgeois et al., 1994; Huttenlocher, 1984), se traduisant par une diminution
du nombre d’épines dendritiques au niveau des cellules pyramidales du CPF. On trouve
¢galement chez le rongeur une forte expression des récepteurs glutamatergiques de type NMDA
qui atteint sa valeur maximale durant 1’adolescence (Insel et al., 1990), mais également des
récepteurs dopaminergiques et des protéines impliquées dans le relargage synaptique (Counotte
et al., 2010). La connectivit¢ du CPF est également modifiée pendant I’adolescence avec
notamment une diminution des connexions du CPF avec I’amygdale (Cressman et al., 2010) et
le noyau accumbens (Brenhouse et al., 2008). La maturation des connexions du CPF avec
d'autres structures est importante pour le développement neurocomportemental et cognitif des
individus. En effet, les adolescents sont moins performants que les adultes dans des taches
complexes engageant le CPF et contenant de fortes charges émotionnelles (Spear, 2013). De
méme chez I’animal, des déficits de mémoire de peur et d’extinction de la peur sont présents

chez des souris adolescentes par rapport a des adultes (Pattwell et al., 2012).
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Le neurodéveloppement est également caractérisé€ par la maturation des réseaux périneuronaux
corticaux, qui forment la matrice extracellulaire enveloppant les neurones et favorisent la
stabilisation des synapses (pour revue: Reichelt et al., 2019). Chez 1’adulte, le blocage
pharmacologique des réseaux périneuronaux dans le cortex rétablit les mémes niveaux de
plasticité que chez les juvéniles (Pizzorusso et al., 2002), suggérant qu’il s’agit d’un mécanisme

crucial dans la maturation compléte du cerveau a 1’adolescence.

¢) Développement de ’hippocampe

Comme le CPF, I’hippocampe connait des phénomenes d’¢lagage synaptique se traduisant par
une diminution de 25% des récepteurs glutamatergiques NMDA dans les cellules pyramidales.
De plus, la neurogéneése dans le gyrus dent¢ de I’hippocampe est plus forte pendant
d’adolescence qu’a I’age adulte (Crews et al., 2007). Par ailleurs, au niveau fonctionnel chez le
rat, I’hippocampe est activé par la nouveauté a partir du début de 1’adolescence (Spear, 2000).
La connectivité¢ de I"’hippocampe est également modifiée pendant 1’adolescence notamment
avec I’augmentation des connexions entre I’hippocampe et le CPF (Ghetti and Bunge, 2012).
Chez I’Homme, la mémoire épisodique se met en place pendant I’enfance, s’améliore aux
alentours de 10 ans, puis continue a se développer pendant I’adolescence. Par ailleurs, le volume
de 1'hippocampe atteint son maximum a I'dge de 10 ans (par rapport a la taille du cerveau ;
Uematsu et al., 2012). Ainsi, la maturation hippocampique, mais ¢galement amygdalienne, est
plus précoce que celle des régions du CPF impliquées dans la planification et la capacité
d’inhibition. Ces différences de maturation des structures peuvent expliquer une
hypersensibilit¢ (émotionnelle ou a la récompense) conduisant aux comportements
caractéristiques de I’adolescence, en particulier I’'impulsivité, I’absence de planification, et les
abus de drogues, notamment la prise de cannabis (Krebs et al., 2020).

De nombreux remaniements neuronaux sont donc a I’ceuvre pendant ’adolescence, et en
particulier dans des régions cérébrales impliquées dans les processus cognitifs comme le

cortex préfrontal et I’hippocampe.

d) Maturation du systéeme endocannabinoide

De nombreuses ¢études indiquent le role crucial du systéme eCB dans des étapes clés du
neurodéveloppement comme la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices, la
migration neuronale ou encore le guidage axonal (Figure 26 ; Berghuis et al., 2007; Maccarrone

et al., 2014). D’ailleurs, des souris dépourvues de CB1R (knock-out) de facon ubiquitaire ou
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uniquement sur les neurones glutamatergiques, développent des déficits de prolifération des
progéniteurs neuronaux et de fasciculation axonale, démontrant le role crucial du systéme eCB
au cours du développement cortical (corticogénese ; Mulder et al., 2008). Les eCBs régulent
aussi la migration neuronale en interagissant avec d’autres systémes de signalisation tels que
les neurotrophines (Berghuis et al., 2007), les facteurs de croissance (Preet et al., 2008) et les
cytokines pro-inflammatoires (Rajesh et al., 2008). Enfin, des gradients d’eCBs pourraient

controler la direction de la migration cellulaire (Miller and Stella, 2008; Tortoriello et al., 2014).
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Figure 26 : Roles du systéme eCB dans plusieurs mécanismes neurodéveloppementaux.
(issu de Harkany et al., 2007)

Au cours de I’adolescence, étant un important régulateur de la balance entre excitation et
inhibition dans le cerveau (Marsicano et al., 2003), le systtme eCB influence fortement les
modifications de transmission neuronale. De plus, le systtme eCB continue de subir des
remaniements durant 1’adolescence. En effet, plusieurs études ont pu mettre mis en évidence
des modifications du systeme eCB et de ses différents composants au cours de 1’adolescence
(Figure 27, pour revue : Meyer et al., 2018). Chez ’Homme, bien que les études soient peu
nombreuses en raison des limites expérimentales, I’expression cérébrale des CBIR semble
diminuer progressivement de I’enfance a 1’age adulte, notamment dans le CPF, I’hippocampe
(CA1 et gyrus denté) et les ganglions de la base (Mato et al., 2003). De plus, les niveaux de 2-
AG ainsi que l'expression de FAAH et de NAPE-PLD (enzyme de dégradation et de synthése
des eCBs) sont augmentés dans le CPF dorsolatéral d’adolescents (Long et al., 2012).
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Figure 27 : Représentation schématique de la trajectoire des différents composants du systéme
eCB chez le rongeur (pendant les 75 premiers jours de vie) (Meyer et al., 2018)

Des études menées chez le rat ont confirmé que 1’expression des CB1R varie fortement tout au
long de I’adolescence, particulierement dans le CPF et le noyau accumbens. L’expression des
CBIR est a son maximum au début de I’adolescence, puis diminue dans le CPF, I’hippocampe
et le striatum a partir du milieu de I’adolescence jusqu’a I’age adulte (Figure 27 ;Heng et al.,
2011). En outre, on remarque au cours de ’adolescence une réduction de I’inhibition de
transmission synaptique dépendante du CBIR dans le CPF, en accord avec une réduction de
I’expression et de la fonctionnalité des CB1R. Par ailleurs, aucune variation d’expression du
CBIR n’est observée pendant I’adolescence dans d’autres zones corticales comme le cortex
sensori-moteur (Heng et al., 2011), suggérant que la maturation du syst¢tme eCB suit des
trajectoires développementales distinctes en fonction des structures cérébrales.

Durant cette période de développement, en plus des récepteurs, il existe également des
variations des niveaux d’eCBs dans ces mémes régions. Par exemple, une étude a montré une
augmentation de I’AEA (multiplié par 3) et une diminution du 2-AG dans le CPF pendant
I’adolescence (Ellgren et al., 2008). Par ailleurs, certaines ¢tudes ont également rapporté des
changements dans la machinerie enzymatique de synthese et de dégradation des eCBs pendant
I’adolescence, en particulier concernant I’activité de FAAH, qui pourrait ainsi contribuer aux
fluctuations des niveaux d'AEA (Lee et al., 2016), ainsi que MAGL (Long et al., 2012). De
plus, une consommation intensive et régulicre de THC pendant 1’adolescence a des effets
beaucoup plus déléteres et persistants sur les fonctions cognitives qu’a 1’age adulte, suggérant
que le cerveau des adolescents est particulicrement vulnérable aux effets du cannabis.
D’ailleurs, la consommation de cannabis a 1’adolescence augmenterait le risque de développer
des troubles psychotiques voire une schizophrénie (Arseneault et al., 2002; Veen et al., 2004).
Des différences sexuelles de maturation du systéme eCB central ont également été rapportées
pendant 1’adolescence. En effet, le pic d’expression des CBIR est plus précoce chez les

femelles que chez les males (Rodriguez de Fonseca et al., 1994). Sur le plan fonctionnel, une
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¢tude a récemment identifier des différences sexuelles dans la plasticité synaptique (LTD)
dépendante du systéme eCB se met en place plus tot au sein du CPF des femelles que des males,
avant et apres la puberté respectivement (Bernabeu et al., 2023; Borsoi et al., 2019), suggérant
que les hormones sexuelles jouent un role dans la plasticité synaptique pendant 1’adolescence
(voir chapitre II1.B.e). De plus, la LTD dépendante des eCBs implique différents récpteurs selon
le sexe, les CB1R chez les males et les récepteurs endovanilloides TRPV 1R chez les femelles,
indiquant des différences male/femelle dans les mécanismes neuriobiologiques sous-tendant la
LTD (Bernabeu et al., 2023). Enfin, les effets du cannabis administré pendant I’adolescence
different selon le sexe et les rongeurs femelles semblent plus sensibles aux effets des
cannabinoides exogenes sur la mémoire spatiale (Craft et al., 2013).

Etant donné Pimportance du systtme eCB dans la modulation des processus
neurodéveloppementaux et des remaniements qu’il subit pendant ’adolescence dans des
régions cérébrales impliquées dans la cognition, un déréglement de ce systéme a
I’adolescence pourrait avoir des conséquences déléteres sur le fonctionnement cérébral,

et en particulier sur les fonctions cognitives.

e) Dimorphisme sexuel cérébral et cognitif

Les effets cognitifs et mnésiques des cestrogenes s’accompagnent de différences liées au sexe.
Pendant longtemps, 1’idée générale fut que les rongeurs males surpassaient les femelles dans
plusieurs taches de mémoire spatiale telles que la piscine de Morris, le labyrinthe radial, le
labyrinthe de Barnes ou le test de localisation d'objets (pour revue : Koszatka et al., 2023).
Cependant, de récentes études ont suggéré que ces différences de résultats s’expliqueraient
plutot par des différences de stratégies comportementales entre les males et les femelles (pour
revues : Fleischer and Frick, 2023; Yagi and Galea, 2019). De méme, selon un autre dogme, les
femelles auraient une moins bonne mémoire de peur au contexte que les males puisqu’elles
s’immobilisent généralement moins (Colon et al., 2018; Maren et al., 1994; Sase et al., 2019;
Tronson and Keiser, 2019), ce qui a globalement conduit a exclure les femelles des études
portant sur ce sujet. De nouvelles études ont cependant démontré que les femelles développent
bien une mémoire de peur mais I’expriment différemment que les males et utilisent
préférentiellement une stratégie de réponse active plutdt que passive (Gruene et al., 2015;
Mitchell et al., 2022). Des méta-analyses ont révélé que les différences male/femelle concernant
les fonctions mnésiques ne sont pas généralisables puisqu’elles dépendent de divers parametres,
comme I’espéce et la souche de rongeur, l'age, la tache d'apprentissage et le protocole

expérimental (Farr et al., 2008; Frick et al., 2000; Jonasson, 2005).
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Par ailleurs, les différences comportementales entre males et femelles, notamment dans des
taches de mémoire, apparaissent le plus souvent pendant ou aprés l'adolescence, avec la
libération des hormones sexuelles (Hodes and Shors, 2005; Kanit et al., 2000; Krasnoff and
Weston, 1976). Le role des hormones sexuelles, et en particulier des cestrogénes dans les
différences de mémoire entre les males et les femelles a en effet ét¢ démontré dans de
nombreuses études (pour revue : Marrocco and McEwen, 2016). L’ovariectomie permet par
exemple d’atténuer les différences male/femelle de mémoire de peur, qui sont rétablies suite a
I’administration exogene d’E2 (Gupta et al., 2001). Si les différences sexuelles sur le plan
cognitif sont encore débattues, il existe un important dimorphisme sexuel sur le plan cérébral
dans plusieurs régions comme 1’hypothalamus, le néocortex, I’amygdale et 1’hippocampe.
L’hippocampe différe en effet dans sa structure anatomique, ses neurotransmetteurs, sa
composition moléculaire et sa sensibilité aux glucocorticoides. Par exemple, dans la région
CA1 de I’hippocampe dorsal, les femelles expriment plus les sous-unités GluN1 et GluN2A/B
du récepteur NMDA (Brandt et al., 2020) et présentent une plus forte phosphorylation de la
sous-unit¢ GluA2 du récepteur AMPA (Monfort et al., 2015). Par ailleurs, on remarque une
plus forte expression du marqueur d’activité c-Fos dans I’hippocampe des males par rapport
aux femelles suite & un apprentissage de MRO (Torromino et al., 2022) ou un apprentissage
spatial (Yagi et al., 2017, 2016). A noter que pour ’apprentissage spatial I’expression d’un
autre marqueur d’activité, Zif268, est préférentiellement augmenté dans I’hippocampe des
femelles par rapport aux males. On note également, suite a un conditionnement de peur au
contexte, des niveaux de dégradation de protéines dans I’amygdale basolatérale plus élevés
chez les femelles que les males (Martin et al., 2021).

On retrouve également certaines différences chez ’Homme. Sur le plan cognitif, de nombreuses
¢tudes ont suggéré que les hommes présentaient de meilleurs performances que les femmes
dans des tests de mémoire spatiale dépendantes de 1’hippocampe a 1’age adulte (Hampson,
1990a), mais également chez les enfants et les adolescents (Kerns and Berenbaum, 1991; Voyer
et al., 1995). A I’inverse, les femmes présenteraient de meilleurs résultats dans des taches de
mémoire verbale (Hampson, 1990b) et de mémoire a court terme (Duff and Hampson, 2001).
Il est cependant important de souligner que ces différences liées au genre ne sont pas toujours
présentes. En effet, d’autres études n’ont détect¢ aucune différence de mémoire entre les
hommes et les femmes ou bien uniquement des différences de stratégies utilisées (Chamizo et
al., 2011; Dabbs et al., 1998; Lawton, 1994; Rentz et al., 2017; Silverman and Choi, 2006).
Aux vues de ces données, bien que le sexe et les hormones sexuelles pourraient avoir un effet

sur la physiologie cérébrale et les fonctions cognitives, de nombreux autres facteurs peuvent
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influencer les résultats des tests comme 1’age, le mode de vie, I’expérience et les tests utilisés
pour évaluer les fonctions cognitives. Bien que certaines études aient montré des différences
homme-femme sur le plan cérébral (DeLacoste-Utamsing and Holloway, 1982), la notion de
dimorphisme sexuel cérébral a été contredite par une étude qui a évalué la connectivité, le
volume de la maticre grise et de la matiere blanche ainsi que I'épaisseur et les volumes corticaux
et sous-corticaux grace a la neuroimagerie. Les auteurs ont mis en évidence de nombreuses
similitudes et recouvrements de distribution entre hommes et femmes, suggérant que le cerveau
ne serait pas différent entre les sexes (Joel et al., 2015).

Ainsi, les cestrogénes apparaissent comme des modulateurs complexes des processus de
mémorisation et de la plasticité neuronale dans le cerveau, notamment dans
I’hippocampe, le cortex préfrontal et ’amygdale et pourraient étre impliqués dans des

différences méale/femelle de plasticité neuronale et dans les processus de mémorisation.
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IV. OBESITE, REGIME OBESOGENE ET MEMOIRE

A.ALTERATIONS MNESIQUES

1. Chez ’homme

L’obésité est aujourd’hui largement associée a des altérations du fonctionnement cérébral et a
un risque ¢levé de démence chez les personnes agées, indépendamment du diabete et d’autres
troubles cardiovasculaires (Whitmer et al., 2008). En effet, les personnes obeses présentent
certaines altérations cognitives et plusieurs €tudes épidémiologiques ont rapporté des baisses
de leur capacité de mémorisation. En effet, une étude longitudinale menée a Baltimore sur 1700
sujets, a associ¢ 1’obésité a une diminution des performances de mémoire, d'attention et de
certaines fonctions exécutives (Gunstad et al., 2010). Plusieurs études ont d’ailleurs confirmé
une association entre un IMC ¢élevé et de faibles résultats dans des taches de mémoire
épisodiques, spatiales et sémantiques (Loprinzi and Frith, 2018; Nilsson et al., 2012). De fagon
intéressante, 1’apport nutritionnel prolongé en graisses saturées ou en aliments hypercaloriques,
indépendamment des atteintes métaboliques liées a ’obésité, ont directement été corrélé
négativement a des performances dans certaines tdches de mémoire (Attuquayefio and
Stevenson, 2015; Francis and Stevenson, 2013). De plus, une récente étude longitudinale
australienne a associé la baisse de la qualité nutritionnelle a une réduction du volume de
I'hippocampe chez 250 sujets adultes (Jacka et al., 2015). Ces résultats sont en accord avec une
autre étude indiquant une réduction de I'activité de I'hippocampe en réponse a un repas chez des
sujets obeses (DelParigi et al., 2004), suggérant dans son ensemble une baisse des fonctions
hippocampiques. En effet, I'obésité semble altérer principalement la mémoire dépendante de
I'hippocampe, sans affecter d’autres fonctions cognitives (Cheke et al., 2016; Francis and
Stevenson, 2011). Une étude a montré¢ une moindre activation du CPF dorsolatéral chez des
personnes obéses en réponse a un repas (Son NT Le et al., 2007), suggérant également une
baisse des fonctions frontales. Toutefois, certaines €tudes n’ont pas trouvé d’association entre
I’obésité et des altérations mnésiques spécifiques (Knopman et al.,, 2001; Sabia et al.,
2009)Kanoski and Davidson, 2011). Ces divergences de résultats sont probablement dues au
grand nombre de facteurs confondants (estime de soi, mode de vie, activité physique, etc.), ainsi
qu’a la diversité des tests utilisés pour évaluer les fonctions cognitives. Enfin, bien que menée

sur un faible nombre d’individu (16 hommes), une ¢tude a montré qu’une courte exposition de
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5 jours a un régime hypercalorique suffit a diminuer certaines fonctions cognitives,
indépendamment de I’obésité (Holloway et al., 2011).

Ces déficits cognitifs se retrouvent aussi bien chez les adultes que chez les enfants et
adolescents obéses. Ainsi chez les enfants et adolescents obéses, on observe une diminution des
performances dans des tadches mesurant les fonctions exécutives, telles que la flexibilité
mentale, 1'adaptation aux changements de régle et I'inhibition (Li et al., 2008; Lokken et al.,
2009; Reinert et al., 2013). Par ailleurs, des études récentes montrent que les adolescents obeses
présentent de moins bonnes performances a des tests cognitifs dépendants de I’hippocampe tels
que des problémes géométriques/visuo-spatiaux ou des tiches de mémoire relationnelle et que
ceci est associ¢ a de moindres résultats scolaires (Khan et al., 2015; Nyaradi et al., 2014). De
plus, une étude transversale norvégienne a associé¢ la baisse de la qualité nutritionnelle a des
difficultés d’apprentissage chez preés de 500 adolescents (Overby et al., 2013), sans avoir évalué
le statut socio-économique des familles. De méme, beaucoup d’autres facteurs confondants
(lieu d’habitation, éducation des parents, activité physique etc.) peuvent influencer les résultats
scolaires et biaiser les résultats de ces études (Santana et al. 2017). Au niveau cérébral, plusieurs
¢tudes ont récemment montré que des enfants/adolescents obeses, comme observé chez les
adultes, présentent une réduction du volume de I'hippocampe (Bauer et al., 2015; Mestre et al.,
2020, 2017). De fagon intéressante, une étude récente menée sur plus de 3000 enfants aux Etats-
Unis montre une association entre un IMC ¢élevé et une réduction du volume de plusieurs
régions corticales, avec une plus forte corrélation dans le CPF (Laurent et al., 2020). Toutefois,
d’autres études n’ont pas trouvé d’association entre 1’obésité et des altérations mnésiques

pendant I’enfance ou I’adolescence (Cserjési et al., 2007; Gunstad et al., 2008).
2. Dans les modé¢les animaux

De nombreuses études ont démontré que la consommation de régimes obésogeénes engendre
certaines perturbations cognitives (Kanoski and Davidson, 2011). Aux vues des perturbations
de la mémoire déclarative dépendante de 1’hippocampe chez I’ Homme, la majorité des études
ont évalué la mémoire des animaux dans des taches de mémoire principalement dépendantes
de I’hippocampe. De fagon intéressante, bien que les mod¢les et les souches de rongeurs (rats
ou souris) ainsi que la composition du régime alimentaire varient en fonction des études, les
résultats indiquent majoritairement des altérations de la mémoire dépendante de 1’hippocampe
(Kanoski et al., 2010; Kanoski and Davidson, 2011;Greenwood and Winocur, 2005), en

particulier la mémoire spatiale (le labyrinthe en Y, le labyrinthe radial, la piscine de Morris ou
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le test de localisation d’objet), la mémoire contextuelle (conditionnement de peur), la mémoire
épisodique (association entre un objet et un contexte) ou encore la MRO. Alors que la MRO a
court-terme n’est généralement pas affectée (Kosari et al., 2012; Naneix et al., 2021; Tucker et
al., 2012; Yan et al., 2020), la MRO a long-terme est généralement altérée (Ayabe et al., 2020;
Beilharz et al., 2018; Biyong et al., 2021; de Andrade et al., 2017; Hayashi et al., 2020; Jeong
et al., 2019; Kendig et al., 2019; Kim et al., 2021; Naneix et al., 2021; Rahigude et al., 2012;
Reichelt et al., 2020; Wang et al., 2018, 2016; Zuloaga et al., 2016), suggérant un effet
spécifique du régime HLS sur la consolidation mnésique. Quelques études ont évalué les effets
d’un régime HLS prolongé sur la mémoire de peur au contexte (MPC) dépendante de
I’hippocampe en utilisant différents protocoles. La plupart d’entre elles ont ainsi montré des
altérations de la MPC a long-terme chez plusieurs mode¢les de rongeurs (Hwang et al., 2010;
Reichelt et al., 2015b; Sobesky et al., 2014; Wang et al., 2020; Yamada-Goto et al., 2012),
suggérant la-encore des dysfonctionnements hippocampiques. De facon intéressante, certaines
¢études ont ¢également mis en évidence des dysfonctionnements de ’amygdale chez les animaux
sous régime HLS en évaluant la réponse de peur au son (Boitard et al., 2015; Reichelt et al.,
2015b; Yamada-Goto et al., 2012; Zuloaga et al., 2016).

La composition du régime, notamment le pourcentage d’énergie apportée par les lipides saturés,
est un facteur déterminant dans les effets déléteres du régime HLS sur la mémoire. En effet,
alors qu’un régime dont 40% des kcal proviennent des lipides n’a pas d’effet sur la mémoire
spatiale, un régime plus drastique dont 60% des kcal proviennent des lipides a un effet délétere
sur la mémoire spatiale apres 4 mois d’exposition (Pistell et al., 2010). Par contre, une plus
longue période d’exposition (6 mois) a ces deux régimes (40% et 60%) a les mémes effets
perturbateurs sur la mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe (Lizarbe et al., 2019).
D’autre part, les modeles d’obésité génétique présentent aussi certaines altérations mnésiques.
Le rat Zucker et la souris db/db présentent des déficits d’apprentissage et de mémoire spatiale
(piscine de Morris) ainsi que des perturbations de la plasticité hippocampique (Li et al., 2002;
Stranahan et al., 2008a), suggérant qu’elle soit d’origine génétique ou alimentaire, I’obésité
entrainent des altérations hippocampiques. Enfin, certains auteurs ont proposé 1’hypothése d’un
cercle vicieux ou des altérations de la mémoire hippocampique conduiraient a une
augmentation de la prise alimentaire qui favoriserait la prise de poids et augmenterait les
altérations mnésiques hippocampiques (Kanoski and Davidson, 2011).

Comme évoqué précédemment, I’enfance et I’adolescence sont des périodes de vulnérabilités
a certains facteurs environnementaux comme une alimentation riche en gras et en sucre (pour

revue : Tsan et al., 2021). Ainsi, bien que 1’obésité ou la consommation du régime HLS peuvent
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étre déléteres a 1’age adulte, les effets sur la mémoire pourraient étre plus importants en cas
d’exposition plus précoce, notamment pendant I’adolescence. En ce sens, de nombreuses études
ont montré qu’un régime obésogene induit des altérations cognitives lorsqu'il est commencé a
I'adolescence (HLSado), mais pas a 1'age adulte (Boitard et al., 2015, 2014, 2012; Glushchak et
al., 2021; Hsu et al., 2015; Khazen et al., 2019; Klein et al., 2016; Labouesse et al., 2017;
Privitera et al., 2011; Valladolid-Acebes et al., 2013;Noble and Kanoski, 2016). Dans
I’ensemble, ces données démontrent que 1’adolescence est une période de développement
critique, particulierement vulnérable aux effets du régime obésogeéne sur la mémoire, en

particulier les mémoires dépendantes de 1’hippocampe.

3. Différences males/femelles

® Chez I’Homme

De facon générale, les études épidémiologiques ont été menées sur des populations équilibrées
d’hommes et de femmes afin d’ajuster les analyses sur le « sexe », éliminant ainsi un effet
potentiel de cette variable sur les résultats. En revanche, les différences entre les sexes ne sont
généralement pas examinées. Par exemple, chez des adolescents, la baisse de la qualité
nutritionnelle est associée a des difficultés d’apprentissage chez 236 garcons et 239 filles apres
ajustement des analyses avec la variable « sexe », sans qu’il n’y ait eu d'analyses différentielles
en fonction du sexe (Overby et al., 2013). De la méme fagon, des enfants obeses présentent une
réduction du volume de I’hippocampe et des changements d’activation du CPF apres ajustement
des analyses avec la variable « sexe » (Son NT Le et al., 2007). De fagon intéressante, un IMC
¢levé a €té associé a des altérations de mémoire épisodique chez les hommes et les femmes
apres des analyses différentielles en fonction du sexe (Mestre et al., 2020). De plus, une étude
a montré de plus fortes altérations de la mémoire a court-terme ou de la mémoire verbale chez
des femmes atteintes de diabétes de type 2 (Devore et al., 2009). De fagon intéressante, des
différences homme/femme ont été découvertes dans une vaste étude japonaise portant sur 1500
personnes avec une corrélation négative entre un IMC élevé et le volume de la maticre grise

dans différentes régions du cortex chez les hommes mais pas les femmes (Taki et al., 2008).

® Chez ’animal

A ce jour, seules quelques études ont comparé les effets d’un régime obésogéne sur la mémoire
chez les deux sexes a 1’age adulte. Certaines études comparatives ont montré les mémes effets
délétéres d’un régime obésogene sur la mémoire spatiale et 1’excitabilité neuronale dans

I’hippocampe de rats males et femelles (Underwood and Thompson, 2016). Plus récemment,
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une ¢tude a confirmé chez la souris que le régime obésogene altére la MRO et la mémoire
spatiale chez les males et les femelles (Garcia-Serrano et al., 2022). D’autres études se sont
focalisées sur des rongeurs femelles nourries avec un régime HLS pendant 20 semaines et ont
not¢ des altérations de la mémoire dépendante de I’hippocampe et de la plasticité
hippocampique (Braga et al., 2021; Mantor et al., 2018). Par ailleurs, des souris femelles
nourries avec un régime HLS a D’adolescence, mais pas a 1’age adulte, présentent des
perturbations de mémoire spatiale dans la piscine de Morris démontrant la vulnérabilité de la
période d’adolescence chez les femelles comme chez les males (Klein et al., 2016). Il est
important de noter que ces ¢tudes ont utilisé un régime HLS drastique (60% de kcal issus des
lipides), une longue durée d’exposition (20 semaines) et ont évalué la mémoire non-aversive.
Toutefois, d’autres études suggerent que les femelles sont moins sensibles que les males aux
effets d’un régime obésogene sur la mémoire. En effet, alors que la consommation prolongée
d’un régime HLS démarrant au sevrage (donc incluant I’adolescence) perturbe la plasticité
synaptique hippocampique ainsi que la MPC dépendante de I’hippocampe chez le male, elle
n’affecte pas ces parametres chez la femelle (Hwang et al.,, 2010). De méme, la
surconsommation de sucrose pendant 1’adolescence perturbe la mémoire associative entre un
objet et sa position spatiale chez le male mais pas chez la femelle (Abbott et al., 2016). Les
cestrogenes pourraient atténuer les déficits de mémoire associés a la consommation du régime
HLS chez les femelles. En particulier, il a ét¢ montré que les cestrogénes, sécrétés durant le
procestrus chez la femelle, permettent de résister aux effets amnésiants de la surconsommation
de sucrose pendant I’adolescence (Abbott et al., 2016).

Des ¢études ont également mis en évidence des différences entre les sexes au niveau cellulaire
et moléculaire. En effet, une longue exposition a un régime HLS (8 mois) induit moins
d’inflammation dans certaines structures cérébrales, comme le cortex antérieur et le cervelet,
chez des souris femelles que chez les males. De plus 1’analyse transcriptionnelle indique que
les deux sexes présentent bien une réduction de 1’expression de certains genes impliqués dans
la plasticité synaptique dans le cortex, mais que seuls les males présentent une diminution des
récepteurs AMPA et NMDA (Murtaj et al., 2022). En accord avec ces résultats, une ¢étude a
montré qu’une régime HLS induit une augmentation des cellules microgliales activées chez les
males mais pas chez les femelles et une diminution des cytokines pro-inflammatoires chez les
femelles mais pas chez les méles (Abi-Ghanem et al., 2023). Par ailleurs, la consommation
d’aliments de type « cafétéria » n’induit pas les mémes altérations de la plasticité synaptique
dans le noyau accumbens de rats méles et femelles. Enfin, une étude a découvert des différences

male/femelle dans les altérations des réseaux périneuronaux du CPF induites par 20 jours
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d’exposition a un régime HLS chez le rat. En effet, alors que les femelles présentent des
modifications de réseaux périneuronaux dans le CPFvm, elles se situent dans le CPFdm et le
cortex orbitofrontal ventromédian chez les males (Dingess et al., 2020).

Ainsi, ces données suggerent que la consommation d’un régime obésogene a ’adolescence
pourrait induire différentes altérations neuronales et cérébrales en fonction du sexe de

I’individu, se traduisant par des différences dans la nature des altérations mnésiques.
B. Mécanismes impliqués

a) Plasticité neuronale

Chez le rongeur, de nombreuses études ont associ€ les déficits mnésiques induit par 1’exposition
a un régime HLS a des altérations de 1’expression de plusieurs facteurs neurotrophiques ou
marqueurs des fonctions synaptiques comme les transporteurs vésiculaires du glutamate et du
GABA, en particulier dans I’hippocampe (Camer et al., 2015; Liu et al., 2014; Lizarbe et al.,
2019; Molteni et al., 2002; Park et al., 2010; Reichelt et al., 2015b; Wang et al., 2020), mais
¢galement dans le CPFm (Xia et al., 2015;Liu et al., 2014;Camer et al., 2015; Kanoski et al.,
2007; Labouesse et al., 2017; Lizarbe et al., 2019; Reichelt et al., 2020; Yoon et al., 2019). De
toute évidence, les altérations moléculaires varient en fonction de nombreux facteurs comme
I’age et la durée du régime, sa composition lipidique et glucidique et le modele animal utilisé
dans 1’¢tude. Au niveau de la plasticité synaptique, plusieurs études €lectrophysiologique in
vivo et ex vivo ont rapporté que la consommation d’un régime HLS induit des altérations de la
LTP dans I"hippocampe (Hao et al., 2016 ; Hwang et al., 2010 ; Stranahan et al., 2008 ; Gault
et al., 2010; Porter et al., 2010 ; Vouimba et al., 2021). La consommation précoce d’un régime
HLS a aussi été associée a une réduction des concentrations de GABA et du nombre de neurones
GABA dans le CPF et I’hippocampe, conduisant a des modifications de la transmission
inhibitrice (Reichelt et al., 2019a, 2015a; Sandoval-Salazar et al., 2016; Seabrook et al., 2023;
Thompson et al., 2017; Xu and Reichelt, 2018).

En outre, I'exposition au régime HLS diminue la neurogénese dans le gyrus denté de
I'hippocampe (Hwang et al., 2008; Lindqvist et al., 2006; Park et al., 2010). Notre équipe a
d’ailleurs montré que la consommation d’un régime HLS a I’adolescence, mais pas a 1’age
adulte, altere la neurogénese hippocampique (Boitard et al., 2012), démontrant a nouveau la
vulnérabilité de 1’hippocampe pendant 1’adolescence. Les régimes HLS semblent également
impacter la morphologie neuronale, notamment en diminuant 1’arborisation dendritique des

neurones de la région CAl de I’hippocampe (Stranahan et al., 2008b) ou dans le CPF
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(Thompson et al., 2017). Par ailleurs, une étude a montré que 8 semaines d’exposition a un
régime HLS pendant 1’adolescence, mais pas a 1’age adulte, modifie la densité¢ des €épines
dendritiques dans 1’hippocampe (Valladolid-Acebes et al., 2013), suggérant encore une fois la
vulnérabilité de I’hippocampe a 1’adolescence. Par ailleurs, une exposition courte ou prolongée
aun régime HLS a I’adolescence peut ¢galement altérer la formation des réseaux périneuronaux
dans le CPF et ’hippocampe (Dingess et al., 2018; Reichelt et al., 2021). Ainsi, toutes ces

données mettent en évidence les effets déléteres d’un régime HLS sur la plasticité cérébrale.

b) Glucocorticoides

L'obésité est associée a une dérégulation de ’axe corticotrope chez I'Homme (Duclos et al.,
2001; Jessop et al., 2001; Pasquali et al., 2006) et chez les modeles animaux d’obésité induite
par I’alimentation qui se caractérise par une plus forte libération de glucocorticoides apres des
événements stressants (Boitard et al., 2015; Legendre and Harris, 2006; Sharma and Fulton,
2013). De plus, I'adolescence est une période critique pour la maturation de I’axe corticotrope
(McCormick and Mathews, 2007) qui est un modulateur important de la consolidation de la
mémoire (McGaugh, 2004). Ainsi, notre laboratoire a montré que la consommation d’un régime
HLS a l'adolescence induit de plus fortes libérations de glucocorticoides qu'une exposition
similaire a I'age adulte, apres différents stress (Boitard et al., 2015) ou simplement apres avoir
expos¢ les animaux a de nouveaux objets dans un nouvel environnement (acquisition de la
MRO). Le blocage des récepteurs aux glucocorticoides immeédiatement apres 1’acquisition
améliore la MRO a long terme, démontrant I’implication de ce systéme dans les altérations
mnésiques induites par le régime HLS a 1’adolescence (Janthakhin et al., en préparation). De
facon similaire, d’autres équipes ont montré que la diminution des glucocorticoides circulants
permet également de prévenir les déficits de MRO dans des modéles d’obésité d’origine
alimentaire (Janthakhin et al., 2022) ou génétique (Stranahan et al., 2008a; Wosiski-Kuhn et
al., 2014).

¢) Altérations métaboliques

Etant donné que 1'obésité est fortement associé au diabéte de type 2 (Bonadonna et al., 1990),
la résistance a 1'insuline pourrait étre un mécanisme clé du dysfonctionnement hippocampique
en condition d'obésité (Chabot et al., 1997; Lamport et al., 2014; Li et al., 2002; Molteni et al.,
2002; Zhao et al., 2004), d’autant plus que I’insuline est connue pour son role modulateur de
la physiologie cérébrale et la plasticité neuronale (pour revue : Kleinridders et al., 2014). Chez

I’Homme, une étude a d’ailleurs montré que 1'administration intranasale et chronique d'insuline
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améliore certaines performances de mémoire (Benedict et al., 2004). De plus, contrairement
aux patients obeses non-diabétiques, des personnes obéses diabétiques présentent des
réductions du volume de I'hippocampe (Brue et al., 2011 ; Ursache et al., 2012) et une
diminution de leurs performances de mémoire (Lamport et al., 2014). Cependant, d’autres
¢tudes ont trouvé des réductions du volume de 1'hippocampe chez des obéses non-diabétiques
(Jagust et al., 2005; Raji et al., 2010). Ces données cliniques suggerent que la résistance a
l'insuline aurait un effet additif plutdt qu'explicatif dans les altérations hippocampiques et
mnésiques associées a 1’obésité. Chez le rat, un régime HLS induit une hyper-insulinémie et
une diminution de la phosphorylation du récepteur a I'insuline et d’IRS-1 (substrat de
I’activation du récepteur) dans I’hippocampe (Pratchayasakul et al., 2011).

L’ obésité est également associée a une forte production de leptine par le tissu adipeux
conduisant a terme a une résistance a la leptine. La consommation de régime HLS pendant 8
semaines a l’adolescence, mais pas a 1’age adulte, désensibilise dans 1’hippocampe la
phosphorylation de la protéine kinase B (voie de signalisation Akt) couplée au récepteur a la
leptine suggérant une résistance a la leptine suite a I’exposition au régime HLS se développant
plus rapidement dans I’hippocampe a I’adolescence (Valladolid-Acebes et al. 2013).

Par ailleurs, quelques jours de régime HLS diminue la production du neurostéroide
prégnénolone dans I’hypothalamus et I’administration de prégnénolone permet de prévenir les
altérations de la MRO et de la plasticité synaptique hippocampique (Ramirez et al., 2022).
L’hypertriglycéridémie, souvent associée a 1’obésité, pourrait également étre impliquée
puisqu’une injection de triglycérides dans le cerveau peut perturber les fonctions cognitives et
notamment la mémoire spatiale (Farr et al., 2008).

Enfin, une carence en vitamine A pourrait également participer aux effets de I’obésité sur la
mémoire. Apres absorption intestinale et stockage hépatique, la vitamine A (ou rétinol),
uniquement fourni par l'alimentation, est sécrétée dans la circulation pour atteindre le cerveau
ou elle régule la plasticit¢ de I'hippocampe et les fonctions mnésique via la régulation de
'expression génique grice a ses récepteurs nucléaires RAR et RXR (Lane and Bailey, 2005).
L'obésité est associée a une carence en vitamine A chez I’homme (Virounudomphol et al., 2003)
et chez I’animal la biodisponibilité de la vitamine A est réduite aprés exposition a un régime
HLS, étant captée par le tissu adipeux (Blaner, 2019; Trasino and Gudas, 2015). De fagon
intéressante, 1’équipe a récemment montrée qu’une supplémentation nutritionnelle en vitamine
A est capable de prévenir les altérations hippocampiques chez les animaux HLS (Biyong et al.,

2021).
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d) Microbiote et dysbiose

L’obésité et la consommation de régime HLS modifie la flore intestinale (Cani and Delzenne,
2009) dont la composition peut prédisposer a 1’obésité (Leigh and Morris, 2020). Certaines
études ont suggéré I’implication de la dysbiose intestinale dans les altérations cognitives et
mnésiques induites par le régime HLS. En effet, de nombreuses études ont corrélés des
altérations neurocomportementales a des altérations de la composition du microbiote intestinale
chez des souris nourries a un régime HLS (voir par exemple Wu et al., 2023). De plus, I’effet
bénéfique de la supplémentation nutritionnelle en vitamine A sur les altérations
hippocampiques s’accompagne d’une correction de la dysbiose chez les animaux HLS (Biyong
etal., 2021). Enfin, en plus de ces études corrélationnelles, certaines études récentes ont permis
de faire un lien causal. Par exemple, apres avoir mis en évidence des niveaux trés faible de la
bactérie commensale Akkermansia muciniphila suite au régime HLS a I’adolescence, un apport
de cette bactérie chez les souris HLS a permis d’annuler leurs altérations de plasticité
hippocampique et leurs déficits mnésiques (Yang et al., 2019). Dans le méme sens, des études
ont montré¢ les effets bénéfiques de certains probiotiques/prébiotiques sur les fonctions
hippocampiques d’animaux HLS (Beilharz et al., 2018; de Paiva et al., 2023). Ces effets
pourraient passés par le nerf vague compte tenu de la découverte récente de son role modulateur
sur les fonctions hippocampiques (Suarez et al., 2018). De plus, la stimulation du nerf vague
semble pouvoir prévenir les altérations hippocampiques d’animaux HLSado (Scott Kanoski,

communication personnelle).

¢) Neuroinflammation et stress oxydatif

L’obésité est qualifiée d’état inflammatoire chronique a bas-bruit. En effet, on observe une plus
forte concentration sanguine de facteurs pro-inflammatoires chez les personnes obeses (Hansen
et al., 2010; Olszanecka-Glinianowicz et al., 2008; Visser et al., 1999). Chez ’Homme comme
chez I’animal, 1’¢lévation de masse grasse abdominale est associée a une €lévation, modérée
mais chronique, des taux circulants de médiateurs inflammatoires (Brooks et al., 2010
Thewissen et al., 2011). En effet, le tissu adipeux blanc est a I’origine de la sécrétion de
marqueurs pro-inflammatoires : les adipokines comme le TNFa, I'll-6, le MCP-1 et la
leptine (Tilg and Moschen, 2006).

Au niveau cérébral, notre laboratoire a mis en €évidence une exacerbation de la réponse
inflammatoire, spécifiquement dans I’hippocampe, chez des animaux exposés au régime HLS
a I’adolescence, mais pas a 1’age adulte (Boitard et al., 2014). Parmi plusieurs régimes, seul le

régime HLS le plus drastique (60%) induit des déficits de mémoire associés a une augmentation
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de I’inflammation et de ’activation gliales dans le cortex (Pistell et al, 2010), suggérant
I’importance de la composition du régime HLS sur la neuroinflammation et les déficits
mnésiques associ¢s. Des données récentes confirment qu’une longue exposition a un régime
HLS conduit a une microgliose dans I’hippocampe et le CPF (Cope et al., 2018;Reichelt et al.,
2021). Par ailleurs I’exposition précoce a un régime HLS pendant 13 semaines induit des
altérations de la mémoire spatiale, associées a une augmentation des marqueurs inflammatoires
et du stress oxydatif dans I'hippocampe (Tan and Norhaizan, 2019). En effet, I’inflammation va
souvent de pair avec le stress oxydatif puisque les cellules immunitaires activées génerent de
grandes quantités d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) (Tan and Norhaizan, 2019). Ainsi,
la consommation d’un régime obésogene est associ¢e a I’augmentation du stress oxydatif dans
I’hippocampe et le CPF (Freeman et al., 2013; Stranahan et al., 2011).

Un lien causal entre cette neuroinflammation et les perturbations de mémoire existe dans le
contexte de 1’obésité¢ d’origine alimentaire. En effet, le blocage de la cytokine pro-
inflammatoire IL-1 dans I’hippocampe réverse les déficits de mémoire contextuelle, spatiale et
de MRO dans un mod¢le d’obésité d’origine alimentaire (Sobesky et al., 2014)ou génétique
(Erion et al., 2014). De fagon similaire, I'administration orale d'acide ursolique, un agent anti-
inflammatoire et antioxydant, prévient 1’augmentation de la signalisation inflammatoire, les
changements d’expression de protéines impliquées dans la plasticité neuronale et les déficits de
mémoire induits par 1’exposition prolongée a régime HLS (60%) pendant 20 semaines (Lu et
al., 2011). De plus, le resvératrol, puissant antioxydant, diminue ’inflammation et le stress
oxydatif dans I’hippocampe et améliore les déficits de mémoire spatiale induit par 20 semaines

d’exposition au régime HLS chez la souris (Jeon et al., 2012).

f) Barriére hématoencéphalique

Les régimes HLS augmentent également la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique
(BHE), affectant en particulier 1'hippocampe (Banks et al., 2004, 2008). En revanche,
contrairement a des rats obeses, des rats exposés a un régime HLS mais résistants a I’obésité ne
présentent pas d’altération de la BHE, suggérant un lien possible entre le poids corporel et la
perméabilité a la BHE. L’augmentation de la perméabilité de la BHE est susceptible de modifier
le transport des nutriments, des hormones métaboliques, des cytokines inflammatoires et des
macrophages, pouvant par conséquent exacerber les effets déléteres sur I’hippocampe (Cordner
and Tamashiro, 2015; Kanoski et al., 2010). De plus, chez des souris ob&ses nourries au régime

HLS, I'inhibition de la protéine kinase C ou le blocage du récepteur de 'adénosine 2a réduit la
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perméabilité de la BHE et améliore la mémoire dépendante de 1’hippocampe et la plasticité

hippocampique (Yamamoto et al., 2019).

C.Deux mécanismes potentiels a I’¢tude

1. Altération de I’activité neuronale

Il a récemment ¢été montré dans notre laboratoire que les perturbations mnésiques induites par
la consommation d’un régime HLSado sont associées a des altérations fonctionnelles de
I’hippocampe chez les rongeurs males. En particulier, 1’acquisition de la MRO induit une
augmentation de 1’expression de c-Fos, marqueur de 1’activité neuronale, dans I’hippocampe
d’animaux nourries au régime HLS pendant 12 semaines (Biyong et al., 2021). L’inactivation
chémogénétique des neurones pyramidaux de 1’hippocampe permet d’améliorer les
performances de MRO des animaux HLSado (Figure 28 ; Naneix et al., 2021 ; Bakogiannis et
al., en préparation), montrant que la suractivation de 1I’hippocampe est a I’origine des déficits
mnésiques induits par le régime HLSado chez les souris males. Il reste a évaluer si des

altérations similaires sont présentes chez les femelles exposées au régime HLSado.

A. Effets du régime HLSado sur la MRO et I’activation de I’hippocampe
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B. Effets de I'inactivation de I'hippocampe sur les déficits de MRO des animaux HLSado

.
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Figure 28 : Effets de ’inactivation chémogénétique de ’hippocampe dorsal sur les déficits de
mémoire de reconnaissance d’objet chez les males HLSado.

A. Effet du régime HLSado sur le test de mémoire de reconnaissance d’objet (MRO) a long-terme

(24h ; a gauche) et sur le nombre de cellules c-Fos positives dans I’hippocampe dorsal 90 minutes
apres ’acquisition de la MRO ou au niveau basal (home-cage ; a droite). B. Effet de I’inactivation
chémogénétique de I’hippocampe sur le test de MRO. Les résultats sont exprimés en moyenne des
pourcentages + SEM. Statistiques : one sample t-test ou unpaired t-test. Abréviations : CT, régime
controle; HLS, régime hyperlipidique et sucré; MRO, mémoire de reconnaissance d’objet (issu de
Biyong et al., 2020 ; Naneix et al., 2021).

2. Altération du systéme endocannabinoide

Comme vu précédemment, 1’obésité est fortement associée a des dérégulations du systeme eCB
dans les tissus périphériques et cérébraux impliqués dans le métabolisme énergétique (Di Marzo
etal.,2001; Yang et al., 2018) mais également dans d’autres régions cérébrales impliquées dans
les fonctions cognitives comme [’hippocampe et le CPF. Une premicre ¢tude montre une
diminution de la densité des CB1R dans I’hippocampe de rat nourris avec des aliments
palatables pendant 10 semaines (Harrold et al., 2002). Par la suite, les études indiquent que 3
semaines d’exposition a une régime HLS n’affecte pas ’activit¢ des CB1R dans I’hippocampe
(South and Huang, 2008), alors que 1’expression des CB1R est augmentée dans I"hippocampe
de rats nourris avec un régime HLS pendant 12 semaines. Le régime induit une augmentation
des niveaux d’AEA ainsi que du ratio des enzymes de synthése et de dégradation en faveur de
la synthese d’AEA (Rivera et al., 2013). De fagon similaire, une augmentation de la densité des

CBIR dans les régions CA1 et CA3 de I’hippocampe ainsi que des niveaux d’AEA, de 2-AG
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et de DAGLa (enzyme de synthése du 2-AG) a ét¢ mis en évidence chez des souris obeses
nourries avec un régime HLS pendant 12 semaines (Massa et al., 2010). Ainsi, les modifications
du systtme eCB dépendent de nombreux paramétres expérimentaux comme la durée
d’exposition et la composition du régime HLS.

De fagon intéressante, 1’activité du systéme eCB est également altérée dans le CPF a la suite
d’une exposition a un régime HLS. En effet, ’expression des enzymes de synthéses et de
dégradation des eCBs est diminuée dans le cortex cingulaire antérieur de rats nourris au régime
HLS (Bourdy et al., 2021). De plus, I’activité de liaison des CB1R est augmentée dans le CPF
de rates apres 4 a 12 semaines de régime HLS. Par ailleurs, ce méme régime ne modifie pas
I’activité des CBIR de I’hippocampe (Rojo et al., 2013) suggérant de potentielles différences
entre ces deux structures chez la femelle.

Le régime obésogéne entraine des dérégulations du systeme eCB dans I’hippocampe ou le

cortex préfrontal qui pourraient étre responsables des altérations mnésiques associées.

Ainsi, notre laboratoire a évalué I’implication du systeme eCB dans les déficits de MRO induit
par la consommation d’un régime obésogene a I’adolescence chez des souris males. Le régime
HLSado augmente les niveaux d’AEA et d’expression des CBIR dans I’hippocampe apres la
phase d’acquisition de la MRO (Janthakhin et al. en préparation) suggérant que la suractivation
du systeme eCB participerait aux altérations de la MRO a long terme. Le blocage des CB1R
par I’injection d’un antagoniste juste apreés la phase d’acquisition de la MRO normalise la
suractivation de c-Fos dans 1'hippocampe dorsal (CA1-CA3) et améliore les déficits de MRO a
long terme des animaux HLSado (Figure 29). La diminution des CB1R de I'hippocampe dorsal,
dans la totalit¢ des cellules de I’hippocampe ou spécifiquement dans les neurones
glutamatergiques excitateurs, restaure également la MRO a long terme des souris nourries avec
un régime HLS (Figure 29 ; Janthakhin et al. en préparation), démontrant que 1’hyperactivité
du systeme eCB de I'hippocampe participe aux déficits de MRO des souris males HLSado.

Il apparait que les dérégulations de Dactivité neuronale et du systeme eCB de
I’hippocampe sont responsables des perturbations mnésiques induites par la
consommation d’un régime obésogene a I’adolescence chez le male. 1l reste maintenant a

déterminer si ces résultats peuvent étre généralisés aux femelles.

82



A. Effets du blocage des CB1R sur la MRO et I'activation de I’hippocampe
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B. Effets de la diminution des CB1R de I’hippocampe sur les déficits de MRO des animaux HLSado
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Figure 29 : Role des CB1R dans les déficits de mémoire de reconnaissance d’objet et ’activation
c-Fos de I’hippocampe chez les males HL.Sado.

A. Effet de l'injection d’un antagoniste des CBIR (Rimonabant, Rimo 1mg/kg) sur le test de mémoire
de reconnaissance d’objet (MRO) a long-terme (24h) (a gauche) et sur le nombre de cellules c-Fos
positives dans I’hippocampe dorsal 90 minutes aprés [’acquisition de la MRO B. Effet de la délétion
virale des CBIR de I’hippocampe sur le test de MRO. Les résultats sont exprimés en moyenne des
pourcentages +/- SEM. Statistiques : one sample t-test ou one-way ANOVA. Abréviations : CT, régime
controle ; HLS, régime hyperlipidique et sucré; MRO, mémoire de reconnaissance d’objet ; Rimo
(rimonabant) : antagoniste des CBIR (issu de Janthakhin et al., en préparation)
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

L’obésité est 1'un des problémes de santé publique les plus graves du XXle siecle qui touche
de plus en plus les enfants et les adolescents. En plus de favoriser 1’apparition de maladies
métaboliques et cardiovasculaires ainsi que de cancers, 1’obésité est associée a I’apparition de
troubles cognitifs, en particulier mnésiques, et ce dés le plus jeune age. Des effets similaires
sont retrouvés sur des modeles animaux dont le surpoids ou 1’obésité est obtenu par la
consommation de nourritures obésogeénes hyper-lipidiques et sucrées (HLS). L’exposition a ces
nourritures obésogenes précocement, en particulier lors de I’adolescence (HLSado), engendre
des effets plus forts sur la mémoire que la méme exposition a 1’age adulte. Cette période
développementale correspond a la maturation finale de structures cérébrales telles que
I’hippocampe ou le cortex préfrontal, qui jouent un réle fondamental dans la mémoire.

Dr’ailleurs, les perturbations mnésiques des animaux HLSado dans la mémoire de
reconnaissance d’objet (MRO) a long-terme sont associées a une suractivation anormale de
I’hippocampe lors de [’acquisition. La diminution chémogénétique de cette activité
hippocampique aberrante améliore la mémoire indiquant que les changements d’activités
neuronales hippocampiques sont a ’origine des déficits mnésiques induits par I’aliment
obésogéne consommé a I’adolescence. Un des modulateurs les plus puissants de I’activité
neuronale, en particulier au niveau hippocampique, est le systéme endocannabinoide qui est
d’ailleurs hyperactif sous régime HLS. Le blocage systémique des principaux récepteurs du
systéme endocannabinoide, les CBIR, ou leur diminution au niveau hippocampique améliore
les performances de MRO des souris HLSado suggérant que I’hyperactivation des CB1R de
I’hippocampe participe aux déficits de mémoire. Ces expériences ont cependant été réalisées
exclusivement chez des souris males et aucune étude n'a comparé les mécanismes impliqués

dans les effets comportementaux d’un régime HLSado chez des rongeurs males et femelles.

Ainsi, ’objectif général de mes travaux de these sera de déterminer si les femelles
présentent la méme sensibilité que les méales aux effets d’un régime obésogene consommé
a ’adolescence sur la mémoire, afin de caractériser les mécanismes neurobiologiques a

P’origine de ces différences ou similitudes.
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Dans la premicre partie de ces travaux de these, des souris femelles et méles exposées a une
alimentation HLSado ont ét¢ soumises a une tache de mémoire de peur contextuelle (MPC) a
long terme. Ayant mis en évidence des différences comportementales entre males et femelles
HLSado, nous avons abordé la caractérisation des différences neurobiologiques a I’origine
des effets différentiels sur la mémoire de peur entre les sexes.

Nous avons tout d’abord quantifié les activations cérébrales induites par I’acquisition de la
MPC chez les males et les femelles. Les souris males HLSado présentant une activation plus
forte de I’hippocampe, une approche de chémogénétique a ensuite permis d'évaluer si la

diminution de I’activité neuronale hippocampique améliorait les déficits de MPC de ces souris.

La deuxiéme partie de ce travail de theése s’est focalisée sur une autre tache mnésique, la
MRO a long terme, connue pour étre perturbée chez les males HLSado et impliquant les CB1R
hippocampique. Ayant également mis en évidence une perturbation de la MRO a long terme
chez les femelles HLSado, nous avons évalué si les déficits de mémoire des femelles HLSado
dépendaient de mécanismes similaires (structures cérébrales et types neuronaux)
impliquant le systéme endocannabinoide et les CB1R.

Pour répondre a cette question, nous avons examiné les effets du blocage systémique des
CBIR sur la MRO a long terme des maéles et des femelles HLSado et sur les activations
cérébrales induites lors de I’acquisition de la tache chez les femelles HLSado, en nous focalisant
sur I’hippocampe et le cortex préfrontal médian, connu pour étre également impliqué dans la
MRO a long terme. Nous avons ensuite quantifié¢ chez les femelles et les males HLSado
I’expression cérébrale des CBIR dans ces structures cérébrales d’intérét et caractérisé les effets
sur les déficits de MRO de la diminution sélective des CBIR dans 1’hippocampe ou dans le
cortex préfrontal médian chez les femelles et les males HL.Sado.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux types neuronaux impliqués (neurones
glutamatergiques ou GABAergiques) en évaluant les effets sur les déficits de MRO d’une
diminution sélective des CBIR sur chaque type neuronal dans chaque structure.

Enfin, nous avons investigué¢ le rdle des hormones sexuelles femelles, en particulier les
cestrogenes, dans les différences males-femelles, I’adolescence étant une période caractérisée
par des changements hormonaux drastiques. Pour cela, nous avons examiné si une ovariectomie
trés précoce modifiait les effets de la diminution des CBIR de I’hippocampe ou du cortex

préfrontal médian sur les déficits de MRO des femelles HLSado.
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CHAPITRE 1

Effet d’un régime obésogene a I’adolescence
sur la mémoire de peur contextuelle
et les activations hippocampiques

chez des souris males et femelles
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1. Abstract

In addition to metabolic and cardiovascular disorders, obesity is associated with cognitive
deficits in humans as well as in animal models. We have previously shown in rodents that
obesogenic high-fat and sugar diet intake during adolescence (adoHFSD) impairs
hippocampal-dependent relational, spatial and object-based memory. These results were
obtained in males only and it remains to evaluate whether adoHFSD has similar effect in
females. Therefore, we investigated here the effects of adoHFSD consumption on
hippocampal-dependent contextual fear memory and associated brain activation in male and
female mice to provide new insight regarding potential sex differences. Exposure to adoHFSD
increased fat mass accumulation and glucose levels in both males and females but impaired
contextual fear memory only in males. At brain levels, contextual fear conditioning induced
higher activation in the dorsal and ventral hippocampus (CA1 and CA3) as well as in the medial
prefrontal cortex in males compared to females. More importantly, adoHFSD-fed males
showed enhanced c-Fos expression in the dorsal hippocampus, particularly in the dentate
gyrus, and in the basolateral amygdala compared to the other groups. Finally, chemogenetic
inactivation of the dorsal hippocampus, targetting the dentate gyrus, rescued adoHFSD-
induced memory deficits in males. Altogether, our results suggest that male mice are more
vulnerable than females to the effects of adoHFSD on hippocampal-dependent aversive

memory due to an overactivation of the dorsal hippocampus, particularly the dentate gyrus.
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1. Introduction

Obesity is an increasing global health issue resulting from an imbalance between
energy intake and expenditure, especially through the overconsumption of hypercaloric high-
saturated fat and sugar diet (HFSD). Obesity has been associated not only with metabolic and
cardiovascular disorders (Hall et al., 2002; Head, 2015) but also with deleterious cognitive
outcomes. The prevalence of obesity is also increasing at early stage of life, i.e. during
childhood and adolescence (Hedley et al., 2004; Ogden et al., 2016). This is particularly
worrisome since these are critical periods for brain development of cognitive structures such
as the hippocampus (HPC), (Andersen, 2003; Spear, 2000). Recent studies show that obese
children/teenagers present smaller HPC volumes (Bauer et al., 2015; Mestre et al., 2017,
2020) and blunted performances in HPC-dependent tasks such as geometric and visuo-spatial
problems or relational and episodic memory (Overby et al., 2013; Nyaradi et al., 2014; Khan
et al., 2015; Lynch et al., 2021). In animal models, obesogenic HFSD consumption during
adolescence (adoHFSD) has more detrimental effect on HPC function than the same duration
of HFSD exposure at adulthood, suggesting it is a vulnerable period (for reviews: Murray and
Chen, 2019; Tsan et al., 2021). Indeed, we showed that HFSD intake during adolescence, but
not during adulthood, impairs long-term HPC-dependent memory in spatial, relational and
object-based memory tasks (Boitard et al., 2014, 2012; Khazen et al., 2019). Interestingly,
object-based memory deficits were associated with abnormal overactivity in the hippocampus
of adoHFSD-fed animals (Biyong et al., 2021) and its normalisation, thanks to chemogenetic
hippocampal manipulation, prevents adoHFSD-induced memory deficits (Naneix et al., 2021).

All of these results were exclusively obtained in male rodents. Only few reports were
performed in females. They indicate that HFSD induces in females similar impairment in spatial
and object-based memory as in males (Abbott et al., 2016; Garcia-Serrano et al., 2022; Klein
et al., 2016; Underwood and Thompson, 2016) but has no effect on contextual fear memory
(CFM) contrary to males (Hwang et al., 2010). This last result was obtained after very long
HFSD exposure (8 to 11 months) and further investigations are required to establish whether
adoHFSD, a period during which sexual maturation occurs (Berenbaum et al., 2015), could
lead to similar sex dissociation in CFM. Moreover, it remains to examine whether HPC
overactivity is a general feature of memory deficits in adoHFSD-fed animals and whether HPC
manipulation could improve CFM alterations.

Therefore, in this study, we evaluate the effects of HFSD consumption during
adolescence on CFM and associated brain activation including both male and female mice to
provide new insight regarding potential sex differences. Having identified overactivity in the

dorsal HPC, specifically in the dentate gyrus, associated with impaired CFM in adoHFSD-fed
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males, we then determined the effects of chemogenetic inhibition of the dorsal HPC on HFSD-
induced CFM deficits.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and diets

Three week-old males and females C57BL/6JRj mice (Janvier Labs, France) were divided
randomly into groups of 8 per cage (45x 25x 20 cm, containing a paper house, nesting material
and a small wooden stick) and had ad libitum access to a control diet (CD; 2.9 kcal/g; 8% lipids,
19% proteins, 73% carbohydrates; A04, NEUTRAL) or a high-fat and sugar diet (HFSD; 4.7
kcal/g; 45% lipids, 20% proteins, 35% carbohydrates; D12451, Research Diet). All animals
were housed in a temperature-controlled room (22 +1-C) maintained under a 12 h light/dark
cycle (lights on at 8:00 am, lights off at 8:00 pm) and had free access to food and water for 15
weeks (behavioral procedures starting after 12 weeks of diet exposure). All animal care and
experimental procedures were in accordance with the INRAE Quality Reference System and
French (Directive 87/148, Ministére de I'’Agriculture et de la Péche) and European legislations
(Directive 86/609/EEC). They followed ethical protocols approved by the Region Aquitaine
Veterinary Services (Direction Départementale de la Protection des Animaux, approval ID:
B33-063-920) and by the local animal ethic committee of Bordeaux CEEA50. Every effort was
made to minimize suffering and reduce the number of animals used. Animals were weighed
once a week. After 12-14 weeks of diet exposure, fat mass was obtained by nuclear magnetic
resonance (NMR, minispec LF90 Il, Bruker, Wissembourg, 67166) and blood glucose was

measured after a 4-5 h fasting at a tail nick using a glucose monitor (Accu-Check®, Roche).

2.2. Contextual fear conditioning

An unpaired fear conditioning protocol was used as an alternate Pavlovian conditioning
procedure capable of robustly producing contextual fear memory in mice (Trifilieff et al., 2006).
Firstly, animals were handled twice a day for 3 days before the beginning of the behavioral
test. The day before fear conditioning, all mice were individually placed for 4 min into a white
chamber (20 cm side) with an opaque PVC floor (neutral context). The box was cleaned with
1% acetic acid before each trial. The day after (Day 1), the acquisition of fear conditioning was
performed in a black enlightened conditioning chamber (24 x 24 cm) (conditioning context).
The box was cleaned with 70% ethanol before each trial. The floor of the chamber consisted
of stainless-steel rods connected to a shock generator. During the unpaired conditioning, tones
and foot-shocks are presented at random non-overlapping times. Specifically, for a total of 232
seconds (sec), 100 sec after being placed in the chamber, animals received a shock (0.3 mA,

1s), then, after a 20-s interval, a tone (70dB, 1000 Hz, 15s); finally, after a 30s delay, the same
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tone and the same shock spaced by a 30 s interval were presented. After 20 s, animals were
returned to their home cage. After 24 h, mice were submitted to two memory retention tests
(Day 2). In the tone re-exposure test, mice were placed in the neutral familiar chamber during
6 minutes (min) divided in three successive sessions: one before (first 2 min), one during (next
2 min), and one after (2 last min) tone presentation. Two hours later, mice were submitted to
the contextual re-exposure test: they were placed for 6 min in the conditioning context without
any tone or foot-shock. Freezing behavior of animals, defined as a lack of all movement except
for respiratory-related movements, was used as an index of conditioned fear response and
continuously recorded for off-line s-by-s scoring of freezing by an observer blind of
experimental groups. During conditioning, freezing behaviour was scored during the 20 s prior
to the first foot-shock and the 20 s after each of the two foot-shocks to rule out any obvious
signs of generalized fear, lethargy, or sickness that could confound exploratory behavior.
During tests, in order to compare the freezing time in the neutral and conditioning contexts,
data are presented as the percentage of time scored as freezing during the first 2 min in both

contexts (i.e. before tone presentation in the neutral context).

2.3. Surgery

After 7—8 weeks under CD or HFSD, wild-type C57BL/6J male mice were anesthetized under
isoflurane (5% induction; 1-2% maintenance), injected with the antalgic buprenorphine
(Buprecare; 0.05 mg/kg, s.c.) and mounted on a stereotaxic apparatus (David Kopf
Instruments). The scalp was shaved, cleaned and locally anesthetized with a local
subcutaneous injection of lidocaine (Lurocaine, 0.1ml). Viral vectors were infused using a 10
ML Hamilton syringe (Hamilton) and an ultra-micro pump (UMP3, World Precision Instruments,
USA), bilaterally in the dorsal hippocampus (AP -2 mm, ML + 1.5 mm from bregma, DV -2 and
-1.5 mm from the skull surface; Paxinos & Franklin, 2004). Mice were injected with 1 ul over 5
min (200 nl/min) at 2 sites in each hemisphere (i.e. 2 pl per hemisphere) of the AAV-CaMKII-
mCherry (as controls) or AAV8-CaMKIla-hM4D(Gi)-mCherry to induce specific DREADD
expression in hippocampal glutamatergic neurons. The pipette was left in place for 5 additional
min before being slowly removed. The incision was closed with sutures and the animal was
kept on a heating pad until recovery. Mice were housed in pairs immediately after surgery and
were allowed at least 4 weeks to recover before the start of behavioral testing to allow ample
time for virus expression. In order to inactivate neurons carrying the DREADD, the exogenous
DREADD ligand clozapine-N-oxide (CNO, 2 mg/kg; Tocris Bioscience, Bristol, UK) was
dissolved in saline (NaCl 0.9%) and injected intraperitoneally (i.p.) in a volume of 10 ml/kg in

all mice, 45 min before fear conditioning.
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2.4. Gene expression

CD or HFSD-fed male and female home-cage mice (n = 3/group) or mice that were fear
conditioned 90 min earlier (n = 6-7/group) were given injections of a lethal dose of
pentobarbital sodium (1 ml, i.p.). The hippocampus from one hemisphere was collected on ice
in RNAse free conditions, frozen in isopentane and stored at -80°C. RNA was extracted using
TRIzol Reagent™ (Invitrogen, France). RNA integrity, concentration and purity were obtained
with Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop™ technologies, Fisher Scientific) and RNA
6000 Nano LabChip kit for 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Then, 500 ng of RNA
were reverse transcribed into cDNAs using random primers and Transcriptase inverse
SuperScript IV™ (Fisher scientific). Gene amplification was performed using a SYBR Green |
Master kit (ref RR420L, TAKARA BIO Europe, France) and appropriate primers for fos
(Forward primer: GGAATGGTGAAGACCGTGTCA; Reverse primer:
CCTCTTCAGGAGATAGCTGCTCTAC) and egri (Forward primer:
AGCCGAGCGAACAACCC; Reverse primer: TGTCAGAAAAGGACTCTGTGGTCA). The
real-time PCR was operated with the LightCycler 480 system (Roche Diagnostics) and actin
and b2m served as housekeeping genes. mRNA relative quantification was obtained using the
GenEx™MultiD software, as previously described (Pfaffl, 2001).

2.5. Tissue preparation and immunohistochemistry

At sacrifice, the other hemisphere was post-fixated in 4% paraformaldehyde and stored at 4°C
for 2 weeks in paraformaldehyde solution and then switched to PBS solution and stored at 4°C
until slicing. 40-uym coronal sections were cut via a vibratome (Leica), divided equally in six
serial separate sets of brain slices and stored in a cryoprotective solution (glycerol and
ethylene glycol Sigma-Aldrich in PBS) at -20°C.

To assess neuronal activation, we performed c-Fos immunostaining. Thus, slices were
washed with PBS and incubated with a rabbit anti-c-Fos antibody (1:2000; Cell Signaling
Technology) at 4°C during 72 h. Then were rinsed and incubated with a goat anti-rabbit
antibody (2h, 1:2000; Vector Laboratories) at room temperature. Slices were finally mounted
on gelatin-coated slides and coverslipped. All slices were photographed with Nanozoomer
slide scanner Hamamatsu NANOZOOMER 2.0HT (Bordeaux Imaging Center, University of
Bordeaux, France). QuPath program (QuPath v.0.3.0 40) was used for quantification of c-Fos
positive cells. Labelling was quantified in 3-6 sections (spaced 240 ym apart) in the CA1, CA3
and dentate gyrus (DG) of the dorsal hippocampus (AP: -1.5 to -2.2 mm; Paxinos & Franklin,
2004), the ventral hippocampus (AP: -2.8 to -3.5 mm), the basolateral amygdala (AP: -1.5 to -
2.2 mm) and the medial prefrontal cortex (AP: +2.2 to +1.4 mm). Results are expressed as the

number of positive cells per mm?.

93



To assess DREADD expression, the 40-um coronal sections were mounted on slides
with mounting medium to preserve fluorescence-stained tissue sections (Calbiochem,
Billerica, MA, USA) and coverslipped. The sections were visualized with fluorescent
microscope Nikon Eclipse E400 at 10x magnification and were photographed using NIS-

Element AR 3.2 software

2.6. Statistics

For males/females experiments, morphometric, behavioral and immunohistochemical data
were compared using two-way repeated measures (RM) ANOVA followed by Fisher's post-
hoc tests when appropriate and metabolic parameters and gene expression were analysed
using unpaired t-tests. For DREADD experiments, morphometric and metabolic parameters
were compared using one-way ANOVA and behavioral data were using two-way RM ANOVA
followed by Fisher’s post-hoc tests. Data were expressed as the mean + SEM, and statistical

analyses were conducted using GraphPad Prism version 8. Significance was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. HFSD intake induces overweight in males but not females

At weaning, male and female mice were divided to create four groups of similar body weight,
and then exposed to either CD or HFSD (Figure 1A). Whereas HFSD-fed males were
significantly heavier than control males already 6 weeks after diet exposure [two-way RM
ANOVA: Time x Diet: Fig8= 7.9, p< 0.0001; post-hoc tests: p< 0.05 from week 6 until the
end], HFSD-fed females were not heavier compared to control females during diet exposure
[Time x Diet: F579)= 0.38, p= 0.86; Figure 1B].

Regarding body composition, HFSD intake enhanced fat mass in both males and females
[unpaired t-test: t29)= 3.1, p< 0.01 and t(16= 5.4, p< 0.0001, respectively; Figure 1C]. Moreover,
HFSD intake increased fasting glucose in both males and females [t11)= 2.3 and tqe= 2.2,
respectively, p< 0.05; Figure 1D].

These results reveal that adoHFSD exposure induces overweight and metabolic alterations in
males, while HFSD-fed females are resistant to overweight but still present increased fat mass

accumulation and higher glucose levels similar to males.

3.2. HFSD intake impairs contextual fear memory in males but not in females

During fear conditioning on day 1 (Figure 1E), all groups similarly increased freezing after foot-
shocks in both males (two-way RM ANOVA: Time: F232= 8.1, p= 0.0014; Time x Diet: F< 0.1,
Figure 1F) and females (Time: F2,22)= 20.0, p< 0.0001; Time x Diet: F< 1; Figure 1H) indicating

similar reactivity and sensitivity to the unconditioned stimulus.
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Figure 1 : Effects of obesogenic diet on metabolic parameters and contextual fear memory in males and females.

A. Schematic representation of diet exposure and the experimental design. B. Body weight curves of male () and female (?) mice
fed with standard (black circles) or HFSD (white squares) from weaning and during 12 weeks, C. Fat mass accumulation after 12
weeks of diet exposure D. Fasted blood glucose after 12 weeks of diet exposure E. Protocol used for the assessment of long-term
contextual fear memory F.H. Freezing levels during contextual fear conditioning before and immediately after each foot-shock in CD
and HFSD-fed males (F) and females (H). G.I. Freezing levels during the two first minutes in the neutral context (filled bars) and the
conditioning context (hatched bars) in CD and HFSD-fed males (G) and females (I). Results are expressed as mean + SEM and circles
show individual data points.

Statistics : B. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (2-way RM ANOVA: interaction followed by post-hoc test); C.D.
*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 (unpaired t test); F.H. ** p<0.01 (2-way RM ANOVA: general shock effect). G. ***p<0.001
difference between contexts in CD group, # p<0.05 difference between diets in conditioning context (2-way RM ANOVA: interaction
followed by post-hoc test); I. **p<0.05 (2-way ANOVA: general context effect).

Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet.



(Figure 1H), in comparison to the neutral context, in the controls males but not in HFSD-fed
males (Diet x Context: F1,16)= 6.3, p= 0.02; post-hoc tests: CD: p< 0.0002, HFSD: p= 0.11),
that expressed less freezing than the CD males in the conditioning context (p<0.001; Figure
1G), indicating an impaired contextual fear memory. In females, freezing was higher in the
conditioning than in the neutral context for both HFSD-fed and control mice (Context: F1,15=
16.5, p=0.001, Diet or Diet x Context: F< 1; Figure 1H). Moreover, in all groups, no freezing
response was obtained to the non-predictive tone in the neutral context confirming the
unpaired protocol (Supplementary Figure S1A).

These data indicate that adoHFSD exposure impairs long-term contextual fear memory in

males, but not in females, without affecting fear conditioning.

3.3. HFSD intake enhances hippocampal activation after fear conditioning in males only
In order to determine whether HFSD-induced fear memory deficits in males could be related
to hippocampal alterations, we assessed neuronal activation in the hippocampus of CD and
HFSD-fed males and females after fear conditioning (Figure 2A).

In the dorsal hippocampus, the expression of genes fos and egr1, coding for proteins involved
in neuronal activity/plasticity, is increased after fear conditioning in HFSD-fed males [unpaired
t-test: t12)= 2.3, p= 0.039 and t(12= 2.0, p= 0.067, respectively] but not females [t(10)< 0.5; Figure
2B]. In contrast, no difference of fos and egr1 expression was observed in the ventral
hippocampus after fear conditioning neither in males nor in females [t< 1.3, p> 0.19; Figure
2C]. Basal expression of fos and egr1 (homecage mice) did not differ between groups in the
dorsal and ventral hippocampus (Supplementary Figure S2A-B).

Using c-Fos immunoreactivity, we then looked at the different subfields of the dorsal and
ventral hippocampus to localize where c-Fos expression was increased in HFSD-fed males.
Comparing males and females in the dorsal hippocampus, we found a higher c-Fos expression
in males in the dorsal CA1 and CA3 of males [Sex effect: F(1,22= 12.6, p= 0.0018 and F123)=
34.3, p< 0.0001, respectively; Interaction or Diet effect: F< 2.4, p> 0.12] and, more importantly,
a Diet x Sex interaction in the dorsal DG [Diet x Sex: F1,23= 7.7, p= 0.011; Diet: F,23= 1.0,
p=0.31]. HFSD-males showed a higher number of c-Fos-positive cells than the other three
groups (p<0.05; Figure 2D).

In the ventral hippocampus, c-Fos expression was in the CA1 and CA3 of males than those of
females [Sex effect: F(121)= 4.5, p= 0.046 and F(1,20= 11.25, p= 0.003, respectively; Interaction
or Diet effect F< 0.5] but not DG [Sex or Diet effect: F< 0.3; Diet x Sex: F(121y=3.2, p= 0.085;
Figure 2F].
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Figure 2 : Effects of obesogenic diet on hippocampal activations after contextual fear conditioning in males and females.

A. Schematic representation of the experimental design. B.C. mRNA levels of c-Fos (B) and Ergl (C) in the dorsal and ventral
hippocampus 90 min after contextual fear conditioning in CD and HFSD-fed males and females. D.F. c-Fos positive neurons in dorsal
(D) and ventral (F) CA1, CA3 and dentate gurus (DG) subregions 90 min after contextual fear conditioning in the different groups.
Data are shown as the number of c-Fos positive cells per mm2. Results are expressed as mean = SEM and dots represent individual
data points. E.G. Representative pictures for c-Fos labelling in the dorsal (E) and the ventral hippocampus (G) of the different
groups. The areas corresponding to CA1, CA3 and DG areas are delineated (scale bars represents 250 um).

Statistics : B.C. *p<0.05 (unpaired t test); D.F. ## p<0.01 (2-way ANOVA: general sex effect); *p<0.05, **p<0.01 (2-way ANOVA:

interaction followed by post-hoc test).

Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; DG, dentate gyrus.
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We also examined c-Fos expression in two other brain structures known to be involved in fear
memory, namely the basolateral amygdala and the medial prefrontal cortex. A significant Diet
x Sex interaction was found in the basolateral amygdala after fear conditioning [F(121)= 5.1, p=
0.034; Diet effect: F(121y= 6.1, p=0.022; Sex effect F(121)= 2.4, p= 0.14] with HFSD-fed males
showing higher c-Fos expression than the other three groups (p< 0.012; Figure 3A).

Regarding the medial prefrontal cortex, c-Fos expression was higher in males than females in
both the dorsal and ventral parts [Sex effect: F122= 12.6, p= 0.0018 and F(1,22)= 8.8, p=0.0072,

respectively; Interaction or Diet effect: F< 1.6, p> 0.2; Figure 3B].
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Figure 3 : Effects of obesogenic diet on amygdalar and prefrontal activations after contextual fear conditioning in males and
females.

A.B. c-Fos positive neurons in the basolateral amygdala (A) and the dorsal and ventral part of the medial prefrontal cortex (B) 90
min after contextual fear conditioning in CD and HFSD-fed males and females. Data are shown as the number of Fos positive cells
per mm2. Results are expressed as mean + SEM and circles show individual data points. C.D. Representative pictures for c-Fos
labelling in the basolateral amygdala (C) and the medial prefrontal cortex (D) of the different groups. The areas corresponding to
BLA and dorsal and ventral mPFC are delineated (scale bars represents 250 um).

Statistics: ¥*p<0.05; **p<0.01 (2-way ANOVA: interaction followed by post-hoc test); ## p<0.01 (2-way ANOVA : general sex effect).
Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet.
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These data show that fear conditioning induces a higher neuronal activation in males than in
females in dorsal and ventral CA1 and CA3 as well as in the medial prefrontal cortex and a
higher activation specifically in HFSD-fed males in the dorsal DG and the basolateral

amygdala.

3.4. Chemogenetic inhibition of dorsal hippocampus rescues HFSD-induced contextual
fear memory deficits

In order to investigate the contribution of enhanced activity in the dorsal DG in adoHFSD-
induced contextual fear memory deficits in male mice, we used a chemogenetic approach with
the inhibitory DREADD hM4D(Gi) to decrease hippocampal activity during fear conditioning
(Figure 4A). Histological analysis confirmed viral expression in the dorsal hippocampus, mostly
in the DG region, in the 3 groups, namely CD-mCherry, HFSD-mCherry and HFSD-Gi (Figure
4B). Moreover, both HFSD-fed groups were slightly heavier (one-way ANOVA: F(223= 3.2, p=
0.06; post-hoc tests: CD vs HFSD-mCherry: p= 0.032; CD vs HFSD-Gi: p= 0.058) and had
more fat content (F223= 5.8, p= 0.009; post-hoc tests: CD vs both HFSD: p< 0.025; Figure
4C).

All groups were injected with CNO (2mg/kg, i.p.) before fear conditioning (Figure 4A). They all
showed similar increase in freezing after foot-shocks (two-way RM ANOVA: Time: F2,42)= 19.5,
p< 0.0001; Time x Conditions: F< 0.4; Figure 4D) indicating that neither the CNO nor the
DREADD treatments affected sensitivity or reactivity to the unconditioned stimulus.

On the test day (day 2; Figure 4A), as expected, freezing was higher in the conditioning context
than in the neutral context in CD-mCherry group but not in HFSD-mCherry group. Interestingly,
the HFSD-Gi group behaved similarly (Conditions x Context: Fi222= 5.1, p= 0.015; post-hoc
tests: CD-mCherry: p< 0.0001, HFSD-mCherry: p= 0.059; HFSD-Gi: p< 0.0001). Indeed, CD-
mCherry and HFSD-Gi mice froze more in the conditioning context than HFSD-mCherry males
(p< 0.0016 and p< 0.037, respectively; Figure 4E), which did not differ from each other (p=
0.25). Moreover HFSD-Gi group froze less in the neutral context than the CD-mCherry group
(p= 0.043). None of the groups froze to the non-predictive tone in the neutral context
(Supplementary Figure S1B).

Altogether, these results show that enhanced activation of the dorsal hippocampus in HFSD-

fed male mice after fear conditioning mediates contextual fear memory deficits.
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Figure 4
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Figure 4 : Effect of chemogenetic inhibition of the dorsal hippocampus on contextual fear memory in obesogenic diet-fed male mice.

A. Schematic representation of the experimental design. DREADD surgery was performed after 7-8 weeks of diet exposure (starting at
weaning). Four weeks after surgery, the DREADD ligand CNO was injected 45min before fear conditioning. B. Representative pictures for
mCherry immunoflurescence in the dorsal hippocampus of the different groups (scale bar represents 250 um). C. Body weight and body
fat mass (%) of the different groups after 12 weeks of diet exposure. D. Freezing levels during contextual fear conditioning before and
immediately after each foot-shock in the different groups. E. Freezing levels during the first two minutes in the neutral context (filled
bars) and the conditioning context (hatched bars) in the different groups. Results are expressed as mean + SEM and circles show
individual data points.

Statistics : C. ¥*p<0.05, **p<0.001 (One-way ANOVA); D. **p<0.01 (2-way RM ANOVA: general shock effect). E. ****p<0.0001 difference
between contexts; # p<0.05, ## p<0.01 difference between groups in conditioning context (2-way RM ANOVA: interaction followed by
post-hoc test).

Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet.



4. Discussion

This study investigated in males and females the effects of HFSD consumption during
adolescence on CFM in males and females at the behavioral and neurobiological levels. It
revealed that adoHFSD consumption induces long-term CFM impairments in males, but not
in females. These sex differences were associated with higher activation in HPC and prefrontal
cortex in males after fear conditioning and more importantly with an increased activity of the
dorsal dentate gyrus and the basolateral amygdala in adoHFSD-fed males. Finally, the
chemogenetic silencing of the dorsal HPC, targetting the dentate gyrus, restored HFSD-

induced CFM deficits in males.

Effects of adoHFSD on contextual fear memory in males and females

Consistent with our previous studies showing that adoHFSD consumption impairs non-
aversive long-term HPC-dependent relational, spatial and recognition memory in males
(Biyong et al., 2021; Boitard et al., 2012; 2014; Naneix et al., 2021), this study shows that
adoHFSD induces long-term HPC-dependent CFM deficits in males, with similar low freezing
levels in the conditioning and neutral contexts. Similar impairments of long-term CFM were
previously reported in HFSD-fed males (Heyward et al., 2012; Hwang et al., 2010; Reichelt et
al., 2015; Sobesky et al., 2014; Wang et al., 2020; Yamada-Goto et al., 2012). In addition to a
decrease in HPC-dependent CFM, we conversely showed that adoHFSD exposure enhances
long-term auditory fear memory in males, which does not depend on HPC but rather on
basolateral amygdala (Boitard et al., 2015) suggesting a bidirectional effect of adoHFSD on
amygdala and HPC-dependent memory. This opposite effect rules out non-specific outcome
of adoHFSD on foot-shock sensitivity or freezing behavior, also supported by the normal post-
shock freezing of adoHFSD-fed males in the present experiment, and therefore indicate
specific effects on long-term memory.

Interestingly, our results also indicate that adoHFSD did not affect CFM in females,
with similar higher freezing levels in the conditioning context than in the neutral context. These
freezing levels of females were similar to those of CD-fed males which is inconsistent with
studies suggesting females typically freeze less than males, leading to a general belief that
females have impaired contextual fear conditioning relative to males (for reviews: Fleischer
and Frick, 2023; Tronson and Keiser, 2019). The sex effect we obtained corroborates previous
CFM results obtained after 8-11 months of HFSD exposure (Hwang et al., 2010) and extends
this effect to a shorter period (12 weeks of HFSD exposure) centred on adolescence. As both
studies started HFSD exposure at weaning, and therefore include adolescence, it would now
be interesting to evaluate in males and females the effect of 12 weeks of HFSD exposure
starting at adulthood on CFM.
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This sex difference in the effect of HFSD on memory seems specific to CFM. Indeed,
as in males, HFSD impairs non-aversive HPC-dependent spatial and object-based memory
when females are tested alone (Klein et al., 2016; Mantor et al., 2018; Braga et al., 2021) or
compared to males (Underwood and Thompson, 2016; Garcia-Serrano et al., 2022). These
findings suggest that depending on the aversive component of the task, adoHFSD
consumption does not similarly affect HPC-dependent memory in males and females.

It is not yet clear why females are “protected” against the effects of HFSD on CFM. In
our study, HFSD similarly increased fat mass accumulation and glucose levels in both sexes.
If these metabolic parameters cannot explain the sex difference on CFM, we cannot exclude
that other metabolic differences between HFSD-fed males and females may participate as
hypertriglyceridemia, hyperinsulinemia and hypercholesterolemia were reported to be less
severe in HFSD-fed females than in males (Garcia-Serrano et al., 2022; Hwang et al., 2010;
Maric et al., 2022; Underwood and Thompson, 2016). However, shorter HFSD exposure that
does not induce any metabolic dysfunction still impaired CFM in males (Spencer et al., 2017).
This highlights that the sex differences are more probably related to sexual hormones,
especially estrogenic signalling, as it has been reported they could influence in a sex-
dependent manner cellular processes related to fear memory (for review: Fleischer and Frick,
2023).

Effects of adoHFSD on brain activations after fear conditioning in males and females

Given our behavioral results, we therefore wondered whether contextual fear
conditioning could lead to particular brain activation pattern depending on sex and diet. We
focused on the HPC, the basolateral amygdala and the medial prefrontal cortex, three brain
structures involved in contextual fear conditioning (for review: Maren et al., 2013) and
analyzed separately the dorsal and ventral parts of the HPC based on their distinct roles in
memory (for reviews: Bakoyiannis et al., 2023; Fanselow and Dong, 2010). First, we found sex
differences with higher c-Fos protein expression in medial prefrontal cortex and HPC (in both
dorsal and ventral CA1 and CA3) after conditioning in males than in females, despite similar
freezing levels in CD-fed male and female mice. This brings evidence to sex-specific
recruitment of brain structures for CFM as recently suggested (for reviews: Tronson and
Keiser, 2019; Fleischer and Frick, 2023).

We also found a clear diet effect in males. Indeed, looking at genes expression, our
results showed that HFSD enhanced fos and egr-1 expression in the dorsal, but not the ventral
HPC after fear conditioning. At the protein level, these results were replicated with higher c-
Fos activation specifically in the dentate gyrus of the dorsal HPC in HFSD-fed male mice.
Interestingly, we have recently shown that adoHFSD exposure in males induced a stronger c-

Fos expression in the dorsal but also ventral HPC after object-based training (Biyong et al.,
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2021; Bakoyannis et al., in revision) suggesting that HPC overactivity could be a general
feature of memory deficits in adoHFSD-fed males and that this overactivation of the dorso-
ventral HPC axis may depend on the memory task. Moreover, a decrease of neurogenesis in
the dentate gyrus was found in adoHFSD-fed male mice (Boitard et al., 2012) stressing the
possibility that decreased hippocampal neurogenesis could participate in this aberrant
activation of the dentate gyrus.

Finally, our results also revealed an enhanced c-Fos activation in the basolateral
amygdala after conditioning in HFSD-fed males, but not females. We have previously reported
basolateral amygdala overactivation in adoHFSD-fed males after cued aversive conditioning
associated with enhanced cued aversive memory (Boitard et al., 2015) suggesting this

amygdala overactivation is not specifically related to the CFM deficit.

Chemogenetic HPC manipulation rescues HFSD-induced fear memory deficits in males

Given the enhanced c-Fos activation of the dorsal HPC in adoHFSD-fed males after
fear conditioning and its prominent role in CFM in control animals (for reviews: Anagnostaras
et al., 2001; Fanselow and Dong, 2010) and particularly in the dorsal dentate gyrus (Liu et al.,
2012; Ramirez et al., 2013), we therefore wondered whether chemogenetic inhibition of the
dorsal dentate gyrus could alleviate HFSD-effect on CFM in males.

To rule out any non-specific effects of the DREADD ligand CNO (Gomez et al., 2017;
lig et al., 2018), all groups were injected with CNO. In comparison to the first experiment, CNO
injection did not change the freezing levels in Control-mCherry and HFSD-mCherry groups
(high and low, respectively; Fig 1G vs Fig 4E), suggesting that CNO per se did not have any
behavioral effects. In HFSD-DREADD group, CNO enhanced the freezing to the conditioning
context but not to the neutral context, inducing a clear improvement of long-term CFM. This
finding is consistent with the prominent role of the dentate gyrus in pattern separation and
context discrimination (for review: Hainmueller and Bartos, 2020). Moreover, these results are
in accordance with our previous results demonstrating that silencing the HPC improves long-
term object recognition memory in adoHFSD-fed males (Naneix et al., 2021), adding evidence
that HFSD-induced aberrant HPC overactivation during training disrupts both aversive and
non-aversive HPC-dependent memory formation. This also suggests that the absence of CFM
deficits in HFSD-fed females could be the result of a normal activation of the dorsal dentate
gyrus compared to males. If it is the case, the chemogenetic activation of dorsal HPC could
induce CFM deficits in HFSD-fed females, but also in control females and males. This remains

to be evaluated.
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Conclusion

In conclusion, our study confirmed that HFSD consumption during adolescence impairs
long-term HPC-dependent memory processes in male mice, impairing an aversive CFM
through abnormal hippocampal overactivity. AdoHFSD consumption does not impair CFM and
associated hippocampal activity in females revealing a strong sex-specific effect. This is of a
prime interest as we consider the existence of sex differences in the prevalence and severity
of memory-related disorders, such as Alzheimer’s disease and post-traumatic stress disorder
(Launer et al., 1999; Lebron-Milad and Milad, 2012). Based on our study, future sex
comparative investigations are needed to better understand to what extent and how sex

influences the effects of HFSD consumption on cognition and memory.
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Figure S1 : Effect of obesogenic diet on response to the non-predictive cue in males and females.

A.B. Freezing levels before and during tone presentation in the neutral context for all groups. Results are expressed as
mean * SEM and circles show individual data points.
Statistics : A. ### p<0.001 (2-way ANOVA: general diet effect); ns p=0.06 (2-way ANOVA : general diet effect).
Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet.
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Figure S2A : Effect of obesogenic diet on basal c-Fos expression in the dorsal and ventral hippocampus in males and females.
A.B. Basal mRNA levels of c-Fos in the dorsal hippocampus (A) and the ventral hippocampus (B) in homecage CD and HFSD-fed

females

males and females. Results are expressed as mean + SEM.
Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet.
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Figure S2B

A

Figure S2B : Effect of obesogenic diet on basal hippocampal, amygdalar and prefrontal activations in males and females.
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CHAPITRE 2

Role du systeme endocannabinoide
dans les déficits de mémoire induits
par un régime obésogene a I’adolescence

chez des souris males et femelles
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Abstract

In addition to peripheral (metabolic and cardiovascular) disorders, obesity is associated with
brain dysfunction in humans leading to cognitive deficits. Similarly, obesogenic high-fat and
sugar diet (HFSD) consumption in animal models, in particular during adolescence, induces
hippocampal-dependent memory deficits. Interestingly, recent results from the laboratory
indicate that alterations of the hippocampal endocannabinoid system and its main receptor
CB1R, well known to regulate brain plasticity and memory processes, participates in HFD-
induced memory deficits in male mice. Indeed, systemic blockade of CB1R or decrease of
hippocampal CB1R improved memory in HFD-fed males. This study aims at identifying
whether the endocannabinoid-CB1R system contributes to HFSD-induced memory deficits in
females and whether similar mechanisms (brain structures and cell types) are involved.

First, we showed that systemic blockade of CB1R rescued deficits of long-term object
recognition memory in HFSD-fed females, as in males. This indicates CB1R signaling
regulates the impact of HFSD on memory function in both sexes. However, while CB1R
blockade was shown to specifically abolish hippocampal c-Fos over-activation in HFSD-fed
males, this treatment normalized lower c-Fos activation in HFSD-fed females in the
ventromedial prefrontal cortex but not in the hippocampus. Contrary to males, decrease of
prefrontal, but not hippocampal, CB1R reversed HFSD-induced recognition memory deficits in
females despite similar levels of CB1R decrease in both sexes. These results show a double
dissociation in the hippocampal and prefrontal CB1R regulation of HFSD effects on memory
in females and males. Furthermore, whereas hippocampal CB1R on glutamatergic (but not
GABAergic) neurons are involved in memory deficits in HFSD-fed males, prefrontal CB1R on
GABAergic (but not glutamatergic) neurons are involved in HFSD-fed females. We finally
wondered whether these sexual differences could be mediated by ovarian hormones during
puberty. Ovariectomy by itself did not affect HFSD-induced memory deficits in females, but
decrease of hippocampal, but not prefrontal, CB1R rescued memory deficits in ovariectomized
HFD-fed females.

Altogether our results indicate that endocannabinoid-CB1R system is involved in HFSD-
induced memory deficits in both sexes but that brain structures and cells types involved differ

between males and females through an ovarian hormones modulation.
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1. Introduction

Obesity is an increasing global health issue resulting from an imbalance between energy intake
and expenditure, especially through overconsumption of hypercaloric diet high in saturated fat

and sugar (HFSD). In addition to metabolic and cardiovascular disorders (Hall et al., 2002; Head,

2015) obesity has been associated with deleterious cognitive outcomes. The prevalence of
obesity is also increasing at early stage of life, i.e. during childhood and adolescence (Hedley
et al., 2004; Ogden et al., 2016). This is particularly worrisome since these are critical periods
for brain development of cognitive structures such as the hippocampus (HPC) and the

prefrontal cortex (PFC, Andersen, 2003; Spear, 2000). Recent studies show that obese

adolescents present smaller HPC volumes (Bauer et al., 2015; Mestre et al., 2020, 2017), less
activation in the PFC (Son NT Le et al., 2007) and blunted performances in HPC-dependent tasks
(Khan et al., 2015; Lynch et al., 2021; Nyaradi et al., 2014; Overby et al., 2013). In animal

models, obesogenic HFSD consumption during adolescence (adoHFSD) has more detrimental

effect on HPC plasticity and memory than the same HFSD exposure at adulthood, indicating
that adolescence is a vulnerable period to the HFSD effects on memory (Boitard et al., 2014,
2012; Khazen et al., 2019; for reviews: Murray & Chen, 209; Tsan et al., 2021). Although the
HPC is well-known to be highly susceptible to the deleterious effects of HFSD consumption
(Boitard et al., 2012, 2012; Kanoski et al., 2010), the PFC is also profoundly affected by HFSD
consumption in animal models, specifically during adolescence (Labouesse et al., 2017; Lowe
et al., 2019; Reichelt and Rank, 2017).

The endocannabinoid (eCB) system is well known to regulate synaptic plasticity and memory
processes, in particular in the HPC (Busquets-Garcia et al., 2018; Chevaleyre and Castillo,
2003; Loisy et al., 2022) and the PFC (Lépez-Moreno et al., 2008). Indeed, its main cerebral
receptor, cannabinoid type 1 receptor (CB1R), is densely expressed in corticolimbic regions
such as the HPC and the PFC (Freund et al., 2003; Kano et al., 2009). Furthermore, it is well
known that the eCB system is overactive in obesity in all brain and peripheral organs involved
in the control of energy balance such as the hypothalamus (Di Marzo, 2008; Mazier et al.,
2015). More recently, few studies demonstrated in rodents that the eCB system is also
overactive in the HPC after obesogenic diet consumption (Massa et al., 2010; Rivera et al.,
2013). Interestingly, recent results from the laboratory indicate that alterations of the eCB
system in HPC participate in adoHFSD-induced memory deficits. Indeed, systemic CB1R
blockade normalized training-induced abnormal c-Fos activation in HPC and rescued deficits
of long-term object recognition memory (ORM) in HFSD-fed males. In addition, adoHFSD
intake enhanced CB1R expression and eCB levels (specifically anandamide) in the HPC after
ORM training and decreasing CB1R in HPC, and in particular on glutamatergic cells, rescued

adoHFSD-induced long-term ORM deficits (Janthakhin et al., in preparation).
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All of these results were exclusively obtained in male rodents. According to data indicating that
the eCB-CB1R system plays a key role in brain sex differences, particularly in HPC and PFC
(Bernabeu et al., 2023; Cooper & Craft, 2018; Ferraro et al., 2020; Huang & Wooley, 2012), it
remains to determine whether brain eCB-CB1R system is also involved in adoHFSD-induced
memory deficits in females. Therefore, using non-aversive and non-rewarded ORM, we
examined in adoHFSD-fed females the effect of systemic CB1R blockade on ORM and
training-induced Fos expression. Then, we compared in males and females the effect of
decreasing CB1R in dorsal HPC, ventral HPC or ventromedial PFC, on glutamatergic or
GABAergic neurons, on adoHFSD-induced ORM deficits. Finally, we manipulated ovarian
hormones to better characterize sex differences in CB1R modulation of ORM deficits in
adoHFSD-fed females.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and diets

LoxP-flanked CB1R transgenic male and female mice (CB1R-flox) aged of 3 weeks old were
divided randomly into groups of 8 per cage (45x 25x 20 cm, containing a paper house, nesting
material and a small wooden stick) and had ad libitum access to a control diet (CD; 2.9 kcal/g;
8% lipids, 19% proteins, 73% carbohydrates mainly starch; A04, SAFE) or a high-fat and sugar
diet (HFSD; 4.7 kcal/g; 45% lipids mainly saturated fat coming from lard, 20% proteins, 35%
carbohydrates mainly sucrose; D12451, Research Diet). All animals were housed in a
temperature controlled room (22 +1°C) maintained under a 12 h light/dark cycle (lights on at
8:00 am, lights off at 8:00 pm) and had free access to food and water during 12 weeks (before
the beginning of behavior) as well as during all behavioral procedures before euthanasia (13-
14 weeks of diet exposure in total). All animal care and experimental procedures were in
accordance with the INRAE Quality Reference System and French (Directive 87/148, Ministére
de I'Agriculture et de la Péche) and European legislations (Directive 86/609/EEC). They
followed ethical protocols approved by the Region Aquitaine Veterinary Services (Direction
Départementale de la Protection des Animaux, approval ID: B33-063-920) and by the animal
ethic committee of Bordeaux CEEA5Q. Every effort was made to minimize suffering and reduce
the number of animals used. The day before euthanasia, animals were weighed and fat mass
was obtained by nuclear magnetic resonance (NMR) minispec LF90 Il (Bruker, Wissembourg,
67166).

2.2 Object recognition memory (ORM)

An object recognition memory task was used as a non-aversive and non-rewarded memory

task to assess long-term hippocampal-dependent memory. Animals were handled twice a day
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for three days before the beginning of the behavioral test. Behavioral tests were performed
during light phase and under white light (15 lux). During training, two identical new objects (A1
and A2) were presented in a novel open field arena (40x 40x 40cm, wood) and each mouse
was left freely to explore them. The objects to be discriminated were Lego brick towers and
cylinders and between each trial, the arena and the objects were cleaned with 10% of alcohol
to avoid the presence of olfactory trails. Long-term memory was assessed 48 hours after
training, by randomly replacing one of the objects by a novel one (A3 and N). Object
exploration, defined as nose and whiskers pointed towards the object in a distance of less than
1-1.5cm away, was manually quantified by a trained experimenter blind of experimental
groups. In both phases, an inclusion criterion of 20 seconds of total exploration was set (Leger
et al., 2013), otherwise mice were excluded from analysis. All objects were previously tested
to avoid biased preference and all combinations and locations of objects were used in a
counterbalanced manner to reduce potential biases due to preference for particular location or
objects. Data was expressed as the percentage of exploration of the novel object during the
testing phase, calculated as following: (Time spent exploring the novel object / Time spent
exploring both objects) x 100. A value above 50% indicates a higher exploration of the novel

object over the familiar one.

2.3. Drugs
The CB1R antagonist Rimonabant (1 mg/kg; Cayman Chemical, Michigan, USA) was

dissolved in a mixture of 4% ethanol, 4% Cremophor-EL and 92% of saline (NaCl 0.9%). A
mixture of 4% ethanol, 4% Cremophor-EL and 92% of saline served as vehicle injection. Drugs
were injected intraperitoneally (i.p.) in a volume of 10 ml/kg in all mice, immediately after ORM

training.

2.4. Surgery and viral injection

After 7-8 weeks under CD or HFSD (i.e. 11 weeks-old mice), CB1-flox mice were
anaesthetized under isoflurane (5% induction; 1-2% maintenance), injected with the analgesic
buprenorphine (Buprecar, 0.05 mg/kg s.c.) and the non-steroidal anti-inflammatory drug
carproxifen (Carprox, 5mg/kg s.c.) and were placed on a stereotaxic apparatus (David Kopf
Instruments). The scalp was shaved, cleaned and locally anaesthetized with a local
subcutaneous injection of lidocaine (Lurocaine, 0.1ml). Viral vectors were infused using a 10
ML Hamilton syringe (Hamilton) and an ultra-micro pump (UMP3, World Precision Instruments,
USA). CB1-flox mice were injected with adeno-associated virus (AAV) carrying Cre-
recombinase driven by different promoters or only fluorophore: AAV-CAG-GFP or AAV-
CaMKIIl-mCherry (as controls; 4.8 x 10E12 vg/ml; Viral Vector Core, ETH Zurich), AAV-CAG-
Cre (fused to GFP, titre 2.1 x 10E12 vg/ml; Viral Vector Core, ETH Zurich Zurich) to induce
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unspecific deletion of the CB1 gene in all cell types; AAV-CaMKII-Cre (fused to GFP, titre 4.6
x 10E12 vg/ml; Viral Vector Core, ETH Zurich) to induce a specific deletion of the CB1 gene in
cortical glutamatergic neurons; and AAV-DIx1-Cre (not-fused, kindly provided by Luigi
Bellocchio) to induce a specific deletion of the CB1 gene in GABAergic neurons. Viral vectors
were bilaterally infused into the dorsal hippocampus (dHPC; coordinates: AP -2 mm, ML £ 1.5
mm, DV -2 and -1.5 mm from Bregma; Paxinos & Franklin, 2004), the ventral hippocampus
(vHPC; AP -3 mm, ML + 3 mm, DV -3 and -4 mm from Bregma) or into the medial prefrontal
cortex (MPFC; AP +1.9 mm, ML £ 0.3 mm, DV -3 mm from Bregma). For the dHPC and vHPC,
1 ul of the AAV was injected over 5 min (200 nl/min) at 2 sites in each hemisphere (i.e. 2 ul
per hemisphere) and the pipette was left in place for 5 additional minutes before being slowly
removed. For the mPFC, 300 ul of the AAV was injected over 3 min (100 nl/min) at one site in
each hemisphere. The incision was closed with sutures and the animal was kept on a heating
pad until recovery. Behavioral task was performed 4-5 weeks after injections in order to get an

optimal CB1R deletion.

2.5. Tissue preparation and immunohistochemistry

Neuronal activation: c-Fos immunoreactivity

Home-cage (n=4-5/group) or ORM-trained (n=7-8/group) CD or HFSD-fed females received
an i.p. injection of vehicle or CB1R antagonist (1 mg/kg) and 90 min later were injected with a
lethal dose of pentobarbital sodium (1 ml, i.p.) and their brains were collected for histological
analysis. The brain was stored at 4°C for 3 days in PFA solution and then switched to PBS 1x
solution and stored at 4°C until slicing. 40-um coronal sections were cut via vibratome (Leica),
divided equally in six serial separate sets of brain slices and stored in cryoprotective solution
(glycerol and ethylene glycol Sigma-Aldrich in PBS 1x) at -20°C. On the first immunolabeling
day, slices were incubated in PBS containing 3% bovine serum albumin (BSA) and 0.3% Triton
100X (blocking buffer) to block nonspecific binding sites and to facilitate antibody penetration
and then saturated with 0.3% hydrogen peroxide for 30 min to eliminate endogenous
peroxydase. Slices were then incubated with a rabbit anti-c-Fos antibody (1:2000; Cell
Signaling Technology) at 4°C during 72 h. Slices were then incubated with a biotinylated goat
anti-rabbit antibody (2h, 1:2000; Vector Laboratories) at room temperature, followed by 1 h
incubation in the avidin—biotin—peroxydase complex solution (Vectastain, diluted 1:1000 in
PBS; Vector Laboratories) and a 19 min incubation with diaminobenzidine. Slices were then
mounted on gelatin-coated slides and coverslipped. All slices were photographed with
Nanozoomer slide scanner Hamamatsu NANOZOOMER 2.0HT (Bordeaux Imaging Center,
University of Bordeaux, France). QuPath program (QuPath v.0.3.0 40) was used for
quantification of c-Fos positive cells. Labeling was quantified bilaterally chosen to cover the
dHPC (CA1, CA3 and DG regions; AP: -1.5 to -2.2 mm; Paxinos & Franklin, 2004), the vHPC
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(AP: -2.8 to -3.5 mm), the mPFC (dorsomedial, dmPFC, and ventromedial, vmPFC, parts; AP:
+2.2 to +1.4 mm), the perirhinal cortex (PRH) and the basolateral amygdala (BLA; AP: -1.5 to

-2.2 mm). Results are expressed as the number of positive cells per mme.

Cre recombinase expression

In order to verify Cre expression in the targeted brain structures, mice were given injections of
a lethal dose of pentobarbital sodium (1 ml, i.p.) and quickly perfused with 4%
paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered solution (PBS). For animals injected with
controls and GFP-fused Cre viruses (CAG-Cre and CaMKII-Cre), 40-um coronal sections were
mounted on slides with mounting medium to preserve fluorescence-stained tissue sections
(Calbiochem, Billerica, MA, USA) and coverslipped. For animals injected with unfused Cre
viruses (DIx-Cre), 40-um coronal sections were incubated with a rabbit anti-Cre antibody
(1:1000; Cell Signaling Technology) for 24 h at 4°C, then incubated with a goat anti-rabbit
antibody (2h, 1:2000; Vector Laboratories) at room temperature, followed by 1 h incubation in
the avidin—biotin—peroxydase complex solution (Vectastain, diluted 1:1000 in PBS; Vector
Laboratories) and a 19 min incubation with diaminobenzidine. Slices were then mounted on
gelatin-coated slides and coverslipped. The sections were visualized with fluorescent
microscope Nikon Eclipse E400 at 10x magnification and were photographed using NIS-

Element AR 3.2 software.

CB1R expression

In order to quantify the extend of CB1R decrease in animals injected with Cre recombinase,
another set of floating slices were incubated with a guinea pig anti-CB1 antibody (1:1000; Cell
Signaling Technology) for 24 h at 4°C. Slices were then incubated with a biotinylated goat anti-
rabbit antibody (2h, 1:2000; Vector Laboratories) at room temperature, followed by 1 h
incubation in the avidin—biotin—peroxydase complex solution (Vectastain, diluted 1:1000 in
PBS; Vector Laboratories) and a 20 min incubation with diaminobenzidine. Slices were then
mounted on gelatin-coated slides and coverslipped. All slices were photographed with
Nanozoomer slide scanner Hamamatsu NANOZOOMER 2.0HT (Bordeaux Imaging Center,
University of Bordeaux, France). QuPath program (QuPath v.0.3.0 40) was used for
quantification of CB1R density (number of CB1R/um?). Labeling was quantified in the dHPC,
vHPC and mPFC (coordinates as previously described) specifically in the areas of Cre

recombinase expression.
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2.6 Ovariectomy
One week after weaning and start of HFSD exposure (PND28), females were anesthetized

under isoflurane (5% induction; 1-2% maintenance), injected with the analgesic
buprenorphine (Buprecar, 0.05 mg/kg s.c.) and the non-steroidal anti-inflammatory drug
carproxifen (Carprox, 5mg/kg s.c.). After incision of abdominal skin and muscles, the ovaries
were gently removed from the fallopian tubes. The muscle layer and the skin were then
sutured. Some of the “control” animals received a “sham” surgery following the same

procedure but without removal of the ovaries.

2.6. Statistics

For morphometric/metabolic, behavioral, pharmacological, and immunohistochemical (Fos)
experiments, data were compared using two-way ANOVA followed by Fisher’s post-hoc tests
when appropriate. For viral experiments, behavioral data were compared to chance level (50%
of the exploration of the novel object) using one sample t-tests and compared to other groups
using one-way ANOVA followed by Fisher's post-hoc tests when appropriate. Otherwise,
immunohistochemical data for CB1R were compared using two-way (Figures 2D, 3C and 5C)
or one-way ANOVA (Figure 4C-D) when appropriate. Data were expressed as the mean +
SEM, and statistical analyses were conducted using GraphPad Prism version 8. Significance

was set at p < 0.05.

3. Results

CB1R blockade rescued HFSD-induced memory deficits in females as in males.

Similar to males, HFSD-fed females were slightly heavier [Diet effect: F1 35=6.24, p=0.01] and
had more fat content compared to CD females [Diet effect: F(1,35=9.0, p=0.004; Table 2].
First, we evaluated whether adoHFSD exposure impaired long-term recognition memory in
female mice and whether post-training blockade of CB1R (Rimo) could improve memory in
HFSD-fed females. During training, all groups similarly explored the two objects [Diet and Diet
x treatment: F(132<1; see Table 1]. During the long-term ORM test performed 48 hours later,
CD-Vehicle and HFSD-Rimo females explored preferentially the novel object whereas HFSD-
vehicle did not [one sample t-test: CD-vehicle: t13=4.7, p=0.0004; HFSD-vehicle: tg=1.3,
p=0.22; HFSD-Rimo: tg)=4.5, p=0.002; Figure 1A]. Two-way ANOVA confirmed a significant
diet x treatment interaction [F(1,37=11.36, p=0.0018] and post-hoc analysis indicated a
significant difference between HFSD-veh group and both CD-veh and HFSD-Rimo groups
(p<0.05). Similarly, in males, CD-vehicle and HFSD-Rimo group preferentially explore the
novel object compared to HFSD-veh group [Diet x treatment interaction: F1 46)=9.24, P=0.003;
Post-hoc: p<0.05; Supplementary Figure S1A]. These results indicate that, in both sexes,
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adoHFSD consumption induces long-term ORM deficits and blocking CB1R immediately after

training rescued these deficits.

HFSD-fed females showed decrease activation in dHPC and vmPFC after training and
CB1R blockade normalized it in vmPFC.

In order to identify which brain structure(s) could be involved in the beneficial effect of CB1R
blockade, CD and HFSD-fed females were exposed to ORM training followed by i.p. injection
of vehicle or CB1R blockade (no group/diet differences for exploration time; Table 3). c-Fos
positive cells were counted in brain structures known to be involved in recognition memory,
namely the dHPC and vHPC (CA1, CA3 and DG), the vmPFC and dmPFC, the perirhinal
cortex (PRH) and the basolateral amygdala (BLA). First, two-way ANOVA (training X diet) for
c-Fos immunoreactivity revealed an increase of c-Fos positive cells after ORM training in
comparison to home-cage (naive) whatever the diet in all brain structures [Training effect: F>9,
p<0.05; Figure 1B-E and Supplementary Figures S1B and S1C]. The same analysis revealed
also a diet effect, with a lower number of c-Fos positive cells in HFSD-trained groups than CD-
trained groups in the dHPC [Diet effect: F(1,27)=7.8, p=0.009, Figure 1C; similar in each CA1,
CA3 and DG subregions, Supplementary Figure S1B] and vmPFC [Diet effect: F125=7.7,
p=0.045].

Looking for a treatment effect, we did not find any Treatment X Diet interactions in any brain
areas investigated for either trained or home-cage groups (F<2.6, p>0.11). However, by
comparing home-cage and trained mice for each diet condition, we found a significant Training
x Treatment interaction in the vmPFC of HFSD-fed mice only [F(1,22=4.5, p=0.044]. Post-hoc
analysis indicated that after training HFSD-Rimo group showed a higher number of c-Fos-
positive cells than the other 3 groups (p<0.05), HFSD-veh trained and both home-cage groups,
which did not differ from each other (Figure 2D). This indicates that training did not increase c-
Fos in vmPFC of HFSD-veh mice whereas it did in HFSD mice treated with CB1R antagonist,
like in CD-fed mice. These data show that adoHFSD exposure induces a lower activation of
the dHPC and the vmPFC after training in female mice. Moreover, systemic blockade of CB1R

normalized training-induced activation in the vmPFC of HFSD-fed females.

119



Figure 1 ORM

A

Training Test

] M| 48h | | N
—

i.p injection :
vehicule or Rimonabant

Exploration of novel object (%)

Naive
or
Training

Veh Rimo Veh Rimo
CD HFSD

| | o0 :
— |\ Brain sampling

L
‘ i.p injection :

vehicule or Rimonabant

B C

vHPC dHPC .
**[ [ Naive
* *[ [ Naive " [ Training
500 & Training 600 — ]
~ ~ * - CD-veh =~ - HFD-veh
€ 400 1 . . : ) -
E E . J :
2 2 400 : I:k [ AR
o} D SR
o o . gy
o [ B H f | b il
2 2 CD-Rimo HFD-Rimo
(72} [7;) . R J .
g 8 200
» » g . ——l
[} (o] 4 o
u-‘ u.- i I I l ¢ gy S DA
o [¢] : i
0
Veh Rimo Veh Rimo
CcD HFSD
D PRH E vmPFC
- [ 1 Naive
****[ [ Naive &= Training
400~ . e Training 500 # CDveh ' HFD-veh
. 1 o \mPFC ;
N ° ~ o - A e
€ ° : € 400 e S
E 300 : E * , Z \
) 3 ) i |
© o . . : . [ \ W N e ‘
® . : o _,\J' {E AN
2 200 - 2 . CD-Rimo.. °~ HFD-Rimo
2 s . . . @ 200 | . : i U
o a . . / N o
3 100 3 e Aot )
i I L 100 I I \ e f—\\
) ) Pl Sl e\ |
0 _ . : ‘ v

Figure 1 : Effects of CB1R blockade on adoHFSD-induced ORM deficits and c-Fos activation after training in females.

A. Protocol used for the assessment of long-term object recognition memory (ORM). Percentage of exploration of the novel object (N) during the test in
female mice fed with standard (CD) or high-fat sugar diet during adolescence (HFSD) receiving an injection of vehicule or Rimonabant (1 mg/kg)
immediately after training with representative trajectory maps for the different groups. B.C. c-Fos positive neurons in naive mice (white bars) or 90 min
after training (filled bars) in the different groups in the ventral (B) and the dorsal hippocampus (C) with representative pictures for c-Fos labelling in the
dorsal hippocampus. D.E. c-Fos positive neurons in the perirhinal cortex (PRH) (E) and the ventromedial prefrontal cortex (vmPFC) (D) with representative
pictures for c-Fos labelling. The area corresponding to vmPFC is delineated (scale bars represents 250 um). Data are shown as the number of Fos positive
cells per mm?2. Results are expressed as mean + SEM and circles show individual data points.

Statistics : A. §§p<0.01, §§§p<0.001 (One-sample t-test); *p<0.05, **p<0.001 (One-way ANOVA); B.C.D.E. **p<0.01, ****p<0.0001 (2-way ANOVA : training
effect); C. #p<0.05 (2-way ANOVA : diet effect); E. *p<0.05 (2-way ANOVA: interaction followed by post-hoc test).

Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; Veh, vehicule; Rimo, rimonabant; PRH, perirhinal cortex; vmPFC, ventromedial prefrontal
cortex



CB1R decrease in dHPC rescued HFSD-induced memory deficits in males but not
females.

In order to investigated the involvement of the HPC in the beneficial effect of CB1R blockade
in males and females, we used a viral approach with the Cre recombinase to specifically
decrease CB1R in the dHPC or vHPC of HFSD-fed mice (Figure 2A, 2B). HFSD increased
both the weight and the fat mass of males and only the fat mass of females (Table 5). During
training, all male and female groups similarly explored the two objects (F<1; Table 4).

During the long-term ORM test performed 48h later, CD-fed and HFSD-Cre dHPC males
explored preferentially the novel object whereas HFSD-GFP and HFSD-Cre vHPC males did
not [one sample t-test: CD: t12=3.6, p=0.003; HFSD-GFP: t410=0.66, p=0.52; HFSD-Cre
dHPC: tg=4.59, p=0.0018; HFSD-Cre vHPC: t=0.76 p=0.47; Figure 2C]. One-way ANOVA
revealed a significant difference among the 4 male groups [F336=3.2, p=0.032] with the
percentage of exploration of the novel object being significantly lower in HFSD-GFP group
than in both CD-fed group and HFSD-Cre dHPC group (p<0.05, Figure 2C left). Conversely,
in female mice, the percentage of exploration of the novel object was lower in all HFSD-fed
groups than in CD-fed group [F338=3.7, p=0.02; post-hoc: p<0.05], which was the only group
to explore preferentially the novel object (one sample t-test: t(12=3.65, p=0.003). Moreover,
similar decrease of hippocampal CB1R was found in both sexes [Virus effect: F(1,20=7.7,
P=0.01; Virus x Sex interaction: F<1; Figure 2D; mainly in the dentate gyrus: Virus effect:
F1,19=20.3, p<0.001; Supplementary Figure S2), excluding any differential viral efficacy in the
different behavioral effect. These findings indicate that CB1R decrease, specifically in the

dHPC prevented HFSD-induced ORM deficits in male mice, but not in females.
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Figure 2. Effects of a specific genetic decrease of hippocampal CB1R in HFSD-induced ORM deficits

in males and females

A. Schematic representation of the experimental design. Cre surgery was performed at adulthood (7-8 weeks of diet) and mice
recovered 4 weeks before the start of behavioral testing. B. Representative pictures for Cre immunofluorescence in the dorsal (Cre
dHPC) and the ventral hippocampus (Cre vHPC) of HFSD-fed CB1R floxed mice injected with AAV-CAG-Cre (scale bar represents 250
um). C. Percentage of exploration of the novel object during the test in the different groups of males (left) and females (right). D.
Quantification of CB1R density in the dorsal hippocampus of males and females injected with control virus (GFP, gray bars) or Cre
virus (white bars) with representative pictures for CB1R immunoreactivity.

Statistics : C. §p<0.05, §§p<0.01 (One-sample t-test); *p<0.05, **p<0.001 (One-way ANOVA). D. *p<0.05 (2-way ANOVA : virus
effect). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; &, males; @, females; dHPC, dorsal hippocampus; VHPC,
ventral hippocampus
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CB1R decrease in vmPFC reversed memory deficits in HFSD-fed females but not males.
In order to evaluate the involvement of the vmPFC in the beneficial effect of CB1R blockade
in females and males, we used the same viral approach to decrease CB1R in the vmPFC of
HFSD-fed mice (Figure 3A, 3B). HFSD-fed male groups were slightly heavier than CD group
and all HFSD-fed male and female groups had more fat content than their corresponding CD
group (Table 7). During training, all groups similarly explored the two objects [males:
Fe31=1.26, p=0.29; females: F2;33,=1.67, p=0.20; Table 6].

During ORM test, CD-fed males explored preferentially the novel object whereas HFSD-GFP
and HFSD-Cre PFC males did not [one sample t-test: CD: t=3.65, p=0.006; HFSD-GFP:
t7=0.64, p=0.53; HFSD-Cre PFC: t(12=0.42, p=0.67; Figure 3B left]. One-way ANOVA
revealed that two HFSD groups did not show preference for the novel object compared to CD-
fed mice (F@227=4.96, p=0.014; Post-hoc: p<0.05; Figure 3B left). Conversely in females, CD
and HFSD-Cre PFC groups explored preferentially the novel object whereas HFSD-GFP group
did not [one sample t-test: CD: t13=4.22, p=0.001; HFSD-GFP: t12=0.025, p=0.98; HFSD-Cre
PFC: te=3.16, p=0.013; Figure 3B right]. Indeed, the percentage of exploration of the novel
object was significantly lower in HFSD-GFP group than in the other 2 groups (F(33=4.77,
p=0.015; Post-hoc: p<0.05; Figure 3B). Moreover, similar decrease of prefrontal CB1R was
found in both sexes [Virus effect: F(126=19.4, p=0.0001; Virus x Sex interaction: F<1; Figure
3C]. This finding indicates that specific CB1R decrease in the vmPFC rescued ORM deficit in

HFSD-fed females but not in males.
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Figure 2. Effects of a specific genetic decrease of prefrontal CB1R in HFSD-induced ORM deficits in males
and females

A. Schematic representation of the experimental design. Cre surgery was performed at adulthood (7-8 weeks of diet) and mice
recovered 4 weeks before the start of behavioral testing. B. Representative pictures for Cre immunofluorescence in the medial
prefrontal cortex of HFSD-fed CB1R floxed males and females injected with AAV-CAG-Cre (scale bar represents 250 um). C.
Percentage of exploration of the novel object during the test in the different groups of males (left) and females (right). D.
Quantification of CB1R density in the ventromedial prefrontal cortex of males and females injected with control virus (GFP, gray
bars) or Cre virus (white bars) with representative pictures for CB1R immunoreactivity.

Statistics : C. §p<0.05, §§p<0.01 (One-sample t-test); *p<0.05, **p<0.001 (One-way ANOVA). D. ***p<0.001 (2-way ANOVA :

virus effect). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; &, males; @, females; mPFC, medial prefrontal
cortex



CB1R decrease on hippocampal glutamatergic neurons in males or on prefrontal
GABAergic neurons in females rescued HFSD-induced memory deficits

We then evaluated the specific role of CB1R on glutamatergic and GABAergic neurons on
HFSD-induced ORM deficits in males and females. For this purpose, we used viral approach
with specific promoter to drive CB1R decrease on glutamatergic (CaMKII-Cre virus) or on
GABAergic neurons (DIx-Cre virus) in the dHPC for males (Figure 4A) or the vmPFC for
females (Figure 4D). During training, all male and female groups similarly explored the two
objects (Table 8).

During ORM test at 48 h, one-way ANOVA did not show significant difference between male
groups, but both CD and HFSD-CaMKII-Cre groups explored preferentially the novel object
whereas HFSD-GFP and HFSD-DIx-Cre groups did not (one sample t-test: CD: t©)=6.2,
p=0.0002; HFSD-GFP: t(12=1.75, p=0.10 ; HFSD-CaMKIlI-Cre: t10=2.4, p=0.03; HFSD-DIx-
Cre: t8=0.45, p=0.66 ; Figure 4B, see also results at 24 h). CB1R immunoreactivity revealed

a significant decrease of hippocampal CB1R with both viruses (Figure 4C).

In females, both CD and HFSD-DIx-Cre groups explored preferentially the novel object
whereas HFSD-GFP and HFSD-CaMKII-Cre groups did not (one sample t-test: CD: t(11)=3.44,
p=0.005; HFSD-GFP: t4=0.13, p=0.89 ; HFSD-CaMKII-Cre: t=0.23, p=0.82; HFSD-DIx-Cre:
t7=3.18, p=0.015 ; Figure 4E). One-way ANOVA revealed a significant difference among the
4 female groups [F328=3.1, p=0.04] with the percentage of exploration of the novel object
being significantly higher in HFSD-DIx-Cre group than in the other two HFSD groups (p<0.05,
Figure 4E). CB1R immunoreactivity revealed a significant decrease of prefrontal CB1R with

both viruses (Figure 4F).

This finding suggests that specific CB1R decrease on hippocampal glutamatergic neurons, but
not GABAergic neurons, improved ORM deficits in HFSD-fed males, while CB1R decrease on
prefrontal GABAergic neurons, but not glutamatergic neurons, prevented ORM deficits in
HFSD-fed females.
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Figure 4
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Figure 4. Effects of a specific genetic decrease of hippocampal or prefrontal CB1R on glutamatergic or
GABAergic neurons in males and females

A. Schematic representation of the experimental design. Cre surgery was performed at adulthood (7-8 weeks of diet) and mice recovered 4 weeks
before the start of behavioral testing. Representative pictures for Cre immunofluorescence in the dorsal hippocampus or the medial prefrontal
cortex of HFSD-fed CB1R floxed males (left) and females (right) injected with AAV-CaMKII-Cre or AAV-DIx-Cre (scale bar represents 250 um). B.E
Percentage of exploration of the novel object during the test at 24h or 48 h in the different groups of males (B) and females (E). C.F. Quantification
of CB1R density in the dorsal hippocampus (C) or the ventromedial prefrontal cortex (F) injected with control virus (GFP) or CaMKII-Cre/DIx-Cre
virus with representative pictures for CB1R immunoreactivity.

Statistics : B.E. §p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001 (One-sample t-test); *p<0.05, **p<0.01 (One-way ANOVA). C.F. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
(One-way ANOVA). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; &', males; @, females; mPFC, medial prefrontal cortex
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CB1R decrease in the dHPC, but not the mPFC, reversed HFSD-induced memory deficits
in ovariectomized females.

We finally wondered whether ovarian hormones, especially estrogens, could mediate sexual
differences regarding hippocampal and prefrontal CB1R involvement in HFSD-induced
memory deficits. For this purpose, we used the same viral approach on HFSD-fed females
ovariectomized (OVX) early after weaning (Figure 5A). OVX and sham HFSD-fed groups had
more fat content compared to CD-fed mice (Table 10). During training, all groups similarly

explored the two objects (Table 9).

During ORM test, CD, HFSD-Cre PFC sham and HFSD-Cre dHPC OVX groups explored
preferentially the novel object whereas HFSD-GFP (sham and OVX), HFSD-Cre dHPC sham
and HFSD-Cre PFC OVX groups did not (one sample t-test: CD: t7)=2.85, p=0.02; HFSD-GFP
sham: {3=0.68, p=0.54 ; HFSD-Cre dHPC sham: tx=2.11, p=0.08; HFSD-Cre PFC sham:
t4=2.9, p=0.04 ; HFSD-GFP OVX: t(11)=1.36, p=0.20 ; HFSD-Cre dHPC OVX: t(=9.33,
p<0.0001; HFSD-Cre PFC OVX: t7y=0.27 p=0.78 ; Figure 5B). One-way ANOVA revealed a
significant difference between the 7 groups [Fe45=3.86, p=0.0034]. Post-hoc analyses
indicated that the percentage of exploration of the novel object was significantly higher in CD-
fed mice than in both HFSP-GFP groups, sham and OVX (p<0.05). In addition, in HFSD-OVX
females, the percentage of exploration of the novel object was higher in the Cre dHPC group
than in the Cre PFC and GFP group (p<0.05 and p=0.06; Figure 5B). Moreover, CB1R
immunoreactivity revealed similar decrease in both sham and OVX-females of hippocampal
CB1R [Virus effect: F1,15=14.8, p=0.001; Virus x OVX interaction: F<1; Figure 5C]. This finding
showed that whereas OVX by itself did not affect HFSD-induced memory deficits in females,
decreasing hippocampal CB1R, but not prefrontal CB1R, rescued memory deficits in HFSD-

OVX females, ressembling a “male” phenotype.
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Figure 5. Effects of a specific genetic decrease of hippocampal or prefrontal CB1R in HFSD-induced ORM
deficits in ovariectomized-females

A. Schematic representation of the experimental design. Ovariectomy was performed one week after the weaning, then, Cre surgery was
performed at adulthood (7-8 weeks of diet) and mice recovered 4 weeks before the start of behavioral testing. Representative pictures for Cre
immunofluorescence in the dorsal hippocampus or the medial prefrontal cortex of HFSD-fed CB1R floxed females injected with AAV-CAG-Cre
(scale bar represents 250 pm). B. Percentage of exploration of the novel object during the test in the different groups of females. C.
Quantification of CB1R density in the dorsal hippocampus of sham and OVX females injected with control virus (GFP, gray bars) or CAG-Cre
(white bars) with representative pictures for CB1R immunoreactivity.

Statistics : C. §p<0.05, §§§p<0.001 (One-sample t-test); +p=0.06, *p<0.05, **p<0.001 (One-way ANOVA). #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 (One-
way ANOVA : different from control group). D. ***p<0.001 (2-way ANOVA : virus effect).

Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; @, females; dHPC, dorsal hippocampus; OVX, ovariectomized



4. Discussion

We first confirmed that HFSD consumption during adolescence induced long-term ORM
deficits in both sexes. In addition, using a pharmacological approach, we found that systemic
CB1 blockade rescued adoHFSD-induced long-term ORM deficits in both males and females
and normalized training-induced lower activation in the vmPFC, but not in the dHPC, of HFSD-
females. Using a viral approach in transgenic CB1R-flox mice, we revealed that decrease of
CB1R in the vmPFC, but not in dHPC or vHPC, restored adoHFSD-induced ORM deficits in
females. On the contrary, decrease of CB1R in the dHPC, but not in vHPC and vmPFC,
rescued adoHFSD-induced ORM deficits in males. To go further, we showed that decrease of
CB1R on prefrontal GABAergic, but not glutamatergic, neurons restored ORM deficits in
adoHFSD-fed females, while decrease of CB1R on hippocampal glutamatergic, but not
GABAergic, cells restored adoHFSD-induced ORM deficits in males. Finally, decrease of
CB1R in the dHPC, but not vmPFC, restored ORM deficits in ovariectomized adoHFSD-fed

females.
CB1R blockade rescued adoHFSD-induced ORM deficits in both males and females.

Our previous studies demonstrated that adoHFSD consumption impairs long-term relational,
spatial and recognition memory in male rodents (Biyong et al., 2021; Boitard et al., 2014, 2012;
Naneix et al., 2021). Here we showed that adoHFSD also induces long-term ORM deficits in
females, corroborating recent results indicating that HFSD similarly impairs spatial and object-
based memory in both male and female rodents (Braga et al., 2021; Garcia-Serrano et al.,
2022; Klein et al., 2016; Mantor et al., 2018; Underwood and Thompson, 2016).

Given that CB1R blockade prevented HFSD-induced ORM deficits in males (Janthakhin et al.,
in preparation), we therefore wondered whether CB1R blockade could also alleviate HFSD-
effect on ORM in females. Interestingly, peripheral injection of a CB1R antagonist
(Rimonabant, 1 mg/kg) enhanced the exploration of the novel object in both adoHFSD-fed

females and males, inducing a clear improvement of long-term ORM in both sexes.

We then evaluated whether ORM training in females would lead to particular brain activation
pattern depending on the diet and whether CB1 blockade would modify this pattern. We found
that ORM training enhanced c-Fos expression in all the brain structures investigated whatever
the diet. However, adoHFSD-fed females showed lower c-Fos expression after training than
CD-fed groups in the dHPC and the vmPFC, but not in vHPC, dmPFC, perirhinal cortex and
basolateral amygdala. Systemic CB1R blockade immediately after training enhanced, and
normalized, c-Fos expression in the vmPFC, but did not modify the lower activation in the
dHPC. Conversely, in adoHFSD-fed males, we recently showed that ORM training enhanced

c-Fos expression in the dHPC, the perirhinal cortex and the basolateral amygdala (Biyong et
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al., 2021), and systemic CB1R blockade normalized it only in the dHPC (Janthakhin et al., in
preparation). This suggests a sex difference in the brain network affected by training, but more
importantly in brain structures modulated by CB1R in adoHFSD-fed mice, dHPC in males and
vmPFC in females. Moreover, the opposite effect of training on brain activation in adoHFSD-
fed males and females (higher and lower than their CD group, respectively) suggests a

potential action on different cell types.

Prefrontal, but not hippocampal, CB1R mediates adoHFSD-induced ORM deficits in
females.

These c-Fos results strongly suggest that CB1R activation specifically in the vmPFC, but not
in the HPC (contrary to males), contributes to ORM impairment in adoHFSD-fed females.
Indeed, specific decrease of CB1R in the vmPFC, but not in the dHPC, was sufficient to prevent
long-term ORM deficits in adoHFSD-fed females. Given that dHPC and vHPC exhibit
functional heterogeneity (for review: Fanselow and Dong, 2010), we also decreased CB1R in
the vHPC but it did not improve ORM in adoHFSD-fed females, indicating that hippocampal-
CB1R do not mediate HFSD-induced ORM deficits in females. In addition, the current study
confirmed in males a beneficial effect of CB1R decrease in the dHPC, but not in vHPC or
vmPFC, on adoHFSD-induced long-term ORM deficits. This difference is not due to different
viral efficacy as we found similar levels of CB1R decrease in dHPC and vmPFC in both sexes.
Altogether these results indicate that CB1R over-activation in either HPC or PFC triggered
ORM deficits in HFSD-fed mice corroborating previous studies in lean rodents indicating that
activation of prefrontal or hippocampal CB1R using exogenous ligand impairs ORM (lto et al.,
2019; Clarke et al., 2008).

Our findings revealed a double dissociation in the hippocampal and prefrontal CB1R regulation
of adoHFSD effects on memory in males and females, suggesting that adoHFSD-induced
memory deficits are specifically triggered by hippocampal CB1R over-activation in males, but
prefrontal CB1R over-activation in females. Interestingly, previous results demonstrated that
the eCB-CB1R system is overactive in the HPC of males after HFSD consumption (Massa et
al.,, 2010; Rivera et al., 2013) whereas another study showed that obesogenic diet
consumption affects prefrontal, but not hippocampal, eCB signalling in female rats (Rojo et al.,
2013).

Even if we did not find any sex difference for CB1R expression in the HPC and the PFC, sex
dimorphism was reported for CB1R-dependent plasticity in HPC and PFC and eCB-CB1R
signaling (Bernabeu et al., 2023; Cooper and Craft, 2018; Ferraro et al., 2020) and sex-specific
CB1R regulation is crucial for adolescent brain development (Simone et al., 2022). Future
experiments will characterize CB1R signaling efficacy in HPC and PFC of males and females

under different diet condition.
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CB1R on glutamatergic neurons in males and on GABAergic neurons in females
mediates adoHFSD-induced ORM deficits.

c-Fos experiment revealed an opposite alteration of neuronal activation in adoHSFD-fed males
and females after training (higher activity in males but lower activity in females), that is CB1R-
dependent, suggesting sex differences in cellular mechanisms and/or cell types involved in
adoHFSD-induced memory. Our results indicate a sex-dependent alteration that CB1R could
mediate. Indeed, whereas decrease of CB1R on glutamatergic, but not GABAergic, neurons
(of the dHPC) prevents adoHFSD-induced ORM deficits in males (see also Janthakhin et al.,
in preparation), decrease of CB1R on GABAergic, but not glutamatergic, neurons (in the
vmPFC) are able to prevents HFSD-induced ORM deficits in females. After the double
dissociation of brain structures involved in CB1R modulation (HPC vs PFC), these findings
revealed another double dissociation in the cell types involved in CB1R regulation of adoHFSD
effect on memory in females and males. This adds strong evidence regarding sex differences
on mechanisms mediating HFSD-induced memory deficits. It will be now important to
determine if diet and sex influence CB1R distribution between glutamatergic and GABAergic
neurons in HPC and PFC.

These results also suggest that CB1R over-activation on hippocampal glutamatergic neurons
triggered higher c-Fos expression in dHPC of HFSD-fed males whereas CB1R over-activation
on prefrontal GABAergic neurons is responsible for lower c-Fos expression in vmPFC of
HFSD-fed females. Regarding this aberrant neuronal activity in adoHSFD-fed animals, it is
interesting to note that chemogenetic inactivation of the HPC prevented ORM deficits in HFSD-
fed males stressing the causal role of hippocampal over-activity in their memory deficits
(Naneix et al., 2021). Future experiments will evaluate in adoHFSD-fed females whether
chemogenetic activation of the vmPFC could reverse their ORM deficits which would
demonstrate, if it is the case, prefrontal hypo-activity would be responsible for their memory

deficits.

Ovarian hormones mediate sex differences in hippocampal and prefrontal CB1R
involvement in adoHFSD-induced memory deficits.

Gonadal steroid hormones drive many brain structural changes during adolescence and are
well-known to modulate neuronal plasticity and HPC- or PFC-dependent memory (for reviews
: Canhill, 2006; Frick et al., 2018). Therefore, ovarian hormones could mediate sex differences
in CB1R modulation of adoHFSD-induced memory deficits. In ovariectomized adoHFSD-fed
females, decrease of CB1R in the dHPC, but not vmPFC, prevents long-term ORM deficits,
resembling results obtained in adoHFSD-fed males. Therefore, by rending HFSD-fed females
now sensitive to CB1R decrease in the HPC (and insensitive to CB1R decrease in the PFC),

ovariectomy switched the HFSD phenotype from females to males. Ovaries produce and
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release both estrogen and progesterone and it remains to clearly demonstrate which ovarian
hormone is involved. However, estrogen seems the best candidate as it is known to regulate
eCB tone in the HPC of females but not of males (Huang and Woolley, 2012). Therefore,
estrogen could prevent in adoHFSD-fed females hippocampal eCB system overactivity seen
in males. In addition to responding to ovarian estrogen, the HPC of both males and females
synthesizes estrogen that could acutely modulate HPC function. However, even if local
estrogen synthesized in the HPC can modulate long-term ORM in ovariectomized females

(Tuscher et al., 2016) our effect is clearly dependent on ovaries secretion.
Conclusion

In conclusion, our study demonstrates that HFSD consumption during adolescence impairs
long-term object recognition memory through abnormal brain CB1R activation in both males
and females. Our study also revealed that memory deficits are triggered by CB1R over-
activation in a sex-specific manner across brain regions and cell types, involving a modulation
from ovarian hormones. These results highlight the need for additional investigations of the
cellular and molecular mechanisms mediating HFSD-induced memory deficits in both sexes.
Future studies will in particular aim at deciphering how estrogens modulate brain eCB system

alterations induced by HFSD consumption.
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Supplemental data

Figure S1A
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Figure S1A : Effects of CB1R blockade on adoHFSD-induced recognition memory deficits in males

A. Male mice were fed with standard (CD) of high-fat and sugar diet (HFSD) from weaning and during 12 weeks. Schematic
representation of the object recognition memory task. Immediately after training, mice received intraperitoneal injection of
Rimonabant (1 mg/kg) to induce CB1R systemic blockade. Data are presented as the percentage of exploration of the novel
object (N) during the test in CD (black bars) and HFSD groups (gray bars). Results are expressed as mean + SEM and circles show
individual data points. Statistics : §§p<0.01, §§§p<0.001 (One-sample t-test); *p<0.05, **p<0.001 (One-way ANOVA).
Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; Veh, vehicule; Rimo, rimonabant.
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Figure S1B
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Figure S1B : Effects of CB1R blockade on adoHFSD-effects on hippocampal CA1, CA3 and DG activation after
training in females

A.B. c-Fos positive neurons in dorsal (D) and ventral (F) CA1, CA3 and dentate gurus (DG) subregions neurons in naive mice (white
bars) or 90 min after training (filled bars). Data are shown as the number of Fos positive cells per mm2. Results are expressed as
mean + SEM and circles show individual data points. Statistics : A.B. *p<0.05, **p<0.01 (2-way ANOVA : training effect); A.

#p<0.05 (2-way ANOVA : diet effect). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; Veh, vehicule; Rimo,
rimonabant; DG, dentate gyrus.
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Figure S1B : Effects of CB1R blockade on adoHFSD-induced amygdalar and dorsomedial prefrontal c-Fos
activation after training in females

c-Fos positive neurons in the basolateral amygdala (BLA) and the dorsal part of the medial prefrontal cortex (dmPFC) in naive
mice (white bars) or 90 min after training (filled bars). Data are shown as the number of Fos positive cells per mm2. Results are
expressed as mean + SEM and circles show individual data points. Statistics : *p<0.05, ***p<0.001 (2-way ANOVA : training
effect). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; Veh, vehicule; Rimo, rimonabant.
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Figure S2A
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Figure S2A. CB1R quantification in the hippocampal CA1, CA3 and DG in HFSD-fed males and females
Quantification of CB1R density in the dorsal hippocampus CA1, CA3 and dentate gyrus (DG) of males and females
injected with control virus (GFP, gray bars) or Cre virus (white bars). Statistics : C. ***p<0.001 (2-way ANOVA : virus

effect). Abbreviations: dHPC, dorsal hippocampus; DG, ventral hippocampus

Figure S2B
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Figure S2B. CB1R quantification in the ventral hippocampus in HFSD-fed males and females
Quantification of CB1R density in the ventral hippocampus in HFSD-fed males and females injected with control virus
(GFP, gray bars) or Cre virus (white bars) with representative pictures for CB1R immunoreactivity. Statistics : C. *p<0.05
(2-way ANOVA : virus effect). Abbreviations: dHPC, dorsal hippocampus; DG, ventral hippocampus
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Table1:

Object Recognition Memory. Two-way ANOVA statistical analysis. Exploration ratio during training was expressed as time
exploring object 1 (in seconds) on total object exploration time X 100.

Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar diet; Veh, vehicule; Rimo, rimonabant.

Table 2 :

Body weight and fat mass measurements. Two-way ANOVA statistical analysis. * ** *** **¥*: djet effect. Results are

expressed as a percentage of fat mass versus body weight (in grams). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and sugar
diet; Veh, vehicule; Rimo, rimonabant.

Table 3 :
Exposure to novel objects for 8min. One-way ANOVA statistical analysis.

Table 4-6-8-9 :

Object Recognition Memory. One-way ANOVA statistical analysis. ** different from CD group. Exploration ratio during training
was expressed as time exploring object 1 (in seconds) on total object exploration time X 100. Abbreviations: CD, control diet;
HFSD, high-fat and sugar diet; &, males; @, females; dHPC, dorsal hippocampus; vHPC, ventral hippocampus; mPFC, medial
prefrontal cortex; OVX, ovariectomy

Table 5-7-10 :

Body weight and fat mass measurements. One-way ANOVA statistical analysis. * ** *** ****. different from CD group. Results
are expressed as a percentage of fat mass versus body weight (in grams). Abbreviations: CD, control diet; HFSD, high-fat and
sugar diet; &', males; @, females; dHPC, dorsal hippocampus; VHPC, ventral hippocampus; mPFC, medial prefrontal cortex;
OVX, ovariectomy

Table 1

QCD-veh QCD-Rimo ?HFD-veh ?HFD-Rimo
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 514 25 9 52.1 1.7 8 50.7 25 10 504 2.8 9
Time (s) object to be changed 103 0.5 9 104 0.3 8 10.1 0.5 10 9.8 0.6 8
Time (s) object not to be changed 9.7 0.5 9 9.6 0.3 8 9.9 0.5 10 10.2 0.6 8
Time (s) to reach criterium (training) 405.9 55.0 9 358.5 39.1 8 440.2 46.4 10 430.8 4.7 9
Time (s) to reach criterium (test) 516.0 55.8 9 4521 70.0 7 523.4 23.8 10 507.0 38.3 9
JCD-veh JCD-Rimo JHFD-veh JHFD-Rimo
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 517 28 16 51.6 25 16 54.0 17 9 545 36 10
Time (s) object to be changed 104 0.6 16 10.3 0.5 16 10.8 03 9 109 0.7 10
Time (s) object not to be changed 97 0.6 16 9.7 05 16 9.3 0.6 9 9.1 0.7 10
Time (s) to reach criterium (training) 373.1 343 16 422.4 31.0 16 462.3 422 9 380.1 28.9 10
Time (s) to reach criterium (test) 4136 35.8 16 409.8 349 16 554.1 16.5 9 484.3 438 10
Table 2
JCD-veh JCD-Rimo JHFD-veh SHFD-Rimo
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
Body weight 35.0 1.7 8 333 1.4 9 42.6 2.0 9 wurx 40.9 1.3 9
% of fat content 347 24 8 30.7 3.6 9 418 1.5 9 wxx 424 17 9
QCD-veh QCD-Rimo ?HFD-veh ¢HFD-Rimo
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
Body weight 244 1.5 8 24.3 0.7 9 26.9 1.2 12 , 275 1.0 10
% of fat content 26.3 3.8 8 239 31 9 38.7 4.1 12 = 351 4.0 10
Table 3
QCD-veh QCD-Rimo QHFD-veh QHFD-Rimo
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N

Time (s) Object 1 94 1.5 8 9.2 1.3 8 75 0.6 8 7.569 0.882 8

Time (s) Object 2 92 09 | 8 9.7 2.0 8 8.3 1.3 8 9.944 1.539 8

Total time (s) object exploration 18.6 1.9 8 18.8 26 8 15.8 1.7 8 17.513 2.159 8
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Table 4
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4CD JGFP & CAG-Cre dHPC &CAG-Cre vHPC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 51.2 23 13 469 3.0 10 50.8 3.1 9 49.6 4.7 6
Time (s) object to be changed 10.2 05 13 8.9 0.7 10 10.1 07 9 99 09 6
Time (s) object not to be changed 9.8 0.5 13 10.2 0.9 10 9.7 0.5 9 101 0.9 6
Time (s) to reach criterium (training) 348.5 402 13 366.2 39.6 10 327.3 58.8 9 3140 57.5 7
Time (s} to reach criterium (test) 4143 36.1 13 440.9 449 10 293.1 53.4 9 289.9 43.7 7
{CD QGFP QCAG-Cre dHPC QCAG-Cre ventral
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 50.0 27 13 491 27 12 48.6 3.1 11 52.6 4.0 5
Time (s) object to be changed 10.0 05 13 98 05 12 98 06 11 105 08 5
Time (s) object not to be changed 10.0 0.5 13 10.2 0.6 12 10.4 0.6 1" 9.5 038 5
Time (s) to reach criterium (training) 375.8 343 13 361.1 30.4 12 271 2% 341 11 2716 33.7 5
Time (s) to reach criterium (test) 426.7 340 13 3743 36.1 12 288.7 277 11 387.2 552 5
Table 5
3CD 3GFP 3 CAG-Cre dHPC 3 CAG-Cre vHPC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM
Body weight 26.5 1.5 4 31.3% 1.3 9 371 * 23 32.150% 1.671 12
% of fat content 144 2.2 8 31.3* 4.9 6 40.5% 5.2 37.955% 8.822 4
YCD PGFP ¢CAG-Cre dHPC ¢QCAG-Cre VHPC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM
Body weight 221 0.9 11 23.0 1.2 9 249 12 22.445 1.247 1
% of fat content 12.2 0.9 6 30.4 »+ 58 5 26.8 % 45 27.450006 8.404 4
Table 6
3CD 3GFP JCAG-Cre mPFC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 53.1 1.9 13 47.3 3.2 8 478 35 13
Time (s) object to be changed 10.6 04 13 9.5 0.7 8 9.6 0.7 13
Time (s) object not to be changed 9.4 0.4 13 10.6 0.7 8 104 0.7 13
Time (s) to reach criterium (training) 330.2 26.8 13 370.3 47.0 8 327.0 30.0 13
Time (s) to reach criterium (test) 328.8 35.2 13 389.1 511 8 406.7 275 13
QPCD QYGFP ¢ CAG-Cre mPFC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 50.6 1.8 14 50.6 1.8 13 449 39 9
Time (s) object to be changed 9.6 0.6 14 10.2 0.4 13 94 0.7 9
Time (s) object not to be changed 104 0.6 14 9.8 04 13 10.6 0.7 9
Time (s) to reach criterium (training) 298.2 28.8 14 389.9 42.8 13 3453 39.9 9
Time (s) to reach criterium (test) 3747 226 13 4253 32.8 13 413.2 417 9
Table 7
3CD 3GFP 3CAG-Cre PFC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
Body weight 27.7 0.7 13 31.2 1.4 10 31.3 1.2 15
% of fat content 144 22 8 313%| 35 10 28 47 8
QCD YGFP @CAG-Cre PFC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
Body weight 21.6 0.7 11 242 09 9 245 1.7 7
% of fat content 14.9 1.6 11 28.8 33 9 334w 4.8 7




Table 8

4CD 3dmCherrry dCamKII-CralHPC 3DIx-CredHPC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 456 23 10 48.8 34 12 497 23 11 50.229 2.406 9
Time (s) object to be changed 9.1 0.5 10 9.8 0.7 12 9.9 0.5 11 10.046 0.481 9
Time (s) object not to be changed 10.9 05 10 10.2 0.7 12 10.1 0.5 11 9.954 0.481 9
Time (s) to reach criterium (training) | 337.5 378 10 3790 333 13 342.0 40.7 11 410.222 51.708 9
Time (s) to reach criterium (test) 494.5 38.2 10 456.8 395 13 3346+~ 36.0 11 394.556 41.275 9
QCD YmCherrry @CamKII-Cre mPFC ?DIx-Cre mPFC
Mean | SEM N Mean | SEM N Mean SEM N Mean SEM N
%exploration ratio (training) 441 2.7 12 48.2 3.3 7 60.5 3.1 7 54.489 3.375 8
Time (s) object to be changed 8.8 0.5 12 9.6 0.7 7 121 06 | 7 10.910 0673 | 8
Time (s) object not to be changed 11.2 0.5 12 104 0.7 7 79 06 | 7 9.090 0.673 8
Time (s) to reach criterium (training)} 399.3 27.8 12 4231 39.6 7 4401 59.3 7 460.625 37.095 8
Time (s) to reach criterium (test) 475.6 346 12 380.6 492 7 473.6 51.0 7 478125 29.082 8
Table 9
QCD QOVX-GFP {OVX-Cre dorsal {OVX-Cre PFC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM
%exploration ratio (training) 494 23 8 53.5 26 12 46.9 14 9 42.866 7.291 5
Time (s) object to be changed 9.9 0.4 8 10.7 0.5 12 94 0.3 9 8.732 1.201 6
Time (s) object not to be changed 10.1 04 8 93 05 12 10.6 0.3 9 11.268 1201 6
Time (s) to reach criterium (training) 349.8 46.0 8 395.1 384 12 388.0 39.9 9 347.333 45.316 6
Time (s) to reach criterium (test) 3971 50.1 8 44238 385 11 364.0 521 9 429.000 61.564 6
Table 10
9CD QOVX-GFP QOVX- cre dHPC OCAG-Cre PFC
Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N Mean SEM N
Body weight 211 0.3 9 236 1.1 11 28.7% 24 8 30.0 &+ 1.296 6
% of fat content 114 1.3 9 232+ 34 1 376%xx 6.1 8 42.0 +xex 3.082 6
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Discussion générale

1. Résumé des principaux résultats

L’objectif de cette theése était de déterminer si les femelles présentent la méme sensibilité que
les males aux effets d’un régime obésogene, consommé a I’adolescence, sur la mémoire, afin

de caractériser les mécanismes neurobiologiques a I’origine de ces différences ou similitudes.

Dans le premier volet des résultats, nous avons mis en évidence que la consommation d’un
régime HLSado induit des déficits de mémoire de peur contextuelle (MPC) a long-terme chez
les souris males, mais aucun déficit chez les femelles. De fagon intéressante, ceci est associé a
une plus forte activation c-Fos dans I’hippocampe dorsal (gyrus denté) chez les males HLS,
mais pas chez les femelles, suggérant des différences neurobiologiques a I’origine des effets
comportementaux différentiels du régime HLSado sur la mémoire entre les sexes. Enfin,
I’implication causale de 1’hippocampe dans les déficits de MPC des males HLS est confirmée
par I’inactivation chémogénétique (DREADD-Gi) des neurones principaux de 1’hippocampe
qui restaurent une bonne mémoire. Ces résultats suggerent que le régime HLSado agit
différentiellement sur I’hippocampe des males et des femelles avec pour conséquence les effets

délétéres sur la mémoire des males et/ou ’absence d’effet chez les femelles.

Dans le deuxiéme volet de cette thése, nous révélons que la consommation d’un régime HLSado
induit des déficits de la mémoire de reconnaissance d’objet (MRO) a long-terme chez les
femelles et les males. Alors que chez I’apprentissage de la MRO induit chez les males HLS une
plus forte activation c-Fos dans I’hippocampe (Biyong et al., 2021), celui-ci induit une moins
forte activation c-Fos dans I’hippocampe dorsal et dans le cortex préfrontal ventromédian
(CPFvm) chez les femelles HLS, suggérant 1a aussi des différences sexuelles dans les effets du
régime HLS sur le recrutement des structures cérébrales impliquées dans la mémoire.
L’implication de la suractivité du systéme endocannabinoide (eCB) dans les déficits de la MRO
a ¢té confirmée chez les deux sexes par le blocage générale des récepteurs CB1 (CBIR) juste
apres ’apprentissage qui améliore la MRO chez les males et les femelles HLS, et qui normalise
les activations c-Fos du CPFvm, mais pas de I’hippocampe, des femelles HLS.

D’ailleurs la diminution des CB1R du CPFvm, mais pas de I’hippocampe (dorsal ou ventral),

annule les déficits de MRO chez les souris femelles HLSado. A I’inverse, la diminution des
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CBIR de I’hippocampe dorsal, mais pas du CPFvm, améliore la MRO a long-terme des méales
HLSado. De plus, ces effets impliquent spécifiquement les CB1R des neurones GABAergiques
du CPFvm chez les femelles HLS et des neurones glutamatergiques de 1’hippocampe chez les
males HLS. Enfin, chez des femelles HLS ovariectomisées, la diminution des CB1R de
I’hippocampe, mais pas du CPFvm, supprime les déficits de MRO (comme chez les méales
HLS). Ces résultats montrent que les déficits de MRO induits par le régime HLSado reposent
sur une suractivité¢ cérébrale du systtme eCB-CB1R impliquant des mécanismes d’action
spécifiques a chaque sexe, reposant sur des structures cérébrales et des types neuronaux
différents, et déterminés par les hormones sexuelles a la puberté.

Au travers de tiches de mémoire affectées de facon différente (MPC) ou similaire (MRO)
par le régime HLSado chez les males et les femelles, nous montrons de fortes différences
sexuelles sur les structures cérébrales impliquées, engageant fortement I’hippocampe chez
les méles mais pas chez les femelles. En outre celles-ci semblent préférentiellement

solliciter les structures frontales.

Evénements Males Femelles Femelles OVX
HLSado HLSado HLSado
MPC | | | |
test 24h A 0
Fos hippocampe post-acquisition + 0
test 24h A 0 ?
test 48h A A A
Fos hippocampe post-acquisition + - ?
Fos CPF post-acquisition ? - ?

Effet sur test MRO 48h | ' | |

CB1R antag systemic 7 A2 ?
N CB1R hippocampe 7 N 7
N CB1R CPF N A A
NCB1R glutamatergique % A ?
NCB1R GABAergique N 7 ?

Tableau : Bilan récapitulatif des principaux résultats
A : perturbation de la mémoire ; 7 : annulation des déficits de mémoire ; + : augmentation de
I’expression ; - : moindre expression ; 0 : pas d’effet ; ? : non évalué
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2. Différences entre les tiches de mémoire

Nos résultats suggerent que chez la femelle, la consommation d’un régime HLSado a des effets
différentiels en fonction du type de mémoire évalué puisqu’elle n’a pas d’effet sur la MPC alors
qu’elle a des effets délétéres sur la MRO.

Les deux taches de MRO et de MPC évaluent la mémoire a long-terme et des études
préliminaires ont montré que le régime HLS altere spécifiquement la mémoire a long-terme
spatial, aversive ou de MRO sans en affecter I’acquisition ni la mémoire a court terme chez des
rongeurs males (Boitard et al., 2014 ; Boitard et al., 2015 ; Naneix et al. 2021) suggérant un
effet sur la consolidation mnésique. Ces deux taches comportementales utilisent cependant
différents temps de rétention mnésique, 24h pour la MPC et 48h pour la MRO, ce qui pourrait
expliquer les effets différentiels du régime HLSado sur les différentes fonctions mnésiques chez
les souris femelles. En effet, contrairement aux males, les femelles HLSado n’ont pas de déficit
de MRO a 24h (résultats non montré) ce qui nous a conduit a tester les femelles a 48h. Ayant
obtenu un déficit, nous avons également utiliser ce délai de 48h chez les males pour comparer
les effets des différentes manipulations pharmacologiques et virales. Ainsi, les différences de
performances de MRO et MPC des femelles HLSado pourraient dépendre du temps de rétention
mnésique. De futurs expériences évalueront la MPC des femelles en augmentant le délai de
rétention a 48h ou 7 jours afin de voir si dans ces conditions, les femelles HLSado présenteraient
un déficit de MPC similaire aux males.

Néanmoins, il est vraisemblable que la différence des effets du HLS entre ces deux taches
mnésiques puissent plutot provenir de leurs caractéristiques que du délai de rétention. En effet,
alors que la taiche de MRO est spontanée et non aversive, celle de MPC est associative et
aversive. La délivrance du choc électrique constitue un événement stressant pour 1’animal qui
en général améliore la mise en mémoire (intensité, persistance, ...) et pourrait donc
« compenser » un déficit apparent sur des mémoires incidentes et non aversives (MRO). En
effet, ces deux taches de mémoire (aversive vs non-aversive) sollicitent différemment 1’axe du
stress HPA, impliquant une forte libération de glucocorticoides dans le cas de la MPC a cause
des chocs ¢électriques (de Quervain et al., 2017). Des études au laboratoire portant sur des males
HLS ont montré que les altérations mnésiques pouvaient impliquer une suractivation des
glucocorticoides et que le blocage des récepteurs normalisait les performances (Boitard et al.,
2015 ; Khazen et al., 2019). Tout ceci reste a évaluer chez les femelles HLS mais il est

envisageable qu’un recrutement « plus optimal » de 1’axe HPA chez les femelles, que chez les
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males, puissent leur permettre d’apprendre normalement la MPC et donc de corriger un déficit
mnésique réveélé uniquement dans des conditions non stressantes.

Par ailleurs, bien que les souris femelles ne présentent pas de déficits de MPC a long-terme,
elles pourraient présenter des déficits d’extinction de la MPC. En effet, nous avons mis en
évidence dans le second volet des résultats des altérations du CPFvm, structure qui est fortement
impliqué dans I’extinction de la mémoire de peur (Corcoran and Quirk, 2007; Orsini et al.,
2011; Sotres-Bayon and Quirk, 2010). Le systeme eCB, altéré¢ dans le CPFvm des femelles
HLSado, est également fortement impliqué dans les processus d’extinction de la mémoire de
peur (Marsicano et al., 2002). De fagon intéressante, nous avons observé une baisse (non-
significative) de I’activation c-Fos dans le CPF des femelles HLSado aprées le conditionnement
de peur. Il est donc envisageable qu’au lieu de présenter des altérations d’apprentissage de la
MPC, les femelles HLS puissent présenter des altérations d’extinction de la MPC. 1l serait donc
opportun de tester cette hypotheése en évaluant 1’extinction de la MPC chez ces souris et en

mesurant 1’activation du CPF suite a I’extinction.

3. Les femelles sont-t-elles protégées des effets du régime obésogéne sur

I’hippocampe ?

Ces travaux de theése mettent en évidence que les bonnes performances de MPC des femelles
HLSado sont liées a I’activation normale de I’hippocampe observée apres le conditionnement,
suggérant une absence d’altération des fonctions hippocampiques chez les souris femelles
HLSado par rapport aux males. Ceci est en accord avec une étude précédente indiquant que la
consommation prolongée d’un régime obésogene n’affecte pas la plasticité¢ synaptique
hippocampique ainsi que la MPC chez les femelles, contrairement aux males (Hwang et al.,
2010). Dans la MRO, on remarque une moindre activation de I’hippocampe dorsal associée aux
deficits de mémoire a long-terme chez les femelles HLSado, suggérant un impact du régime
HLSado sur I’hippocampe des femelles. Néanmoins, nous ne révélons pas d’altération du
systeme eCB hippocampique puisque le blocage des CB1R, qui améliore la MRO, ne normalise
pas la moindre activation c-Fos dans 1’hippocampe et la diminution des CB1R de I’hippocampe
(dorsal ou ventral) ne prévient pas les déficits de MRO a long-terme des femelles HLSado,
contrairement aux males. Ces différences male/femelle pourraient étre dues a une faible
implication de I’hippocampe dans la mémoire chez les femelles et/ou une sensibilit¢ moindre

de I’hippocampe des femelles aux effets du régime HLS.
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a) Moindre implication de I’hippocampe dans la mémoire des souris femelles

Certaines ¢études suggerent que les femelles adultes solliciteraient moins 1’hippocampe que les
males. Lors de taches de mémoire spatiales, les femelles utiliseraient davantage de stratégies
de navigation non dépendantes de 1'hippocampe (pour revue : Torromino et al., 2021) et il y
aurait un plus forte activation c-Fos dans I’hippocampe des males aprés différents types
d’apprentissage (Torromino et al., 2022; Fleischer et Frick, 2023). De fagon similaire, nous
avons mis en évidence une plus forte activation de I’hippocampe chez les males que chez les
femelles, quel que soit le régime, apres le conditionnement de peur, suggérant des différences
male/femelle de recrutement de 1’hippocampe a la suite d’un apprentissage. Dans le cas d’une
moindre implication de I’hippocampe dans la MPC chez la femelle, les potentielles altérations
hippocampiques induites par le régime HLSado n’auraient pas d’effet sur la MPC, qui serait
maintenue grace a d’autres structures extra-hippocampiques moins affectées par le régime HLS
que I’hippocampe. En effet, des études ont suggéré que dans certaines conditions, le
conditionnement de peur contextuel pourrait étre assuré par I’amygdale sans requérir
I’hippocampe (Cho et al., 1999; Frankland et al., 1998; Maren et al., 1997). Afin de vérifier que
I’hippocampe n’appartient pas au réseau impliqué dans la MPC chez les femelles, il serait
intéressant d’évaluer I’effet de la manipulation chémogénétique (inhibitrice et/ou excitatrice)
de I’hippocampe sur leurs performances de MPC. Par ailleurs, si le freezing est un
comportement classiquement utilis€¢ pour évaluer la MPC (Fanselow, 1980), d’autres réponses
comportementales sont également observables (Metna-Laurent et al., 2012) et des différences
male/femelle ont déja été rapporté chez des animaux controles. En effet, par rapport aux males,
les femelles utiliseraient préférentiellement une stratégie de réponse active plutdt que passive
(Gruene et al., 2015; Mitchell et al., 2022). Ainsi, il serait intéressant d’évaluer ces autres
comportements sur les souris HLS afin de s’assurer que nos différences de freezing entre males
et femelles HL.Sado traduisent bien une différence de mémoire de peur, et non des différences
de stratégie comportementale entre les sexes.

Par ailleurs, 1’absence d’implication du systéme eCB hippocampique dans les déficits de MRO
des femelles HLSado, suggeére 1a aussi que 1’hippocampe pourrait ne pas étre impliqué dans la
MRO a long-terme, contrairement aux males. Afin de répondre a cela, il faudrait évaluer chez
des femelles HLSado I’effet de la manipulation chémogénétique (inhibitrice et/ou excitatrice)
de I’hippocampe dorsal sur leurs performances de MRO. Chez les souris sous régime standard,
le systéme eCB hippocampique pourrait également réguler différentiellement la MRO a long-
terme selon le sexe. En effet, bien que le role des CBIR des neurones de I’hippocampe dans la

MRO a long-terme est établi chez des souris males controles (Oliveira da Cruz et al., 2020),
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cela n’a a notre connaissance jamais ¢€té étudi¢ chez la femelle. Un dimorphisme sexuel pour
certains composants du systéeme eCB (CB1R, eCBs, enzymes) a d’ailleurs été rapporté chez les
rongeurs dans I’hippocampe (Ferraro et al., 2020; Liu et al., 2020; Llorente-Berzal et al., 2013;
Mateos et al., 2011; Reich et al., 2009a) et il serait donc intéressant d’évaluer 1’effet de la
diminution génétique des CB1R de I’hippocampe sur la MRO a long-terme de souris femelles

sous régime standard.

b) Différences male/femelle de sensibilité de I’hippocampe au régime obésogéne

Les moindres altérations hippocampiques des souris femelles qui leur permettraient d’assurer
le maintien de leurs capacités de mémorisation a long-terme, dans la MPC et la MRO a 24h,
pourraient €tre dues a une moindre action du régime HLS sur I"’hippocampe des femelles par
rapport aux males.

Cette potentielle différence de sensibilité de I’hippocampe au régime obésogene selon le sexe
se retrouve au niveau cellulaire. Ainsi on remarque une plus faible induction de la neuro-
inflammation hippocampique chez des rats femelles par rapport aux males (Abi-Ghanem et al.,
2023) une absence de perturbation de la plasticité synaptique hippocampique contrairement aux
males (Hwang et al., 2010) et des analyses transcriptionnelles détaillées ont mis en évidence
des différences male/femelle de modification d’expression de certains génes impliqués dans les
fonctions synaptiques suite a la consommation d’un régime HLS (Murtaj et al., 2022). Une
exposition prolongée a un régime HLS n’altére pas la fonctionnalit¢ des CBIR dans
I’hippocampe des femelles (Rojo et al., 2013), contrairement aux males (Massa et al., 2010).
Toutefois, les données cellulaires et moléculaires manquent chez la femelle et d’autres études
comparatives sont nécessaires afin de mieux caractériser les effets du régime HLSado sur
I’hippocampe des femelles et des males.

La moindre sensibilit¢ de 1’hippocampe des femelles au régime obésogeéne est également
suggére par des €léments du régime obésogene, comme la composition et la durée d’exposition,
qui semblent conditionner I’apparition d’altérations hippocampiques chez les femelles. En
effet, les ¢tudes ayant réussi a induire des altérations des fonctions hippocampiques chez les
femelles ont généralement utilisé un régime plus drastique (60% des kcal issus des lipides) et/ou
une plus longue durée d’exposition (20 semaines ; (Braga et al., 2021; Garcia-Serrano et al.,
2022; Klein et al., 2016; Mantor et al., 2018; Underwood and Thompson, 2016) que celle
utilisée ici (45% des kcal issus des lipides pendant 12 semaines). Un régime obésogene plus

drastique ou une exposition prolongée vont accroitre les effets métaboliques (Garcia-Serrano
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et al., 2022), plus faible chez la femelle que le male, ce qui pourrait a terme vulnérabiliser
I’hippocampe des femelles aux effets du régime obésogene.

Les travaux de notre équipe, et de nombreuses autres €équipes, ont mis en évidence la
vulnérabilité de I’hippocampe aux effets d’un régime obésogéne consommé a /’adolescence
par rapport a I’age adulte (Boitard et al., 2014, 2012; pour revue : Noble and Kanoski, 2016).
Cette vulnérabilité s’explique par la maturation tardive de 1I’hippocampe, qui perdure pendant
I’enfance et I’adolescence. Or on sait qu’une méme stimulation aura des effets plus importants
sur des systemes immatures que sur des systemes matures (Andersen, 2003). La quasi-totalité
des études a ce sujet ont été menées chez des rongeurs males. Or, a ’adolescence, les femelles
ont une puberté avancée par rapport aux males (pour revue : Schneider, 2013). Il est donc
envisageable que I’hippocampe des femelles soit mature plus tot que celui des males (pour
revue : Koss and Frick, 2017), le rendant ainsi moins vulnérable que celui des males aux effets
de la consommation d’un régime obésogene.

Une étude récente a montré que des altérations hypothalamiques, impliquant la prégnénolone
au niveau du noyau arqué, participeraient aux déficits de MRO et de plasticité hippocampique
chez des souris males sous régime HLS (Ramirez et al., 2022). Etant donnée 1’important
dimorphisme sexuel dans les effets des régimes HLS sur I’hypothalamus, les cestrogénes ayant
des effets protecteurs chez les femelles (pour revue : Morselli et al., 2016), I”étroite connectivité
entre ’hypothalamus et I’hippocampe (voir chapitre III.A.a) pourrait influencer le
fonctionnement hippocampique de fagon totalement différente chez les méles et les femelles.

Ceci reste a investiguer.

4. Vulnérabilité du cortex préfrontal aux effets du régime obésogéne

Ces travaux de thése mettent également en évidence des dysfonctionnements du CPF suite au
régime HLSado, et notamment des altérations d’activation neuronale et d’activité du systéme
eCB. Le CPF subit d’importants remaniements pendant I’adolescence et sa maturation est la
plus tardive du cerveau (Arain et al., 2013) et pourrait donc étre trés vulnérable a la
consommation d’un régime obésogene pendant cette période. D’ailleurs on note de plus fortes
altérations du CPF chez des rongeurs soumis a un régime HLS a 1’adolescence plutot qu’a 1’age
adulte (Reichelt et al., 2019, 2015). Plus généralement, de nombreuses ¢tudes ont rapporté des
dysfonctionnements du CPF suggérant que cette structure est particulierement sensible aux

effets déléteres d’une exposition prolongée a un régime HLS (Xia et al., 2015; Liu et al., 2014;
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Camer et al., 2015; Kanoski et al., 2007; Labouesse et al., 2017; Lizarbe et al., 2019; Reichelt
et al., 2020; Yoon et al., 2019 ; Dingess et al., 2018 ; Freeman et al., 2013). Nos travaux ont
également permis de préciser, en accord avec une autre ¢tude (Reichelt et al., 2019), des
dysfonctionnements spécifiques de la partie ventromédiane du CPF chez des animaux HLS.
Par ailleurs, en condition normale, le neurodéveloppement se caractérise par une augmentation
des interneurones et de 1’inhibition GABAergique au niveau cortical et le systeme eCB régule
la migration et la maturation des interneurones pendant 1’adolescence dans des régions
cérébrales comme le CPF (pour revue : Harkany et al., 2007). Apres exposition a un régime
obésogéne pendant 1’adolescence, certaines €tudes montrent notamment une réduction des
interneurones GABAergiques dans le CPF (Reichelt et al., 2019, 2015) et des altérations de
I’activité de plusieurs composants du systéme eCB (CBIR, eCBs, enzymes) dans le CPF
(Bourdy et al., 2021; Harrold et al., 2002; Rojo et al., 2013). Nos travaux indiquent que
I’hyperactivit¢ du systtme eCB-CBIR des interneurones du CPF serait a I’origine des
altérations de MRO a long-terme des femelles HLSado suggérant 1a encore la présence de
deéfauts de maturation des interneurones inhibiteurs dans le CPF des femelles suite au régime
obésogéne consommé a 1’adolescence. Il serait intéressant d’évaluer la contribution des
différents interneurones GABAergique du CPF, en particulier ceux exprimant fortement le
CBIR (interneurones a CCK), dans les déficits de MRO induit par le régime HLSado.

De facon intéressante, il semble exister des différences male/femelle dans les trajectoires de
maturation du CPF (Markham et al., 2013, 2007; Willing and Juraska, 2015) et dans les
trajectoires de maturation du systeme eCB du CPF (Bernabeu et al., 2023; Borsoi et al., 2019).
Ceci pourrait expliquer pourquoi les effets d'une exposition aux cannabinoides pendant
I'adolescence différent selon le sexe chez I’ Homme (Lubman et al., 2015; Schepis et al., 2011;
Stinson et al., 2006) et chez I’animal (Bara et al., 2018; Cha et al., 2007; Harte and Dow-
Edwards, 2010; Rubino et al., 2008), en particulier concernant les fonctions préfrontales (pour
revue : Ginder et al., 2022). Hommes et femmes ne sont pas égaux face a ’apparition de
nombreuses maladies neuropsychiatriques (Riecher-Rdéssler, 2017) souvent associées a des
dysfonctionnements des régions préfrontales (Goto et al., 2010). Les femmes ont par exemple
deux a trois fois plus de chance de développer des troubles dépressifs, avec une plus forte
sévérité des symptomes (Kuehner, 2003). Chez les rongeurs, les femelles semblent plus
vulnérables aux effets du stress sur le CPF (Bowman et al., 2003; Xing et al., 2013). Ce
dimorphisme sexuel pourrait donc expliquer la plus forte vulnérabilité des femelles aux effets
délétéres du régime HLSado sur les fonctions frontales. Néanmoins, il serait intéressant de le

montrer en comparant entre male et femelle, I’expression ou 1’activité de certains composants
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du systéme eCB (CBIR et enzymes) a différents moments de I’adolescence (avant et apres

puberté par exemple) et a I’age adulte, dans le CPF.

5. Dimorphisme sexuel dans les effets neuronaux du régime obésogéne ?

Nos résultats suggerent également des différences male/femelle dans la nature cellulaire des
altérations neurobiologiques a ’origine des altérations mnésiques induites par le régime
HLSado. En effet, nos résultats indiquent que les femelles HLSado présentent une moindre
activation Fos du CPFvm et de I’hippocampe (par rapport aux femelles controles) apres un
apprentissage de MRO, alors qu’a I’inverse des résultats précédents de I’équipe indiquent que
les males HLSado présentent une activation Fos plus forte de I’hippocampe et du cortex
périrhinal (par rapport aux males contrdles) apreés un apprentissage similaire (Biyong et al.,
2021). Ces changements d’activation Fos sont normalisés par le blocage des CBIR
spécifiquement dans le CPFvm chez les femelles (nos résultats) et dans I”’hippocampe chez les
males HLS (Janthakhin et al., en préparation) impliquant donc une suractivit¢ eCB-CB1R dans
ces effets. Ces changements d’activation neuronale suite a un apprentissage sont opposés chez
les males HLS (plus forte activation par rapport aux controles) et les femelles HLS (plus faible
activation par rapport aux contrdles) suggérant des effets sur différents types neuronaux selon
le sexe. Nous avons d’ailleurs mis en évidence, au travers de la manipulation des CBIR, des
effets du régime HLS spécifiquement sur les neurones glutamatergiques (de 1’hippocampe
dorsal) chez les males et les neurones GABAergiques (du CPFvm) chez les femelles.

Cependant ces données d’activations neuronales Fos et de manipulation des CB1R sur types
neuronales spécifiques ne sont pas si simples a concilier. En effet, si nous prenons 1’exemple
de I’hippocampe des méles HLS, les résultats concernant les CB1R suggerent que la suractivité
du systéme eCB engendre une plus forte stimulation des CBIR des neurones glutamatergiques
qui, selon le mode d’action canonique des CB1R, engendre une diminution de la libération de
glutamate. La protéine Fos étant un marqueur d’activité neuronal, essentiellement exprimé par
les cellules glutamatergiques au niveau cortical (pour revue : Flavell and Greenberg, 2008), on
s’attendrait donc a avoir une plus faible expression de Fos chez les males HLSado suite a
I’apprentissage de la MRO. Or cet apprentissage induit une plus forte activation Fos dans
I’hippocampe des males HLS, normalisée par le blocage des CB1R. De méme, dans les CPFvm
des femelles HLS, la suractivité du systeme eCB engendre une plus forte stimulation des CB1R
des neurones GABAergiques qui, selon le mode d’action canonique des CBIR, engendre une

diminution de la libération de GABA et donc une désinhibition des neurones glutamatergiques,
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ce qui devrait aboutir a une plus forte expression de Fos. Or cet apprentissage induit une plus
faible activation Fos dans le CPFvm des femelles HLS, normalisée par le blocage des CB1R.
Si nos résultats n’indiquent aucun effet sexe ni régime sur le niveau d’expression globale des
CBI1R dans I’hippocampe et le CPFvm (données non présentées), il est maintenant
indispensable d’évaluer précisément la distribution des CBIR sur les différents types
neuronaux dans ces différentes structures (par double hybridation in situ ; voir (Di Franco et
al., 2022) mais également 1’impact de I’activation des CBIR sur la transmission excitatrice et
inhibitrice (par €lectrophysiologie ex vivo; voir Navarro-Romero et al., 2019) ou encore sur la
signalisation de la protéine G (par binding GTPy ; voir Steindel et al., 2013) en fonction du sexe
et du régime. Ceci pourrait aider a mieux comprendre ces résultats contradictoires.

Pour aller plus loin, il faudrait également obtenir plus d’informations sur les effets du régime
HLSado sur la libération des neurotransmetteurs et les voies de signalisation recrutées dans ces
structures en fonction du sexe. Certaines études ont trouvé chez le male, suite a la
consommation d’un régime HLS, une altération de la neurotransmission glutamatergique dans
I’hippocampe (Martinez-Orozco et al., 2022; Ribeiro et al., 2023; Valladolid-Acebes et al.,
2013) ainsi qu’une diminution de la neurotransmission GABAergique dans I’hippocampe et le
CPF (Sandoval-Salazar et al., 2016). Afin de mieux comprendre ces différences entre males et
femelles HLSado, il serait opportun de mesurer les niveaux de glutamate et de GABA dans
I’hippocampe et le CPF apres apprentissage (MRO ou MPC).

Par ailleurs, chez des souris males HLSado, I’équipe a mis en évidence une activation plus forte
de la voie de signalisation mTOR, mais pas celle de ERK1/2, dans I’hippocampe aprées
I’apprentissage de MRO qui est normalisée par un blocage des CBIR, suggérant que la
suractivation des CBI1R entraine une suractivation spécifique de la voie mTOR dans
I’hippocampe des males HLSado (Janthakhin et al., en préparation). Ceci n’ayant jamais été
évalué chez les femelles, on peut se demander quelle voie de signalisation est recrutée par
I’activation des CB1R dans le CPFvm des femelles HLSado suite a I’apprentissage de la MRO.
Des différences d’implication de ces voies de signalisation dépendantes du CB1R pourraient

participer aux différences sexuelles d’implication des CBIR (pour revue : Frick et al., 2015).
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6. Role des hormones dans les effets différentiels entre males et femelles

Dans la deuxieéme partie des travaux de cette these, nous montrons que les hormones gonadiques
jouent un role clé dans I’implication différentielle du systéme eCB-CBIR de I’hippocampe et
du CPF dans les déficits de MRO des males et des femelles sous régime HLSado. Les
principaux candidats restent les cestrogénes dont I’implication dans ces différences
male/femelle pourrait se voir a différents niveaux : comportemental, structures cérébrales et
neuromodulation (systeme eCB).

a) Effet protecteur des cestrogénes sur la mémoire des femelles

Les cestrogeénes sont connus pour leurs effets bénéfiques sur les fonctions mnésiques (voir
chapitre III.A.6.c) et ils sont €également connus pour leur role neuroprotecteur dans le cadre du
déclin cognitif 1ié a I’age, 1’ischémie cérébrale ou encore dans les maladies neurodégénératives
(Brann et al., 2007). Chez des souris femelles, les performances de mémoire spatiale et de MRO
sont améliorées en proestrus (pic d’cestrogenes ; Frick and Berger-Sweeney, 2001) et suite a
I’administration d’cestrogeénes chez des rates ovariectomisées (Liu et al., 2004). En plus des
mémoires non-aversives, les cestrogenes modulent également les mémoires aversives comme
la MPC (pour revue : Fleischer and Frick, 2023). Par ailleurs, des effets protecteurs des
cestrogenes sur la mémoire ont déja été rapportés chez des animaux exposé€s a un régime
hypercalorique. Une étude récente montre qu’un régime HLS altére la MRO a long-terme (24h)
de femelles ovariectomisées, mais pas de femelles normales (Chavez-Gutiérrez et al., 2022),
suggérant que les cestrogenes seraient protecteurs. De plus, les effets sur la mémoire de la
surconsommation du sucrose pendant I’adolescence dépendent du stade du cycle menstruel des
souris testées. En effet, les femelles exposées au sucrose en metestrus (faibles cestrogenes)
présentent des déficits de mémoire spatiale, mais pas celles en proestrus (pic d’cestrogenes),
suggérant que les cestrogénes permettraient de résister aux effets néfastes d’un tel régime
alimentaire a 1’adolescence (Abbott et al., 2016). Il serait intéressant d’identifier le stade du
cycle menstruel dans lequel se trouve les souris HLSado au moment de 1’apprentissage et du
test de MPC ou de MRO, afin de voir si les femelles en proestrus ont de meilleures
performances que les femelles en metestrus. Ces données suggerent que les cestrogénes
endogénes pourraient améliorer les performances de mémoire des femelles HLSado, les rendant
moins vulnérables que les males aux effets délétéres du régime HLS. Ceci pourrait impliquer
un effet protecteur des fonctions hippocampiques.

Les cestrogenes pourraient également participer aux effets délétéres du régime HLS sur les

fonctions mnésiques puisque 1’obésité induite par un régime HLS provoque des défauts de cycle
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menstruel chez les femelles ainsi que des altérations des niveaux d’hormones sexuelles et
d’enzymes impliquées dans la stéroidogenese (Hohos et al., 2018; Lai et al., 2014; Long et al.,
2021). Il serait donc intéressant de mesurer les niveaux d’cestrogeénes circulants et I’expression
des récepteurs aux cestrogenes dans 1’hippocampe et le CPF des femelles a différents temps
d’exposition au régime et de les mettre en relation avec leur performance mnésique, afin de

mieux caractériser I’effet du régime HLSado sur les cestrogenes.

b) Effet protecteur des cestrogénes sur les fonctions hippocampiques et préfrontales

Les cestrogenes pourraient étre impliqués dans des différences physiologiques méale/femelle
d’implication des structures cérébrales ou de stratégies utilisées chez des animaux controles.
En effet, en fonction de la phase du cycle et du statut hormonal, les femelles privilégient une
stratégie cognitive engagent préférentiellement une structure cérébrale pour remplir une méme
tache mnésique (pour revue : Fleischer and Frick, 2023). Ainsi, dans notre mod¢le, les
cestrogenes pourraient étre a I’origine de différences male/femelle de recrutement des structures
cérébrales et pourraient notamment privilégier I’implication du CPF a la place de I’hippocampe
dans la MRO et/ou la MPC chez les femelles. Ceci expliquerait alors pourquoi chez les femelles
HLSado, I’ovariectomie provoque un changement d’implication du systtme eCB de
I’hippocampe et du CPF dans la MRO.

Les cestrogeénes pourraient prévenir et/ou atténuer les effets déléteres du régime HLSado sur
I’hippocampe chez les femelles par rapport aux males. En effet, les cestrogénes ont des actions
neurotrophiques, en particulier dans I’hippocampe (Wise et al., 2001), ils augmentent la
plasticité synaptique et la densité des épines dendritiques des neurones de 1'hippocampe chez le
rongeur (Scharfman et al., 2007; Warren et al., 1995; Woolley and McEwen, 1993). De facon
intéressante, les cestrogenes sont connus pour leur implication dans le neurodéveloppement de
I’hippocampe et dans la corticogénése du CPF via la régulation fine de la machinerie cellulaire
(pour revue : Denley et al., 2018). Des analyses transcriptomiques ont d’ailleurs révélé qu’au
niveau cortical, I’estradiol modifie I’expression de nombreux geénes impliqués dans 1’activité
synaptique, la my¢linisation, le métabolisme, la neurotransmission et la signalisation des
kinases chez des souris femelles (Humphreys et al., 2014).

Aux vues des effets particulierement déléteres d’une exposition précoce au régime HLS sur
I’hippocampe et le CPF au cours de leur maturation, les cestrogenes pourraient donc étre
impliqués dans des différences male/femelle d’atteintes des fonctions cérébrales suite a
I’exposition au régime HLSado. Nos résultats suggerent en effet de moindres altérations

hippocampiques chez les femelles par rapport aux males, se traduisant par de bonnes
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performances de MPC et une absence d’implication du systéme eCB de I’hippocampe dans les
déficits de MRO chez les femelles. De facon intéressante, chez des souris males et femelles
sous régime standard, I’estradiol module la plasticité synaptique hippocampique et la MPC
(Luetal., 2019). Bien que les cestrogénes soient également présents et influents chez les males,
des différences de statut oestrogénique entre les sexes notamment dues a la production
hormonale ovarienne, suggerent que les cestrogénes pourraient €tre impliqués dans les
différences male/femelle d’altérations de la MPC et des activations cérébrales et
hippocampiques. Nos résultats préliminaires (non montrées) indiquent que les femelles
HLSado ovariectomisées conservent de bonnes performances de MPC a long-terme, au méme
niveau que les femelles controles et HLSado non-ovariectomisées. Ces résultats rejettent
I’hypothese de I’'implication des cestrogénes dans la protection de la MPC chez les femelles
HLS. Toutefois, il serait intéressant de caractériser chez les femelles (ovariectomisées ou non),
les effets du régime HLSado sur des marqueurs de la plasticité neuronale hippocampique et
préfrontale, afin de mieux déterminer le role des cestrogeénes dans les effets du régime HLSado.
D’apres plusieurs études, I'inflammation dans 1’hippocampe induite par 1’exposition a un
régime HLS participe aux effets déléteres d’un tel régime sur la mémoire (voir chapitre IV.B.d).
Or comme le suggere une récente étude (Abi-Ghanem et al., 2023), les femelles présenteraient
une plus faible inflammation dans 1I’hippocampe, par rapport aux males, en réponse au régime
HLS, conduisant a une protection des fonctions hippocampique chez les femelles. De fagon
intéressante, les cestrogénes pourraient étre impliqués dans ces différences male/femelle
puisque les stéroides sexuels comme les cestrogeénes sont de puissants régulateurs de la réponse
neuro-inflammatoire, leurs effets anti-inflammatoires ayant notamment ét¢ mis en évidence

dans le cadre de nombreuses atteintes neurologiques (pour revue : Yilmaz et al., 2019).

¢) Interaction entre les cestrogénes et le systéme eCB

Les hormones gonadiques et en particulier les cestrogenes sont capables de moduler I’activité
du systtme eCB dans I’organisme, en particulier au niveau cérébral, en agissant sur ses
différents composants (CB1R, eCB, enzymes) (Proto et al., 2012; Waleh et al., 2002; voir
chapitre 3.A.6.d). Différents niveaux d’hormones entre males et femelles ou bien des
changements de ces niveaux suite a une ovariectomie peuvent ainsi influencer la signalisation
des eCBs dans certaines structures cérébrales. En effet, des différences entre males et femelles
ont ¢té mises en évidence concernant I’activité¢ du systeme eCB impliquant les cestrogenes
(Huang & Woolley, 2012 ; Tabatadze et al., 2015). L'administration d'cestradiol diminue

I’activité des neurones GABAergiques de I"hippocampe spécifiquement chez les femelles, en
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augmentant la libération post-synaptique d’anandamide (Tabatadze et al., 2015). Par ailleurs,
I’ovariectomie augmente la densité des CB1R dans le CPF des rates femelles au méme niveau
que les males (Castelli et al., 2014). Il reste a comprendre si de tels effets des cestrogenes
permettraient d’expliquer I’absence d’implication du systtme eCB de 1’hippocampe des
femelles HLSado dans leurs déficits de MRO.

Bien que nous n’ayons pas mis en évidence un dimorphisme sexuel du systéme eCB (expression
des enzymes de synthese et dégradation et densit¢ des CB1R) dans I’hippocampe et le CPF
dans ces travaux de thése (données non présentées), il reste a évaluer I’effet de 1’ovariectomie
sur ces parametres. De plus, il faudrait enrichir cette comparaison en évaluant 1’activité du
systeme eCB au travers de la libération des eCBs, 1’activité de liaison des CBIR ou encore la
signalisation puisque la présence d’un dimorphisme sexuel a été observée dans certaines études
(Liu et al., 2020; Llorente-Berzal et al., 2013; Mateos et al., 2011; Reich et al., 2009). Par
ailleurs, notre laboratoire a également démontré chez les males 1’implication des
glucocorticoides dans les altérations de mémoires induites par le régime HLSado (Boitard et
al., 2015; Khazen et al., 2019). Ceux-ci exerceraient leurs effets néfastes en altérant I’activité
du systeme eCB chez les males HLSado (Janthakhin et al., en préparation). De facon
intéressante, 1’axe corticotrope est sexuellement dimorphique (pour revue : Moisan, 2021), et
les cestrogenes régulent 1’action des glucocorticoides. Ainsi, chez les femelles, les cestrogenes
pourraient prévenir les altérations des glucocorticoides dans 1’hippocampe lors de
I’apprentissage de MRO, ce qui expliquerait I’absence d’altération du systetme eCB de
I’hippocampe chez les femelles HLSado et pourraient également permettre aux femelles de
conserver de bonnes performances de MPC. Il serait donc intéressant d’étudier I’implication

des glucocorticoides chez les femelles comme cela a été réalisé chez le male.

d) Implication d’autres hormones dans les effets du régime obésogene sur la mémoire
Les ovaires produisent d’autres hormones sexuelles que les cestrogeénes, notamment la
progestérone. Or I’alloprégnanolone, métabolite neuroactif de la progestérone peut réguler les
fonctions mnésiques (pour revue: Guennoun, 2020). En particulier, ’injection intra-
hippocampique d’alloprégnanolone altére la MRO et la MPC a long-terme de souris
(Rabinowitz et al., 2014), ce qui serait di a son action inhibitrice sur les neurones de
I’hippocampe dorsal via I’activation du récepteur GABA.

Par ailleurs, la prégnénolone, précurseur de la progestérone, est un agoniste des CB1R qui
modifie leur activité, notamment en cas d’exposition au THC (Vallée et al., 2014). De plus, la

prégnénolone dans I’hypothalamus est impliquée dans les déficits de MRO induits par une
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courte exposition a un régime HLS (Ramirez et al., 2022). Ainsi, la prégnénolone est un bon
candidat pour expliquer I’effet de I’ovariectomie sur I’implication des CB1R de 1’hippocampe
chez les femelles. Dans un premier temps, afin de tester I’implication spécifique des
cestrogenes, 1l faudrait vérifier que 1’ovariectomie accompagnée d’administration d’cestradiol
ne permet pas cette récupération suite a la délétion des CBIR de I’hippocampe.

Etant donné que les hormones sexuelles agissent sur de nombreux tissus de 'organisme, une
baisse de leurs niveaux, en particulier a la suite d’'une ovariectomie a de nombreux effets sur
I’organisme. Ainsi, les hormones sexuelles pourraient étre impliqués de facon indirecte via des
effets au niveau périphérique. Il existe d’importantes différences sexuelles dans I’homeéostasie
métabolique, le diabéte et 1’obésité (pour revue : Mauvais-Jarvis, 2015; Karastergiou et al.,
2012) et les femelles sont moins sensibles que les males au développement de certains troubles
métaboliques suite a la consommation d’un régime obésogene (voir chapitre 1.A.4). Nos travaux
ont notamment montré que les femelles HLSado ne développent pas de surpoids, contrairement
aux males (elles présentent tout de méme une accumulation de tissu adipeux et une
hyperglycémie a jeun). Il apparait que les hormones sexuelles, en particulier les cestrogenes,
sont impliqués dans la résistance a 1’obésité induite par le régime alimentaire chez les femelles
(Coyoy-Salgado et al., 2020; Dakin et al., 2015; Gao et al., 2007; Heine et al., 2000; Riant et
al., 2009). Par exemple, 1’ovariectomie engendre 1’apparition de désordres métaboliques,
prévenus par une supplémentation en cestrogenes (Stubbins et al., 2012).

Toutefois, les altérations cognitives et mnésiques induites par les régimes HLS peuvent
apparaitre sans conséquences métaboliques de I’obésité puisque chez des rongeurs males ou
femelles, une courte exposition a un régime HLS (entre 3 a 9 jours) suffit a altérer la mémoire
sans induire de surpoids ou d’insulinorésistance (Khazen et al., 2023, 2019; Muscat et al., 2023;
Reichelt et al., 2020; Spencer et al., 2017). Malgré cela, certaines altérations métaboliques
associées a 1’obésité sont des facteurs aggravants dans les effets déléteres des régimes HLS sur
la mémoire. Aux vues du réle neuromodulateur de plusieurs hormones métaboliques comme
I’insuline ou la leptine (Moult and Harvey, 2008), notamment au niveau hippocampique ou
préfrontal, des différences male/femelles dans les niveaux de ces hormones en condition
HLSado pourraient expliquer des différences neurobiologiques (structures cérébrales, types
cellulaires, voies de signalisation) a 1’origine des altérations mnésiques chez les deux sexes.
Ainsi, ne pouvant pas exclure cela chez nos animaux maéles et femelles HLSado, il serait

intéressant de prendre en compte ces parametres métaboliques.
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CONCLUSIONS/PERSPECTIVES

La quasi-totalité des études précliniques qui ont évalué les effets des régimes obésogeéne sur la
cognition et la mémoire ont utilisé des rongeurs méles. A défaut, trés peu d’étude ont étudié ces
effets chez des femelles, et encore moins ciblant la période de 1’adolescence. Grace a ces
travaux de thése, nous avons mis en évidence une moins forte vulnérabilité des souris femelles
aux effets déléteres de la consommation d’un régime obésogene a I’adolescence sur les
fonctions mnésiques. Par ailleurs, nous révélons 1’existence d’importantes différences sexuelles
puisque ce régime alimentaire n’altére pas les mémes structures cérébrales ni les mémes types
neuronaux chez les males et chez les femelles. D’autres études comparatives sont nécessaires
pour mieux comprendre et évaluer I’influence du sexe dans les effets des régimes obésogenes
sur les fonctions cognitives. De plus, nos travaux montrent la nécessité de caractériser et
d’évaluer le degré d’implication des hormones sexuelles dans les effets des régimes obésogene
sur la mémoire, en tant que véritables systemes neuromodulateurs. Par ailleurs, ils mettent en
lumicre des dissensus scientifiques encore présents aujourd’hui concernant I’existence d’un
cerveau féminin et masculin. Etant donné que 1’obésité et le surpoids infantile touche autant les
filles que les gargons, nos résultats démontrent la nécessité d’inclure les deux sexes dans les
¢tudes et de ne pas seulement généraliser les résultats obtenus chez le sujet masculin.

Par ailleurs, les précédents travaux du laboratoire et de la littérature s’étant principalement
focalisés sur I’hippocampe, ces nouveaux travaux permettent d’élargir I’investigation des effets
des régimes obésogenes a d’autres systeémes cognitifs comme le cortex préfrontal. Ainsi, il nous
parait opportun d’¢largir I’investigation des effets de 1’obésité et des régimes obésogenes sur
les fonctions cognitives dépendantes du cortex frontal (mémoire de travail, mémoire
épisodique, prise de décision, inhibition comportementale, extinction ...) chez les males et les
femelles, dont on sait qu’elles se mettent en place a I’adolescence (Spear, 2013). Ceci nous
permettrait d’avoir une meilleure vue d’ensemble des effets des régimes obésogeénes
consommeés pendant 1’adolescence sur la cognition. Par ailleurs, ceci permettrait de mieux
comprendre le réle joué par I’environnement obésogene précoce dans ’apparition de certaines
pathologies neuropsychiatriques au travers d’altération de maturation des régions frontales a

I’adolescence.
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Liste des abréviations

AEA, N-arachidonylethanolamide

AgRP, agouti-related protein

AMPc, adénosine mono-phophate cyclique
ARNmMm, acide ribonucléique messager
Ado, adolescence

AEA, anandamide

BDNEF, facteur neurotrophique cérébral
BHE, barriére hémato-encéphalique

BLA, noyau basolatéral de I’amygdale
CA, corne d’Ammon de I’hippocampe
CBIR, récepteur endocannabinoides de type 1
CB2R, récepteur endocannabinoides de type 2
CPF, cortex préfrontal

CPFm, cortex préfrontal médian

CPFvm, cortex préfrontal ventro-médian
CPFdm, cortex préfrontal dorso-médian
CREB, cAMP Response Element-Binding protein
DG, gyrus denté (dentate gyrus)

eCB, endocannabinoide

E2, 17-8 estradiol

ER, estrogen receptor

FAAH, Fatty-acid amide hydrolase
GABA, acide gamma-aminobutyrique

GC, glucocorticoides

GR, récepteur des glucocorticoides

HLS, hyper-lipidique et sucré

HPA, axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien
HPC, hippocampe

IL, interleukine

IMC, indice de masse corporelle

kcal, kilocalories

DLT, dépression a long terme

PLT, potentialisation a long terme

MRO, mémoire de reconnaissance d’objet
MPC, mémoire de peur contextuelle
NMDA, acide N-méthyl-D-aspartique
OMS, organisation mondiale de la santé
SC, stimulus conditionné

SI, stimulus inconditionné

THC, delta-9-tetrahydrocannabinol

TNF, facteur de nécrose tumorale

2-AG, 2-arachidonolglycér
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