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Résumé

L'obésité juvénile est un probléme de santé publique préoccupant associé a des comorbidités
cardio-métaboliques, mais également a des déficiences cognitives dont I'ampleur reste mal
connue. En raison de l'augmentation de la consommation d'aliments obésogenes, la
prévalence mondiale du surpoids et de I'obésité chez les enfants et les adolescents agés de 5
a 19 ans a considérablement augmenté, passant de 8 % en 1990 a 20 % en 2022, d'ou
I'importance d’en connaitre les conséquences cognitives. L'obésité juvénile peut étre
reproduite en laboratoire chez des rongeurs nourris avec un aliment riche en lipides saturés
et en sucre (HFD) pendant I'adolescence. Notre équipe a récemment montré que les déficits
de mémoire spatiale, contextuelle et de reconnaissance d'objet induits par un HFD sont
associés a une hyperactivité hippocampique et peuvent étre restaurés par une diminution
chémogénétique de I'activité des neurones pyramidaux de I'hippocampe. Dans ce travail de
these, nous avons tenté de déchiffrer si des aires spécifiques de I'hippocampe pourraient étre
responsables des altérations de la mémoire sociale. Nous nous sommes concentrés sur la zone
CA2 de I'hippocampe dorsal, connue pour son réle crucial dans la mémoire sociale.

Des approches électrophysiologiques ex vivo réalisées par I'équipe Chevaleyre-Piskorowski
ont mis en évidence une hyperexcitabilité des cellules pyramidales de CA2, associée a une
moindre modulation ocytocinergique chez les souris nourries avec un HFD. En paralléle nous
avons montré que l'inactivation chémogénétique restreinte aux neurones pyramidaux du CA2
ainsi que l'injection locale d'ocytocine dans la zone CA2 annulaient les déficits de mémoire
sociale des souris nourries avec un HFD.

Par ailleurs, le stress influence les interactions sociales. Aussi, dans une seconde étude, nous
avons évalué I'impact du HFD sur cette modulation des orientations sociales par le stress ainsi
que le role joué par I'aire CA2. Un stress aigu (choc électrique ou contention) diminue I'intérét
naturel des souris pour les cibles sociales nouvelles, aboutissant a une diminution de la
préférence pour un congénére nouveau et a I'apparition d’'une préférence pour les odeurs
sociales familieres, et ce chez les souris nourries avec un aliment standard mais pas un HFD.
Ce manque de néophobie sociale induite par le stress chez les souris HFD est associé a une
activité calcique basale plus variable dans les neurones pyramidaux de CA2. De plus,
I'inactivation chémogénétique de ces neurones ou l'injection locale d'ocytocine dans la zone
CA2 rétablissent, apres le stress, la néophobie sociale induite par le stress chez les souris
nourries avec un HFD. Dans I'ensemble, nos résultats indiquent qu’une alimentation haute en
graisse et en sucre a I'adolescence perturbe la mémoire sociale et la néophobie sociale due
au stress par une altération de I'activité de I'aire CA2 de I’hippocampe et de sa signalisation
ocytocinergique.

Mots clés : obésité, mémoire sociale, préférences sociales, stress, adolescence, CA2,
hippocampe, ocytocine, chémogénétique



Abstract

Childhood obesity is a concerning public health issue associated with cardiometabolic co-
morbidities, but also with cognitive deficits whose extent remains poorly understood. Due to
increasing consumption of obesogenic foods, the worldwide prevalence of overweight and
obesity in children and adolescents aged 5 to 19 has risen considerably, from 8% in 1990 to
20% in 2022, hence the importance of knowing their cognitive consequences. Juvenile obesity
can be modeled with rodents fed a diet high in saturated fat and sugar (HFD) during
adolescence. Our team has recently shown that HFD-induced deficits in spatial, contextual and
object recognition memory are associated with hippocampal hyperactivity and can be
restored by chemogenetically decreasing hippocampal pyramidal neurons’ activity. In this
thesis work, we sought to decipher whether specific areas of the hippocampus might be
responsible for alterations in social memory in particular. We focused on the CA2 area of the
dorsal hippocampus, known for its crucial role in social memory.

Ex vivo electrophysiological approaches carried out by the Chevaleyre-Piskorowski team
revealed hyperexcitability of CA2 pyramidal cells, associated with reduced oxytocinergic-
dependent plasticity in HFD-fed mice. In parallel, we showed that chemogenetic inactivation
restricted to CA2 pyramidal neurons and local injection of oxytocin in CA2 reversed social
memory deficits in HFD-fed mice.

Stress also influences social interactions. In a second study, we thus assessed the impact of a
HFD on the modulation of social orientations by stress, and the role played by area CA2. Acute
stress (electric shock or restraint) decreases the investigation of novel social targets, leading
to decreased preference for a novel conspecific and increased preference for familiar social
odors, and thus in control diet but not HFD-fed mice. This lack of stress-induced social
neophobia in HFD-fed mice is associated with greater basal calcium activity in CA2 pyramidal
neurons. Furthermore, chemogenetic inactivation of these neurons or local injection of
oxytocin into CA2 restored stress-induced social neophobia in HFD-fed mice. Altogether, our
results show that HFD feeding during adolescence disrupts social memory and stress-induced
social neophobia by altering the activity and the oxytocinergic system in the CA2 area of the
hippocampus.

Keywords: obesity, social memory, social preferences, stress, adolescence, CA2,
hippocampus, oxytocin, chemogenetics
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I. Introduction générale

Cette these s’intéresse aux bases comportementales et neurobiologiques des effets d'un régime
obésogene consommé a l'adolescence sur la cognition sociale. Elle abordera en particulier la
mémoire sociale mais également les changements d'orientation sociale suite a un stress, en se
focalisant sur la zone CA2 de I’hippocampe dorsal ainsi qu'au systeme ocytocinergique, tous deux
connus pour leurs roles fondamentaux dans la fonction sociale.

Aussi, l'introduction de cette thése tentera de donner une vue d'ensemble de ces principaux
thémes au travers de 4 chapitres portant respectivement sur 1) le role et les bases de la fonction
sociale avec un focus sur le systeme ocytocinergique, 2) la mémoire sociale et le role de l'aire
CA2 de I'hippocampe, 3) I'effet du stress sur la fonction sociale et enfin 4) les effets des régimes
obésogenes précoces sur les fonctions mnésiques, émotionnelles et sociales.

Chapitre 1 Rdole et bases neurobiologiques de la fonction sociale

La fonction sociale est un élément essentiel au maintien et a I'évolution des populations. Son
étude chez le rongeur a permis la découverte de certaines de ses bases neurophysiologiques,
dont une partie ont été remarquablement conservées au cours de I'évolution et sont donc
applicables a I’'humain. Ces études ont également permis de découvrir les étonnantes capacités
sociales de ces rongeurs, en particulier leurs capacités olfactives que nous allons détailler au
cours de cette these.

1.1 Ethologie de la fonction sociale chez le rongeur

Les mammiféeres présentent un éventail extrémement large de groupes sociaux (pouvant aller de
petites paires a de grandes communautés), ainsi qu'une variation équivalente de la complexité
sociale, de la flexibilité comportementale et des capacités cognitives (Silk, 2007 ; Clutton-Brock,
2009). Nous aborderons ici la fonction sociale des rongeurs et plus particulierement de |'espéce
gui nous intéressera au cours de cette thése, la souris.

1.1.1 Role de la fonction sociale chez le rongeur

Les rongeurs sont tous des especes sociales, méme si leur organisation peut différer d’une espece
a l'autre. Certaines espéeces monogames, comme le campagnol des prairies, ont été
particulierement étudiées mais ce systeme social reste rare chez les rongeurs (inférieur a 5%).
Ceux-ci s’organisent plus généralement en colonies, a l'instar de la souris domestique
commensale (Mus musculus, Mus domesticus), qui forme généralement des groupes composés
d'un male, d'une ou plusieurs femelles reproductrices et de leurs portées, qu’elles mettent le
plus souvent en commun (Hayes, 2000).

En conditions de laboratoire, les souris utilisées en expérimentation sont généralement réparties
dans des groupes d’animaux du méme sexe, modifiant ainsi leur hiérarchie sociale naturelle.
Dans les groupes de males comme de femelles s’établit une hiérarchie sociale linéaire ou le ou la
dominant-e a un acces privilégié aux ressources. Les souris males comme femelles utilisent des
comportements de combat, de poursuite et de montage pour établir rapidement des relations
sociales hiérarchisées.

La structure sociale étant donc modifiée en conditions de laboratoires, et en absence de
prédateur et de restriction alimentaire, il est difficile d’y évaluer les bénéfices de la structure
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sociale. Cependant, il est clair que la souris a sélectionné au cours de |’évolution des
comportements a la fois innés et flexibles favorisant I'apparition de structures sociales durables
(Wei et al., 2021).

1.1.2 Bases éthologiques et méthodes d’études

Selon l'un des fondateurs de [’éthologie et Prix Nobel 1973, Nikolaus Tinbergen, les
comportements innés peuvent étre divisés en deux phases, appétitive et consommatoire
(Tinbergen, 1963). Lors de I'accouplement et de |'agression par exemple, la phase appétitive
comprend diverses actions visant a rapprocher un animal d'une cible sociale, tandis que la phase
consommatoire permet la réalisation d'actions stéréotypées.

Les revues de (Wei et al., 2021 ; Sato et al., 2023) proposent elles de diviser les comportements
sociaux innés en quatre phases au lieu de deux, afin de mieux décrire les points de changement
observés dans la progression d'un comportement social. Ces quatre phases sont la détection,
I'approche, l'investigation et la consommation (Fig.1).

- Detection &

Decision making |
v v

Apprlach w ‘,\ Avoidance w ‘_\

| Decision making ;

Consummatory ' consummation &
phase .

Figure 1: Les quatre phases composant les comportements sociaux innés : détection, approche / évitement, investigation
et consommation. La détection, I'approche et I'investigation constituent toutes trois la phase appétitive de I'intéraction
sociale. Le passage de la détection a I'approche et de l'investigation a la consommation est déterminée par une prise de
décision, qui est susceptible de changer en fonction de I'expérience de I'animal, de son état interne et de facteurs externes.
D’apreés (Sato et al., 2023).

1.1.2.1 Phase de détection

Appetitive phase

Au cours de cette phase, un individu cherche a identifier la présence et la localisation d'une cible
sociale éloignée grace a des indices sensoriels émis par la cible. Chez les rongeurs, ces indices
sont principalement de nature olfactive (voir 1.1.3). Lorsqu'il détecte des indices olfactifs dignes
d’intérét, le rongeur change d’orientation et augmente sa fréquence respiratoire, passant de 1-
3 Hz a 4-12 Hz (Deschénes et al., 2016). Cela permet au rongeur d'échantillonner au maximum
I'odeur et de déterminer la direction de sa source avant de s'en approcher ou, dans certains cas,
de s'en éloigner. Cette capacité peut étre étudiée en mesurant la fréquence respiratoire d’un
rongeur en réponse a un signal social olfactif, et ce par différentes méthodes (Grimaud et Murthy,
2018) dont la méthode que nous avons choisie dans la partie expérimentale de cette these, la
plethysmographie en corps entier (Prada-Dacasa et al., 2020).

1.1.2.2 Phase d’approche

A la suite de la détection, I'individu va choisir de s’en approcher ou non. L'approche d'une cible
sociale nécessite que lindividu soit disposé a interagir avec, ce qui est naturellement
récompensant chez le rongeur dans la plupart des cas. La maniére la plus classique d’évaluer la
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valence positive associée au contact avec un congénére est de mesurer le comportement
exploratoire des rongeurs, en comparant le temps que ceux-ci passent a explorer un stimulus
non social ou social (Délen et al., 2013 ; Lei et al., 2022 ; Cum et al., 2024). Le test de préférence
spatiale socialement conditionnée (ou social conditioned place preference sCPP) (Harda et al.,
2022), consiste lui a associer un contexte a la présence ou a I’'absence de congéneres et a évaluer
siles animaux développent une préférence pour le contexte associé a la présence de congéneres.
D’autres paradigmes plus complexes permettent de mesurer le niveau de récompense d’une
interaction sociale en I'opposant par exemple a une récompense alimentaire (Ramsey et al.,
2023).

1.1.2.3 Phase d’investigation

La phase d'investigation est une exploration minutieuse du stimulus social, visant a recueillir des
informations sur le congénére. Cette phase permet a l'individu de recueillir suffisamment
d’informations pour passer a la phase de consommation appropriée. Le flairage est souvent dirigé
vers les zones faciales et anogénitales, ol les phéromones sont enrichies (Liberles, 2014). Il est
difficile de comprendre par des mesures comportementales si un animal réussit a récolter des
informations sur le congéneére investigué, mais un des moyens possibles est d’étudier la mémaoire
sociale a trés court terme, comme par exemple avec un protocole d’habituation/déshabituation
avec des intervalles tres courts entre les différentes présentations (Yang et Crawley, 2009). Cela
est néanmoins un paradigme d’étude de la mémoire sociale (voir 2.1.2.4) et fera nécessairement
intervenir des processus mnésiques, méme a tres court terme.

1.1.2.4 Phase de consommation

La phase de consommation est adaptée en fonction des objectifs que l'individu souhaite
atteindre, et peut ainsi prendre des formes tres diverses comme l'initiation d’'un comportement
sexuel ou le soin des petits. Entre individus de méme age et de méme sexe, les animaux peuvent
initier une agression ou bien engager des comportements prosociaux, en fonction du contexte.

1.1.2.4.1 L’agression

L'agression est une méthode importante et ubiquitaire de défense ou de compétition chez le
rongeur, et est donc primordiale dans la défense du territoire ou des petits mais également dans
la mise en place de la hiérarchie sociale. Elle prend en compte des comportements de menace
(poursuite, élan, signaux de queue) ainsi que des stratégies pour infliger de la douleur a leurs
adversaires (morsure, griffures). Les rongeurs males sont généralement plus agressifs que les
femelles, bien que les schémas moteurs d'attaque soient largement similaires entre les sexes
(Hashikawa et al., 2018). Agression et hiérarchie sociale étant intimement liées, il a pu étre
montré que la taille des groupes de souris avait un effet sur la quantité d’agressions observées.
Ainsi, les souris élevées en groupes de deux présentaient beaucoup plus de comportements
agressifs que les souris élevées en groupes de trois (Jirkof et al., 2020).

L’agression peut étre motivée par deux facteurs : la récompense naturellement induite par une
victoire contre une autre souris (on parle alors d’agression appétitive), et I'instinct de défense
lorsqu’un individu pénetre dans son territoire (on parle alors d’agression défensive). De maniére
intéressante, il semble que, contrairement aux males, les souris femelles ne présentent pas
d’agression appétitive mais uniquement une agression défensive (Aubry et al., 2022), une
agression appétitive ayant cependant pu étre mise en évidence chez la rate (Borchers et al.,
2023). L'agression défensive de la souris est le plus souvent évaluée dans le test résident-intrus,
dans lequel le sujet, dans sa propre cage d’habitation, est confronté a un individu inconnu. Le
comportement d’agression naturel induit par ce schéma est ensuite mesuré via diverses
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observations comme la latence de la premiére attaque, le nombre d'attaques et la durée
moyenne de |'attaque (Kwiatkowski et al., 2021). L’agression appétitive peut étre mesurée par
des paradigmes de CPP ou le sujet va préférer un contexte ou il aura eu I'occasion d’emporter la
victoire sur une autre souris, ou encore via des taches opérantes (Aubry et al., 2022).

1.1.2.4.2 Les comportements prosociaux

De nombreux comportements prosociaux entre rongeurs de méme sexe et méme age comme la
consolation et I'aide (De Waal et Preston, 2017 ; Lim et Hong, 2023) ont pu étre mis en évidence,
et reposent sur la capacité du rongeur a détecter et a partager I’état émotionnel d’un congénere.

Une souris non stressée témoin du mal-étre d’un de ses congéneres de cage aura par exemple
tendance a augmenter son comportement d’allogrooming (c’est-a-dire le toilettage de I'autre),
ce qui aura pour effet de baisser le stress de la souris stressée (Burkett et al., 2016 ; Lim et Hong,
2023). Méme la seule présence d’un congéneére peut abaisser le mal-étre d’un individu stressé
ou ressentant de la douleur (Kiyokawa et Hennessy, 2018). Ce phénomene, appelé tampon social
(ou social buffering), a pu étre mis en évidence chez la souris (Langford et al., 2006 ; Guzman et
al., 2009 ; Burkett et al., 2016 ; Sterley et al., 2018) comme chez le rat (Davitz et Mason, 1955 ;
Baum, 1969 ; Bartal et al., 2011)*.

Enfin, les rongeurs présentent un comportement d’aide vis-a-vis de congéneres familiers (Ben-
Ami Bartal et al., 2021). Ainsi, une souris voyant un congénére coincé dans un tube sera le plus
souvent encline a I'aider a se libérer (Ueno et al., 2019a). |l est a noter que si ce comportement
est bien caractérisé chez le rat (Bartal et al., 2011 ; Sato et al., 2015), son existence est encore
sujette a débat chez la souris (Ueno et al., 2019b).

Ces comportements que |I'on pourrait qualifier d’altruistes sont motivés par une récompense
psychologique produite par la réduction du stress chez le congénére aidé ou consolé (Fig.2) (De
Waal et Preston, 2017). lls impliquent donc une transmission émotionnelle efficace chez la souris
qui dans plusieurs études a méme été qualifiée d’empathie. Il a en effet été montré que la souris
pouvait détecter I'état émotionnel positif ou négatif d’'un conspécifique (Ferretti et al., 2019) et
également ressentir du stress a la vue d’un congéneére subissant un stress ou venant de subir un
stress (Warren et al., 2013 ; Allsop et al., 2018). Une souris peut méme apprendre en observant
a apparier un son avec un choc électrique aux pattes subi par un congénére, un processus appelé
apprentissage de la peur par observation (Keum et Shin, 2019) ou peur observationnelle. De la
méme maniere que chez I’humain, il semble que ces comportements impliquant de I'empathie
soient plus marqués lorsque les congéneres sont connus de longue date que s’ils sont inconnus
(Pisansky et al., 2017 ; Ben-Ami Bartal et al., 2021), ce qui sous-tend une modulation de ceux-ci
par le systeme mnésique.

1 ’existance du tampon social a également été mis en évidence chez le chat (John et al., 1968), le pigeon (Hake et
al., 1969), les primates non humains (Coe et al., 1978 ; Coe et al., 1982 ; Stanton et al., 1985 ; Wiener et al., 1987)
et I'numain (Younger et al., 2010 ; Eisenberger et al., 2011 ; Qi et al., 2020).
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Figure 2 : Du transfert émotionnel aux comportements prosociaux. Comme l'ont montré de nombreuses études animales,
I'empathie peut favoriser les comportements d'aide et de consolation entre congénéres. Tout d'abord, la détresse de la cible
induit un stress ou une détresse chez I'observateur par le biais d'un transfert émotionnel (étape 1). L'observateur doit réduire
sa propre détresse pour pouvoir s'occuper efficacement de la cible, par exemple en I'aidant ou en la consolant (étape 2). La
réduction de la détresse de la cible résultant de I'aide apportée est ensuite transférée a l'observateur, améliorant ainsi sa
propre détresse (étape 3) ; cette réduction constitue une récompense intrinseque pour l'altruisme pratiqué (étape 4).
D’aprés (De Waal et Preston, 2017).

1.1.3 L’olfaction dans la communication sociale

Contrairement a I"humain, chez qui la fonction sociale est principalement sous-tendue par
I'audition et la vue, la communication intraspécifique des rongeurs se fait principalement de
maniére olfactive. En effet les sécrétions corporelles telles que I'urine contiennent une pléthore
de signaux chimiques, leurs caractéristiques les plus importantes étant leur taille et leur polarité,
qui sont les principaux facteurs déterminant respectivement leur volatilité dans I'air et leur
solubilité dans I'eau (Singh et al., 1987 ; Mucignat-Caretta et al., 1995 ; Spehr et al., 2006a). Ainsi,
dans I'environnement terrestre, les signaux d'attraction et d'alarme, qui agissent par nature a
distance, sont généralement de petites molécules organiques volatiles. En revanche, les signaux
chimiques qui transmettent des informations sur des individus spécifiques sont susceptibles
d'étre relativement peu volatiles - par exemple, des protéines ou des peptides - de sorte qu'elles
ne se dispersent pas et peuvent étre associées de maniére plus fiable au producteur.

Certaines de ces molécules, appelées phéromones, peuvent déclencher des réponses
physiologiques et/ou comportementales stéréotypées chez les individus de la méme espéce.
D’autres ont été mises en évidences comme des marqueurs spécifiques permettant la
reconnaissance de chaque individu. Enfin, certains signaux olfactifs pourraient permettre la
signalisation d’états particuliers comme le stress ou la maladie.?

1.1.3.1 Les phéromones

Ces dernieres ont été définies en 1959 par les entomologistes Peter Karlson et Martin Lischer
comme des « substances chimiques sécrétées a |'extérieur par un individu et recues par un
second individu de la méme espéce, chez lequel elles déclenchent une réaction spécifique, par
exemple un comportement défini ou un processus de développement » (Karlson et Lischer,

2 || est a noter que tous les types de molécules cités pourraient et ont été qualifiés de phéromones, servant a la
communication intra-spécifique (Brennan et Zufall, 2006), mais I'application du terme phéromone a un composé
portant souvent a debat nous ne parlerons ici de phéromone que lorsqu’une molécule produit un comportement
ou une réponse physiologique stéréotypée et bien caractérisée.
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1959). Leur nom est d’ailleurs basé sur le grec "pherein" (qui signifie transporter ou transférer)
et "hormone" (qui signifie stimuler ou exciter).

Les phéromones peuvent avoir des effets considérables sur la physiologie et le comportement
des mammiféeres (Keverne et De La Riva, 1982 ; Wysocki et Lepri, 1991 ; Meredith, 1998 ; Zilkha
et al., 2023), notamment dans la reproduction. Chez les rongeurs, les phéromones peuvent
influencer le début de la puberté ainsi que la durée du cycle cestral et provoquer une
augmentation des niveaux de testostérone sérique chez les males. Les phéromones males
peuvent également stimuler les comportements de cour des femelles, ainsi que la lordose, ou
posture réceptive. Inversement, les phéromones femelles peuvent agir sur les males pour
stimuler le comportement de monte et les vocalisations ultrasoniques associées a la parade
nuptiale. A l'inverse, les souris juvéniles émettent dans leurs glandes lacrymales une phéromone
qui, captée par un male adulte, inhibe les comportements sexuels (Ferrero et al., 2013).

Un des effets les plus impressionnants des phéromones est I'effet Bruce (mis en évidence par
Hilda M. Bruce en 1959) ou I'exposition d'une souris femelle gestante a un male ou a l'urine d'un
male inconnu au cours des 72 heures suivant I'accouplement entraine un échec de gestation
(Bruce, 1959 ; Parkes et Bruce, 1962 ; Brennan et Keverne, 1997 ; Brennan, 2009). Cela est non
seulement un exemple édifiant des effets physiologiques drastiques que peuvent avoir les
phéromones, mais sous-tend également que I'effet des phéromones est couplé a la détection de
« marqueurs d'individualité », et que ces marqueurs sont des composés odorants présents dans
I"'urine des souris.

1.1.3.2 Marqueurs olfactifs individuels et reconnaissance sociale

Méme si la reconnaissance sociale chez le rongeur est un processus faisant intervenir de
multiples sensorialités (De La Zerda et al., 2020), les rongeurs peuvent reconnaitre leurs
conspécifiques uniquement a leur odeur. Méme si les membres d'une méme famille ou d’une
méme souche peuvent partager certaines similitudes olfactives (Manning et al., 1992), chaque
individu possede des marqueurs olfactifs distincts qui le rendent reconnaissable.

Dans la plupart des especes mammiferes, les individus utilisent plusieurs sources d'odeurs pour
communiquer (Albone & Shirley 1984 ; Brown & Macdonald 1987). Chez le hamster doré
(Mesocricetus auratus) par exemple, ces sources comprennent |'urine, les excréments, les
sécrétions vaginales et les glandes des flancs et des oreilles (Johnston et al. 1993).

Chez la souris et le rat, les marqueurs d’individualité ont été principalement étudiés dans I'urine.
L'une des sources de complexité des odeurs chez les rongeurs réside dans le complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH), hautement polymorphe (Yamazaki et al., 1998 ; Leinders-Zufall et al.,
2004). En effet, il a été montré que I'acuité olfactive des souris (Yamazaki et al., 1983) et des rats
(Singh et al., 1987) leur permettait de distinguer les odeurs urinaires de souches congéniques ne
différant que par un seul gene du CMH. De plus, a partir de (Yamazaki et al., 1976), de
nombreuses études sur la souris ont montré que le choix du partenaire favorisait les individus
dont le CMH était différent (Yamazaki et al., 1988 ; Egid et Brown, 1989 ; Eklund et al., 1991 ;
Potts et al., 1991). Le choix du partenaire dépendant du CMH a également été démontré chez le
rat (Brown et al., 1987 ; Singh et al., 1987)3. A l'inverse, les femelles souris préférent partager

3 Et également d’autres vertébrés comme les oiseaux (Freeman-Gallant et al., 2003 ; Bonneaud et al., 2006 ;
Griggio et al., 2011), les poissons (Milinski et al., 2005 ; Forsberg et al., 2007 ; Gahr et al., 2018), les reptiles (Olsson
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leur nid avec des femelles dont les alleles du CMH sont similaires (Manning et al., 1992) et qui
leur sont donc généralement apparentées. De méme, les souriceaux semblent avoir une
préférence pour les peptides du CMH similaires a celui de leur mére (Yamazaki et al., 2000).

L'urine des rongeurs contient également, et en quantité nettement plus importante, d’autres
protéines appelées protéines urinaires majeures (MUP), qui lient et liberent de petites
phéromones volatiles (Bacchini et al., 1992 ; Robertson et al., 1993 ; Peele et al., 2003). Ces
phéromones volatiles liées aux MUP (ainsi que les MUP elles-mémes selon certaines études
(Moré, 2006)) jouent également un role important dans le mécanisme de reconnaissance
individuelle chez la souris (Hurst et al., 2001 ; Cheetham et al., 2007), et elles pourraient méme
étre un marqueur de statut social interprétable par les souris inconnues (Veyrac et al., 2011 ; Lee
etal., 2017).

1.1.3.3 Marqueurs olfactifs de stress et de maladie

L'odeur corporelle peut également informer sur un risque de contagion. De nombreuses
publications ont montré que les maladies chroniques, les infections pathogenes et parasitaires,
les inflammations et les vaccinations peuvent modifier les odeurs corporelles chez ’lhumain
(Olsson et al., 2014) comme chez la souris (Kavaliers et Colwell, 1995a ; Yamazaki et al., 2002 ;
Kimball et al., 2014 ; Kimball et al., 2016). Les conséquences de ces changements d'odeurs
peuvent dépendre du contexte (Renault et al., 2008 ; Arakawa et al., 2009 ; Arakawa et al., 2010),
mais les individus en bonne santé limitent généralement leur investigation des odeurs des
personnes malades ou infectées et les considerent comme plus aversives que les individus en
bonne santé (Kavaliers et Colwell, 1995b ; Olsson et al., 2014 ; Boillat et al., 2015 ; Regenbogen
etal., 2017).

Le stress peut également modifier drastiquement les odeurs corporelles et urinaires des souris
(Zalaquett et Thiessen, 1991) comme des humains (Calvi et al., 2020 ; Wunder et al., 2023)*. Chez
la souris, la premiére réaction aux odeurs provenant d'animaux stressés est d’augmenter la
vigilance (Zalaquett et Thiessen, 1991) mais peut également en fonction du contexte déclencher
des comportements plus complexes, comme la consolation (voir 1.1.2.4.2)

1.2 Bases neurobiologiques de la fonction sociale

Comme décrit plus haut, les comportements sociaux, tels que I'accouplement, le conflit et le soin
aux jeunes, sont essentiels a la survie de toute espéce vertébrée. Tous les membres d'une espéece
expriment des comportements sociaux de maniere stéréotypée et spécifique a l'espéece, sans
apprentissage, grace a des circuits neuronaux mis en place au cours du développement. Nous
détaillerons ici les circuits neuronaux sous-tendant les comportements sociaux de la souris,
depuis la perception olfactive jusqu’aux aires cérébrales de plus haut niveau.

et al., 2003), les primates non-humains (Schwensow et al., 2008) et les étres humains (Gilbert et al., 1986 ; Jacob et
al., 2002 ; Roberts et al., 2008).

4 Les signaux de stress humains peuvent d’ailleurs étre captés par plusieurs espéces animales domestiques, dont le
chien (D’Aniello et al., 2018 ; Wilson et al., 2022), le cheval (Sabiniewicz et al., 2020 ; Jardat et al., 2023) et la souris
(Destrez et al., 2021)
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1.2.1 Neurophysiologie de la perception olfactive

1.2.1.1 Systemes sensoriels

Les souris émettent des signaux volatils qui vont étre captés par deux organes dédiés:
I’épithélium olfactif principal (ou main olfactory epithelium MOE), liée au bulbe olfactif principal
(ou main olfactory bulb MOB) et I’organe voméro-nasal (VNO) lié au bulbe olfactif accessoire (ou
accessory olfactory bulb AOB). Les deux systemes partagent une organisation histologique
similaire, se composant de trois types cellulaires différents (Fig.3) : les neurones sensoriels
olfactifs (NSO) qui portent les récepteurs aux composés odorants (Buck et Axel, 1991), les cellules
sustentaculaires qui comme leur nom l'indique ont un réle de soutien, et les cellules basales ou
progénitrices, des cellules souches amenées a se différencier en NSO (Shipley et al., 2003).

Lumen

Olfactory cilia " ==

N ——

Olfactory sensory \
neuron

To olfactory bulb

Figure 3 : Le neuroépithélium olfactif. Les événements initiaux de la perception des odeurs se produisent dans la cavité
nasale, au niveau d'un neuroépithélium spécialisé schématisé ici. Les composés odorants interagissent avec des récepteurs
spécifiques sur les cils des neurones sensoriels olfactifs. Les signaux générés par ces premiers événements de liaison sont
propagés par les axones des neurones olfactifs jusqu'au bulbe olfactif. D’apres (Buck et Axel, 1991).

Chez I’humain, le MOE occupe une petite surface diffuse au sommet de la cavité nasale d'environ
2 cm?, soit moins de 8 % de sa surface. Chez les rongeurs, la surface de cet épithélium est plus
étendue et occupe la moitié de la cavité nasale (Escada et al., 2009). Le systéme olfactif
accessoire, lui, détecte les signaux chimiosensoriels dans le VNO, un organe bilatéral en forme
de cigare qui s'ouvre par un conduit étroit dans la cavité nasale (Spehr et al., 2006a ; Bakker et
Leinders-Zufall, 2015) (Fig.4) et est responsable d’une grande partie des effets des phéromones®
(Wysocki et Lepri, 1991 ; Luo et al., 2003 ; Brennan et Zufall, 2006).

5 ’absence de VNO fonctionnel chez I’humain est d’ailleurs un des arguments majeurs en faveur d’une absence de
phéromones dans cette espéce, méme si cela donne toujours lieu a d’ardents débats car les humains émettent
bien des odeurs capables de véhiculer des informations sur leurs états émotionnel et physiologique (Wysocki et
Preti, 2004 ; Calvi et al., 2020).
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Figure 4 : Schéma de I'organisation du nez des rongeurs en sous-systémes chimiosensoriels avec I'épithélium olfactif
principal (MOE) et I'organe voméronasal (VNO). Le MOE tapisse la partie postérieure de la cloison nasale ainsi que la surface
dorsolatérale des cornets nasaux. Les NSO bipolaires étendent leurs dendrites ciliaires apicales dans le mucus olfactif. Les
axones des NSO passent a travers la lame criblée et convergent vers les dendrites des cellules mitrales dans la couche
glomérulaire du bulbe olfactif principal (MOB). Le VNO est constitué de tubes bilatéralement symétriques situés a la base
antérieure de la cloison nasale. Les stimuli sont aspirés dans la lumiére du VNO a la suite de contractions vasculaires des
vaisseaux sanguins latéraux, et les neurones sensoriels du VNO relaient ensuite le signal a ’AOB.

Lors du flairage, processus par lequel un individu acquiert activement des indices olfactifs,

I'animal accélére sa respiration (Deschénes et al., 2016) et s'oriente progressivement vers la

source d'odeur en fonction de la faible différence entre les entrées d'odeur dans la narine gauche

et la narine droite (Rajan et al., 2006 ; Parthasarathy et Bhalla, 2013).

Les systemes olfactifs principal et accessoire sont tous deux impliqués dans la réception des
signaux sociaux, et tous deux avec une tres grande sensibilité (Leinders-Zufall et al., 2004 ; Spehr
et al., 2006b). Certaines molécules sont exclusivement captées par un seul des systémes mais un
bon nombre d’entre elles peuvent étre captées par les deux systemes (Xu et al., 2005 ; Spehr et
al., 2006a ; Brennan et Zufall, 2006), avec pour chacun des effets bien spécifiques. Par exemple,
le traitement des peptides du CMH par le systeme principal chez les souris males est nécessaire
a un test de préférence sociale (Spehr et al., 2006b), mais ces mémes peptides recus uniqguement
par le VNO des femelles suffisent a provoquer un blocage de I'effet Bruce (Leinders-Zufall et al.,
2004).

1.2.1.2 Relai du signal olfactif

Les NSO du MOE et du VNO transmettent ensuite les signaux olfactifs recus a des aires cérébrales
de plus haut niveau, en commengant par les cellules mitrales du MOB et de I'AOB,
respectivement (Fig.4), qui vont ensuite relayer ces signaux a des régions plus intégratives (Fig.5).
Selon (Spehr et al. 2006b), le MOB envoie ces signaux au tubercule olfactif (OTu), au noyau
olfactif antérieur (AON), a I'amygdale corticale postéro-latérale (PLCoA) et antérieure (ACoA), a
I’'amygdale médiane (MeA), au cortex piriforme (PC) et au cortex entorhinal (EC), lui-méme lié a
I’hippocampe. En revanche, les signaux transmis a I’AOB sont relayés vers le noyau du lit de la
strie terminale (ou bed nucleus of the stria terminalis BNST), 'amygdale médiane (MeA) et
I’'amygdale corticale postéro-médiale (PMCoA).
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Figure 5 : Schéma simplifié des voies centrales impliquées dans le traitement des signaux chimiques captés par les
systémes olfactifs principal (a) et accessoire (b). Les connexions en violet indiquent I'existence d’un feedback entre les
régions sensorielles et corticales concernées. MOB : bulbe olfactif principal, AOB : bulbe olfactif accessoire, AON : noyau
olfactif antérieur, OTu : tubercule olfactif, PC : cortex piriforme, ACoA : amygdale corticale antérieure, MeA : amygdale
médiane, MPOA : aire pré-optique médiane, PLCoA : amygdale corticale postéro-latérale, PMCoA : amygdale corticale
postéro-médiane, BNST : noyau du lit de la strie terminale, LEC : cortex entorhinal latéral, vCA1 : CA1 ventral, dCA2 : CA2
dorsal.
L'aire pré-optique médiane (MPOA) serait selon (Spehr et al. 2006b) un hub regroupant les
informations captées par le MOB et ’AOB. Pour d’autres, ce réle de hub serait plutot joué en
amont par la MeA (Brennan et Zufall, 2006 ; Chen et Hong, 2018), la MPOA jouant toutefois un
réle primordial dans la communication avec le systéme de récompense mésolimbique (Chen et
Hong, 2018). Beaucoup de ces structures étant interconnectées (un tres petit nombre des
connexions existantes est représenté en Figure 5), il est également possible qu’elles regoivent
toutes des informations provenant a la fois du MOB et de ’AOB de maniere plus ou moins directe.

En outre, la Figure 5 illustre les connexions existantes entre le systeme olfactif et les zones
hippocampiques CA2 dorsale et CA1 ventrale, des composants cruciaux du systeme mnésique
social qui nous intéresseront particulierement dans la suite de cette these.

1.2.1.3 Feedback cortical

Si le transfert d’informations feedforward est étudié depuis de nombreuses années, des études
plus récentes ont pu montrer que les aires corticales pouvaient également exercer un contréle
top-down en feedback sur les aires sensorielles pour moduler leur sensibilité a certains stimuli.
L’AON et les cortex piriforme et entorhinal en particulier semblent fournir une quantité
impressionnante d’afférences sur les cellules mitrales mais également les interneurones du MOB
(Markopoulos et al., 2012 ; Rothermel et Wachowiak, 2014; Soria-Gomez et al., 2014). D’un point
de vue anatomique, le nombre d’afférences corticales dans le MOB est tel qu’il dépasse méme
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le nombre d’afférences sensorielles (Shepherd, 1972 ; Otazu et al., 2015). L’AON et I'EC envoient
également des projections feedback sur le cortex piriforme (Leitner et al., 2016 ; Medinaceli
Quintela et al., 2022).

D’un point de vue fonctionnel, il a pu étre montré que les projections feedback GABAergiques
(Mazo et al., 2022) et glutamatergiques (Otazu et al., 2015) depuis le cortex piriforme pouvaient
modifier les schémas d’activation des neurones du MOB et ainsi améliorer la sensibilité olfactive
en réponse a certains odorants, ou bien la discrimination d’odeurs similaires.

De fagon similaire, il semble que le controle feedback de I’AON module les performances
olfactives par son action sur les interneurones granulaires et les cellules mitrales du MOB
(Markopoulos et al., 2012 ; Medinaceli Quintela et al., 2020), avec des conséquences importantes
sur le seuil de détection des odeurs. De maniere importante, il a pu étre montré que cette voie
pouvait moduler la reconnaissance sociale, l'activation chémogénétique des projections
glutamatergiques de I’AON sur le MOB ayant été montrées comme perturbant la discrimination
sociale, tandis que leur inhibition I'améliorait (Aqrabawi et al., 2016). L'AON est également
densément connecté a I’"hippocampe ventral, ce qui pourrait avoir une signification fonctionnelle
(voir 2.3.6.2).

La connexion feedback de I'EC sur le MOB a elle moins été étudiée, mais il semblerait qu’elle soit
médiée par les neurones glutamatergiques Calbindine+ de la couche Il du cortex entorhinal
latéral (LECII) (Leitner et al., 2016). De maniére intéressante, le LECII est également la partie de
I’EC communicant avec la région CA2 dorsale (dont nous allons amplement parler en partie 2.3),
ces projections sont donc susceptibles d’avoir un lien avec la mémoire sociale.

En comparaison des études sur le MOB, tres peu d’études se sont penchées sur les connexions
feedback s’établissant sur I’AOB. Une étude récente a cependant montré qu’il existait des
connexions feedback sur I’AOB depuis la PMCoA, et que I'activité de ces connexions, a la fois
spontanée et en réponse a des odeurs, s’intensifiait au cours du développement post-natal
(Oboti et Sokolowski, 2020). Par ailleurs, la PMCoA a été montrée comme importante dans la
consolidation de la mémoire olfactive a long terme et est densément connectée a I’hippocampe
ventral CA1 (Liu et al., 2024), ses connections feedback sur I’AOB pourraient donc également étre
impliquées dans la modulation mnésique de I'investigation olfactive.

1.2.2 Sociabilité

Une fois un individu détecté, la phase d’approche et la durée de la phase d’investigation vont
étre dépendantes de la récompense inhérente au contact avec cet individu.

La stimulation du VNO semble tout d’abord avoir des propriétés récompensantes intrinseques.
Cela explique non seulement l'intérét inné des rongeurs pour les stimuli sociaux, mais pourrait
également agir comme un renforcateur (stimulus inconditionnel) dans I'apprentissage associatif
des indices olfactifs captés par le systéme olfactif principal (Moncho-Bogani et al., 2005), qui
deviendraient a leur tour récompensants méme en |'absence de stimulation du VNO. Un signal
de I’AOB permettrait donc d’activer le systeme de récompense dopaminergique mésolimbique
de la souris, en particulier le noyau accumbens (NAc) et I'aire tegmentale ventrale (VTA). Cela se
ferait via les neurones GABAergiques de la MeA, liés a ’AOB de maniére directe ou par le biais
de la BNST et la PMCoA (Brennan et Zufall, 2006). En effets ces neurones semblent médier le
comportement de renforcement social grace a leurs projections vers la MPOA, ce qui favoriserait
la libération de dopamine dans le NAc. L'activation du circuit MeA-MPOA permet d’ailleurs de
surmonter de maniére robuste le comportement d'évitement social (Hu et al., 2021). Pendant
I'investigation, les signaux olfactifs sociaux sont également détectés par le MOE, puis passent par
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le MOB pour converger avec les entrées du VNO vers les neurones de la MeA (directement, ou
via la PLCoA) (Martinez-Marcos, 2009). Comme dit précédemment, la MeA est d’ailleurs souvent
considérée comme un hub de premiére importance dans le circuit social cérébral (Brennan et
Zufall, 2006 ; Chen et Hong, 2018), les neurones de la MeA émettant des signaux distincts en
réponse a l'investigation de différents congéneres (Bergan et al., 2014 ; Li et al., 2017) et étant
impliqués dans un grand nombre de comportements sociaux. Certaines régions de la voie
olfactive principale comme I'AON et le cortex piriforme semblent également directement
envoyer des informations au NAc (Li et al., 2018).

D’autres indices du réle du NAc dans I'approche sociale ont pu étre mis en évidence par une
administration locale d'antagoniste du récepteur a |I'ocytocine (une neurohormone
particulierement impliquée dans le comportement social, décrite en 1.3), ce qui a eu pour
conséquence la diminution des interactions sociales (Yu et al., 2016 ; Williams et al., 2020).
Inversement, I'augmentation de la libération de sérotonine dans le NAc permet de remédier a un
déficit d'approche sociale dans des modéles murins d'autisme (Walsh et al., 2018). De plus, les
cellules du NAc semblent s'activer avant l'initiation de I'approche, ce qui suggere qu’elles jouent
un role dans cette initiation (Scribner et al., 2020). Les cellules dopaminergiques de la VTA
projetant sur le NAc augmentent également leur activité pendant I'approche sociale (Gunaydin
et al., 2014).

Le OTu, considéré tout comme le NAc comme une partie du striatum ventral (recevant des
projections dopaminergiques de la VTA) et recevant de nombreuses afférences du MOB
(Yamaguchi, 2017), semble également étre impliqué dans I'approche sociale et la valeur
hédonique des odeurs sociales. En effet, des études fonctionnelles ont montré que sa Iésion ou
son inactivation chémogénétique abolissait |'attirance des souris femelles pour les signaux
masculins (Agustin-Pavoén et al., 2014 ; DiBenedictis et al., 2015).

Enfin, le cortex préfrontal médian (mPFC), qui forme des connexions réciproques avec diverses
régions sous-corticales telles le NAc, I'amygdale et la VTA (Ko, 2017), semble également impliqué
dans la phase appétitive de I'interaction sociale (Amodio et Frith, 2006 ; Yizhar et Levy, 2021 ;
Sato et al., 2023). L'activité de certains neurones du mPFC augmente de maniére robuste lors
d’une approche sociale (Lee et al., 2016) tandis que d’autres neurones de cette méme région
sont inhibés (Liang et al., 2018). De maniére plus précise, il semble que lactivation des
projections des neurones du cortex prélimbique (PL) (une sous-région du mPFC) sur le NAc et
I’'amygdale basolatérale (BLA) supprime I'attraction pour les stimuli sociaux (Murugan et al., 2017
; Huang et al., 2020), tandis que l'inhibition du circuit cortex infralimbique (IL)-BLA perturbe
I'interaction sociale (Huang et al., 2020). D’apreés (Sato et al., 2023), les projections du PL vers le
NAc et I'amygdale ont d’ailleurs un réle suppresseur de l'interaction sociale tandis que les
projections de I'lL vers le NAc et I'amygdale promeuvent I'interaction sociale. Enfin, une étude a
pu montrer que I'activation du circuit BLA-mPFC supprimait I'intérét social pour les congéneres,
tandis que son inhibition le facilitait (Felix-Ortiz et al., 2016). De maniéere intéressante, les auteurs
ont fait la méme observation sur les projections BLA-hippocampe ventral (vHPC) (Felix-Ortiz et
Tye, 2014), suggérant que la BLA peut via ses connections engendrer un évitement social. Cette
implication de la BLA n’est pas sans rappeler le fait qu’elle encode la valence des stimuli, certains
de ses neurones répondant a des stimuli appétitifs et d’autres a des stimuli aversifs (Zhang et al.,
2021).
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1.2.3 Néophilie sociale

Une autre caractéristique de l'interaction sociale que nous n’avons pas encore mentionnée est
la néophilie sociale naturelle du rongeur. Les rongeurs préferent en effet généralement la
nouveauté (Berlyne, 1950), et ce que ce soit pour des objets ou des congéneres. Cette préférence
pour la nouveauté est tres utilisée dans les paradigmes d’étude de la mémoire sociale, nous
reviendrons donc dessus lors de la partie y étant dédiée (voir 2.1.2).

Il semble que cette néophilie sociale s’établisse au cours du développement. En effet, les jeunes
rats présentent d’abord une préférence pour leurs fréres et sceurs puis préferent les rats
inconnus a partir du 16é& jour post-natal (Clemens et al, 2020). Ce phénotype serait
apparemment sous-tendu par le septum latéral (LS), puisqu’une lésion du LS avant le 13¢ jour
post-natal abolit la préférence pour les fréres et sceurs alors qu’une lésion du LS apres le 16¢ jour
post-natal abolit la préférence pour les individus nouveaux (Clemens et al., 2020). En outre, des
enregistrements électrophysiologiques in vivo révelent que les neurones du LS répondant aux
odeurs sociales inconnues sont situés dans la partie dorsale (dLS) et les neurones répondant aux
odeurs sociales familiales sont situés dans la partie ventrale du LS (vLS). De plus, la fraction des
neurones du vLS répondant a des stimuli familiaux diminue au cours du développement, avec
une activité basale augmentée (Clemens et al., 2020).

Le NAc est sans doute également impliqué dans cette néophilie sociale, I'imagerie par miniscope
in vivo chez le campagnol des prairies ayant révélé que des ensembles distincts de neurones du
NAc sont activés lors de I'approche de leur partenaire ou de congénéres inconnus (Scribner et
al., 2020).

1.2.4 Interactions avec les congéneéres : agression ou affiliation

Le déclenchement des phases de consommation résulte d’un dialogue entre I'état émotionnel
interne des animaux et les signaux sociaux (en grande partie olfactifs) captés lors de la phase
d’investigation (Anderson, 2016). Les comportements entre individus de méme sexe et de méme
age étant ce qui nous intéresse ici, nous nous contenterons de détailler les circuits sous-tendant
ces derniers mais d’excellentes revues détaillant entre autres les comportements sexuels et
parentaux peuvent étre consultées (Anderson, 2016 ; Chen et Hong, 2018 ; Wei et al., 2021).

1.2.4.1 Comportements agonistiques : I'agression

La partie ventrolatérale de I'hypothalamus ventro-médian (VMHuvI) et le noyau prémammillaire
ventral (PMv) sont apparus comme les substrats neuronaux clés de la génération de I'attaque
(Falkner et al., 2014 ; Lee et al., 2014 ; Falkner et al., 2016 ; Stagkourakis et al., 2018), les deux
recevant des afférences principalement GABAergiques de la BNST et de la MeA (Anderson, 2016).
Le VMHvI a été montrée comme répondant préférentiellement aux odeurs urinaires de souris de
méme sexe chez le male (A.-X. Chen et al., 2020), et I'activation du PMv comme augmentant
substantiellement le comportement agressif (Hong et al., 2014 ; Yang et al., 2022). Une autre
région importante dans I'agression est le LS, en particulier sa partie vLS qui exerce une inhibition
tonique sur le circuit de |'agressivité via ses afférences GABAergiques au VMHuvL. Le dLS, lui, regoit
de massives afférences glutamatergiques de la région CA2 dorsale de I'hippocampe et envoie a
son tour des projections inhibitrices au vLS. Une activation du circuit CA2-dLS promeut donc les
comportements agressifs en 6tant I'inhibition du VMHuvI (Leroy et al., 2018). Le VMHvI regoit
également des afférences depuis I'amygdale postérieure qui ont été montrées importantes dans
I’agression entre rongeurs males (Yamaguchi et al., 2020). En outre, le vHPC envoie également
des projections au VMHuI, et |'activation chémogénétique de cette voie semble aussi favoriser
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I'agression chez les souris males (Chang et Gean, 2019). Ces voies provenant de |"hippocampe
pourraient sous-tendre la modulation mnésique du comportement agressif (Annas et al., 2013 ;
Villegas et Siegelbaum, 2024).
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Figure 6 : Le circuit de I’agression. Les régions bleues suppriment I'aggressivité, tandis que les régions orange la favorisent.
Les régions grises ne sont pas essentielles pour les comportements agressifs ou n'ont pas encore été étudiées. La largeur
des lignes indique la force des connexions entre les structures. AOB, bulbe olfactif accessoire ; AVPV, noyau périventriculaire
antéro-ventral ; BNSTp, partie postérieure du noyau du lit de la strie terminale ; CoApl, amygdale corticale postéro-latérale
; LS, septum latéral ; MeA, amygdale médiale ; MPOA, aire préoptique médiale ; PA, amygdale postérieure ; PAG, substance
grise périaqueducale ; PMv, noyau prémammillaire ventral ; VMHvI, partie ventrolatérale de I'hypothalamus ventromédial
,; VSUB, subiculum ventral ; VTA : aire tegmentale ventrale. D’apres (Wei et al., 2021).

Le VMHuvI projette ensuite densément vers le mésencéphale, en particulier la substance grise
périaqueducale (PAG), une région prémotrice essentielle pour |'exécution finale de I'attaque
(Falkner et al., 2020). Ainsi, I'information sensorielle circule des premiers relais olfactifs vers la
MeA, le PMv et le VMHUVI, puis vers la PAG pour générer une attaque. Pour une description plus
détaillée de ces réseaux voir (Wei et al., 2021 ; Zha et Xu, 2021).

1.2.4.2 Comportements prosociaux : empathie, consolation et aide

L’olfaction est encore une fois centrale dans cette fonction chez le rongeur, car I'odeur seule des
sécrétions ano-génitales d’une souris stressée suffit a induire un stress chez un congénéere naif
(Sterley et al., 2018) et a initier un comportement de consolation (Y. E. Wu et al., 2021). De
méme, l'odeur d’'un congénere semble suffire a diminuer I'activation cFos des cellules a
corticotrophine du noyau paraventriculaire (PVN) lors d’un stress, suggérant que |'odeur
participe fortement au tampon social (Klein et al., 2015).

Ces comportements prosociaux étant précédés d’une approche et d’une investigation sociale et
motivés par l'aspect récompensant d’observer le soulagement d’'un congénére (Fig.2), ils
nécessitent I'intégrité des structures décrites en 1.2.2. En particulier, la MeA semble encore une
fois étre une région primordiale pour la conduite des comportements prosociaux. L’activation
optogénétique a faible intensité des neurones GABAergiques de la MeA semble en effet induire
des comportements copulatoires ou d’allogrooming entre males, mais il est a noter qu’une
activation plus forte des mémes cellules conduit a de I'agression (Hong et al., 2014). De plus,
I’activité neurale GABAergique de la MeA répond différentiellement a un individu stressé ou naif,
et les projections de ces neurones sur la MPOA semblent étre responsables du comportement
d’allogrooming (Y. E. Wu et al., 2021). Le cortex cingulaire antérieur (ACC) semble également
jouer un réle important dans le comportement d’allogrooming chez le campagnol des prairies et
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le campagnol mandarin (Burkett et al., 2016 ; Li et al., 2019). Le circuit ACC-BLA est par ailleurs
important dans |'acquisition de la peur observationnelle (Jeon et al., 2010 ; Allsop et al., 2018).

D’autres structures, comme I'amygdale centrale (CeA) et le mPFC semblent importantes dans la
conduite de ces comportements, en particulier dans la détection des états émotionnels des
congéneres. En effet, une inhibition de la communication ocytocinergique entre le PVN et la CeA
bloque I'intérét porté aux congéneres exprimant une émotion forte (positive ou négative),
montrant 'importance de ces régions dans la réaction vis-a-vis des émotions des congéneres
(Ferretti et al., 2019). En combinant I'électrophysiologie in vivo avec une tache comportementale
de discrimination de I'état affectif chez la souris, une activation différentielle du mPFC a pu étre
montrée en fonction de |'état émotionnel du congénere. Des manipulations optogénétiques ont
révélé que l'inhibition des interneurones a somatostatine du mPFC, mais pas ceux a
paravalbumine, bloquait la discrimination de I'état affectif (Scheggia et al., 2020). Le méme
groupe a pu montrer un autre réle du mPFC dans les comportements prosociaux, a savoir le choix
du partage de ressource alimentaires entre congénéres (Scheggia et al., 2022). Plus précisément,
ils ont montré que les communications bidirectionnelles mPFC-BLA modulaient la motivation a
partager les ressources.

Au sein de I'amygdale, il semble qu’un circuit reliant la BLA a la MeA sous-tende I'acquisition de
la peur observationnelle, une inactivation chémogénétique bilatérale du circuit BLA-MeA
pendant le conditionnement empéchant son acquisition (Twining et al., 2017). Le vHPC, en
particulier les circuits VHPC-mPFC et VvHPC-LS-BLA, est également impliqué dans la peur
observationnelle, puisqu’une inhibition chémogénétique empéche son acquisition sans avoir
d’effet sur le conditionnement de peur classique (Peng et al., 2024). Cette participation de
I’hippocampe pourrait expliquer que la peur observationnelle soit plus efficace lorsque I'individu
observé est connu (Pisansky et al., 2017). Malheureusement, cette interaction entre
comportements sociaux affiliatifs et mémoire n’a été que peu étudiée mais nous y reviendrons
brievement en 2.3.7.

Par ailleurs, beaucoup d’attention a été portée sur I'implication du systeme ocytocinergique dans
ces comportements, ce qui fait I'objet de la partie suivante.

1.3 L’ocytocine dans la fonction sociale

L’ocytocine (OT), synthétisée dans I'hypothalamus, module plusieurs aspects du comportement
social, comme la reconnaissance sociale, I'agression et méme |'évitement d’individus infectés
(Kavaliers et Choleris, 2011 ; Walsh et al., 2023). D’autres neurotransmetteurs, en particulier la
sérotonine et la dopamine qui sont impliquées dans divers processus cognitifs et émotionnels,
jouent également un role essentiel dans la régulation des comportements prosociaux (Délen et
al., 2013 ; Gunaydin et al., 2014 ; X. Wu et al., 2021 ; Walsh et al., 2023 ; Molas et al., 2024) mais
ne seront pas abordées ici. Nous évoquerons aussi brievement le réle de I’arginine vasopressine
(AVP), intimement liée a I'OT.

1.3.1 Le systeme ocytocinergique

1.3.1.1 La synthese de l'ocytocine

L’OT est un petit neuropeptide composé de seulement 9 acides aminés (Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-
Pro-Leu-Gly), produite dans le noyau supraoptique (SON) et le PVN de I'hypothalamus par deux
grands types de neurones : les neurones magnocellulaires et les neurones parvocellulaires. Les
neurones magnocellulaires du SON et du PVN sont de grandes cellules qui libérent I'OT dans la
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circulation sanguine via des projections axonales vers I'hypophyse postérieure, et sont donc
impliqués dans les réactions physiologiques nécessaires entre autres a la lactation et la
parturition (Dale, 1906 ; Ott et Scott, 1909). En revanche, les neurones parvocellulaires sont des
cellules plus petites situées exclusivement dans le PVN qui ne projettent pas vers I'hypophyse
postérieure mais vers de nombreuses structures cérébrales (Fig.9), dont beaucoup sont
impliquées dans les comportements sociaux (Althammer et Grinevich, 2018). Les neurones
parvocellulaires du PVN ciblent également les neurones magnocellulaires du PVN et du SON, ce
qui en fait des régulateurs potentiels de la libération d'ocytocine périphérique (Grinevich et
Ludwig, 2021).

1.3.1.2 Lerécepteur a l'ocytocine

Le récepteur a I'OT (OTR), codé par un seul géne et hautement conservé au cours de |'évolution
(Jurek et Neumann, 2018) appartient a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).
Comme les autres RCPG, I'OTR peut étre couplé a différentes protéines G (ici Gg/11 ou Gi/Go),
activant différentes cascades de signalisation (illustrées sur la Figure 7) qui ont la plupart du
temps des effets opposés tant sur la cellule que sur le comportement (Busnelli et Chini, 2017).
L’atosiban et la carbétocine, des ligands respectivement spécifiques des voies Gi et Gq ont
d’ailleurs été développés dans le but d’étudier séparément ces voies de signalisation (Busnelli et
Chini, 2017 ; Jurek et Neumann, 2018).
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Figure 7 : Schéma simplifié de la signalisation liée a I'OTR dans le systéme nerveux central. Selon le type de protéines Ga
activées par I'ocytocine, différentes voies intracellulaires sont activées. Toutes les cascades réactionnelles ne sont pas
représentées. OT: ocytocine, PLC: phospholipase C, PKC: protéine kinase C, PKA: protéine kinase A, PIP;:
phosphatidylinositol(4,5)-biphosphate, DAG : diacylglycérol, IPs: inositol tri-phosphate, IPsR: récepteur IP3, EGRF:
récepteur du facteur de croissance épidermique, ERK : kinase régulée par le signal extracellulaire, RCPG : récepteur couplé
aux protéines G, AC : adénylate cyclase, cCAMP : adénosine mono-phosphate cylclique, E/I :excitation / inhibition, GABAx :
récepteur a I’acide y-amino-butirique de type A, KCC2 : co-transporteur K* CI- de type 2.
Ainsi, 'activation de la voie Gq aura pour conséquence d’augmenter le calcium intracellulaire via
les récepteurs a l'inositol tri-phosphate sur la paroi du réticulum endoplasmique, augmentant
ainsi I'excitabilité des cellules (Van Den Burg et al., 2015 ; Busnelli et Chini, 2017). De plus, elle
entraine l'activation de la phosphokinase C qui phosphoryle et active a son tour le co-
transporteur potassium-chlorure KCC2, de premiere importance dans la balance
excitation/inhibition des neurones GABAergiques, en particulier durant la période péri-natale
(Busnelli et Chini, 2017 ; Pozzi et al., 2020). Enfin, I'activation de la voie Gq inhibe les canaux
potassiques inward rectifying, ce qui augmente I’excitabilité de la cellule (Busnelli et Chini, 2017
; Liu et al., 2022). L’activation de la voie Gi aura a I'inverse tendance a la diminuer en activant les
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canaux potassiques inward rectifying et en inhibant I'adénylate cyclase et donc la production
d’adénosine mono-phosphate cyclique (cAMP) (Busnelli et Chini, 2017). La signalisation cAMP-
phosphokinase A est en effet connue pour augmenter la libération de calcium du réticulum
endoplasmique en phosphorylant le récepteur a l'inositol-tri-phosphate, le calcium entrainant a
son tour la production de cAMP (Arnsten, 2015). Les voies Gq et Gi convergent cependant dans
la transactivation du récepteur du facteur de croissance épidermique et I’activation de la cascade
MAP kinase impliquant les kinases régulées par le signal extracellulaire 1 et 2, une voie de
signalisation qui semble avoir une importance primordiale dans la plasticité neuronale et dans
les effets sociaux et anxiolytiques de I'OT (Blume et al., 2008 ; Satoh et al., 2011).

La nature du couplage (Gi ou Gq) semble dépendre entre autres de la concentration du ligand.
En effet, la concentration efficace médiane, pour laquelle 50 % de |'effet maximal est observé,
est de 2,16 nM pour I'isoforme Gq, tandis que pour les différentes isoformes Gi/Go elle varie de
11,5 nM a 91,8 nM (Busnelli et al., 2012) (Fig.8).

Le cholestérol, se trouvant principalement dans des régions spécialisées de la membrane
plasmique appelées radeaux lipidiques, semble également jouer un réle primordial dans cette
balance en stabilisant I'OTR dans un état de haute affinité Gq (Jurek et Neumann, 2018).
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Figure 8 : Les différentes concentrations d'ocytocine déterminent le couplage spécifique des récepteurs de I'ocytocine a

différents sous-types de protéines G. L'utilisation de biocapteurs et de cellules rénales transfectées avec des OTR humains

a permis de déterminer les concentrations efficaces médianes de I'OT pour différentes protéines G : Gg=2,16 nM ; Gi3=11,5

nM ; GoA=29,8 nM ; Gi2=32,27 nM ; Gi1=62,63 nM et GoB=91,8 nM. D’aprés (Busnelli et Chini, 2017).
Les valeurs de concentration efficace médiane au moins 10 fois plus élevées pour les isoformes
Gai et Gao que Gag indiquent que les voies médiées par Gi/Go sont activées a des concentrations
d'OT plus élevées que la voie Gqg, qui elle est activée a des concentrations correspondant
généralement aux concentrations endogenes de I'OT (Busnelli et al., 2012). La communauté
scientifique s’accorde donc généralement sur le fait que I'OTR est majoritairement couplé a Gq
mais les autres modes de couplage ne doivent pas pour autant étre oubliés. La concentration
locale du peptide, le niveau d'expression des isoformes individuelles, leur localisation dans des
domaines spécifiques de la membrane plasmique ainsi que bien s(r les types de cellules
neuronales ou les OTR sont exprimés déterminent quel sera I'effet de I’OT sur la neurophysiologie
et le comportement.

1.3.1.3 Projection ocytocinergiques et réception de l'ocytocine dans le cerveau

L'OT libérée dans I'hypothalamus peut atteindre des concentrations aussi élevées que 1 ng/mL,
qui augmentent encore (2 a 4 fois) dans des circonstances particuliéres telles que la parturition
ou la lactation (Leng et Ludwig, 2016). Les OTR étant également présents de maniere tres
distribuée dans le cerveau, les neurones hypothalamiques ocytocinergiques envoient également
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des projections axonales a longue distance dans les aires cérébrales concernées (Fig. 9). Ces
projections ont été cartographiées par Valery Grinevich et ses collégues en utilisant un virus
recombinant adéno-associé exprimant un marqueur fluorescent sous un promoteur du gene de
I’OT (Knobloch et al., 2012). Ainsi, le LS recoit des milliers de fibres en provenance du PVN
(Knobloch et al., 2012) et la concentration basale d'OT y est relativement élevée (>1 nM) et peut
étre multipliée par quatre en présence de stimuli sociaux ou d'un traitement pharmacologique
(Zoicas et al., 2014). Dans d'autres régions du cerveau comme le NAc, le nombre basal de fibres
et les niveaux d'OT sont presque indétectables (Ross et Young, 2009 ; Knobloch et al., 2012) mais
augmentent considérablement apres des interactions sociales pour atteindre des concentrations
compatibles avec l'activité de I'OTR (Ross et Young, 2009). Pour une analyse compléete des
projections ocytocinergiques et de l'expression de I'OTR chez la souris, ainsi que leurs réle
putatifs voir (Son et al., 2022)).
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Figure 9 : Projections et aires cérébrales modulées par le systéme ocytocinergique. Les projections ocytocinergiques
provenant du PVN sont représentées par des lignes noires, reliant les régions cérébrales ol I'expression de I'OTR a été
détectée. Les régions cérébrales ou la libération d'OT a été directement démontrée par microdialyse sont mises en évidence
en jaune. AON, noyau olfactif antérieur ; OB, bulbe olfactif ; OT, tubercule olfactif ; NAc, noyau accumbens ; OVLT, organum
vasculosum laminae terminalis ; SON, noyau supraoptique ; PVN, noyau paraventriculaire de I'hypothalamus ; PP,
hypophyse postérieure ; PFC, cortex préfrontal ; CC, cortex cingulaire ; MPOA, aire préoptique médiane ; BNST, noyau du lit
de la strie terminale ; LS, septum latéral ; CPu, putamen caudé ; PV, noyau paraventriculaire du thalamus ; CeA, amygdale
centrale ; MeA, amygdale médiane ; BLA, amygdale basolatérale ; VTA, aire tegmentale ventrale ; LC, locus coeruleus ; PBN,
noyau parabrachial ; DRN, noyau du raphé dorsal ; PAG, gris périaqueducal ; SN, substantia nigra ; HPC, hippocampe ; HDB,
noyau de la branche horizontale de la bande diagonale. D’apres (Jurek et Neumann, 2018).

En ce qui concerne la région dorsale de I"hippocampe, celle-ci est innervée par des fibres
ocytocinergiques en provenance du PVN, en particulier I'aire CA2 qui présente une importante

expression d’OTR. L'importance de la signalisation ocytocinergique au sein de la région CA2 sera
abordée plus en détail en 2.3.5.

1.3.1.4 Impact neurophysiologique de I'ocytocine

L'expression de I'OTR semble étre principalement localisée dans les interneurones
GABAergiques, comme cela est le cas au sein du mPFC (Nakajima et al., 2014 ; Li et al., 2016), du
LS (Menon et al., 2018), de I'hippocampe (Owen et al., 2013 ; Tirko et al., 2018 ; Young et Song,
2020) et de la CeA (Knobloch et al., 2012). Dans ces régions, I'activation des OTR diminue
rapidement I’activité inhibitrice évoquée, mais augmente I’activité inhibitrice spontanée (Owen
et al., 2013 ; Mitre et al., 2016), ce qui méne a penser que I’OT favoriserait I'inhibition tonique a
I'état basal mais induirait une désinhibition rapide en présence de stimuli, ce qui améliorerait le
transfert d'informations en augmentant le rapport signal/bruit. Cette modulation de la
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transmission synaptique par I'OT en présence de stimuli sociaux serait ainsi primordiale afin
d’augmenter la saillance de ceux-ci (Shamay-Tsoory et Abu-Akel, 2016).

L'expression de I'OTR dans les cellules pyramidales excitatrices a été également décrite, en
particulier dans le noyau olfactif antérieur (AON) (Oettl et al., 2016), la VTA (Peris et al., 2017), le
noyau supra-mamillaire de I’hypothalamus (SuM) (Thirtamara Rajamani et al., 2023), le mPFC
(Tan et al., 2019) et la région CA2 de I'hippocampe (Tirko et al., 2018 ; Liu et al., 2022).

Dans I’AON, l'activation optogénétique des terminaisons ocytocinergiques provoque une
augmentation des courants post-synaptiques spontanés et une baisse du seuil de décharge, et
ce méme en présence d’inhibiteur des récepteurs GABAa (Oettl et al., 2016), ce qui montre que
I’OT provoque une élévation directe de I'excitabilité des neurones glutamatergiques. Comme
indiqué en 1.2.1.3, ’AON exerce ensuite une modulation en feedback sur les interneurones
granulaires GABAergiques du MOB, désinhibant ainsi certaines cellules mitrales pour augmenter
le rapport signal / bruit et potentialiser la réponse aux odorants sociaux.

Le systeme OT-OTR peut donc agir sur la transmission inhibitrice et/ou excitatrice en fonction de
la région cérébrale concernée avec comme effet général de faciliter le traitement des
informations sociales.

1.3.1.5 Ocytocine et vasopressine

Il est difficile de parler d’OT sans mentionner un autre nonapeptide, I’AVP, car les deux systemes
sont intimement liés. L'OT et I’AVP sont libérées toutes deux par le PVN en réponse a un stress
ou une stimulation sociale, et peuvent chacune se lier aux récepteurs de I'autre (avec néanmoins
une moindre affinité) grace a leur structure tres proche. De maniere remarquable, ces deux
peptides ont été tres conservés au cours de I’évolution et sont présents de maniéere quasi-
ubiquitaire chez les vertébrés. En effet, ils seraient issus d’une duplication du géne ancestral
commun, la vasotocine, ayant eu lieu avant la divergence des vertébrés il y a environ 450 millions
d'années (Donaldson et Young, 2008 ; Jurek et Neumann, 2018). De méme, I'OTR partage un
ancétre commun et une forte homologie structurelle et séquentielle avec les 3 sous-types (V1a,
V1b, V2) de récepteurs de I’AVP (Jurek et Neumann, 2018). Electrophysiologiquement parlant,
ces deux neuropeptides semblent également avoir des effets similaires sur les cellules réceptrices
(Raggenbass, 2001). Pour cette raison, de nombreuses études choisissent d’utiliser au lieu de I'OT
le [Thr4,Gly7]-ocytocin (TGOT), ce dernier ayant une affinité de plus de 10.000 fois supérieure
pour I'OTR que pour les récepteurs a I’AVP (Busnelli et al., 2013 ; Jurek et Neumann, 2018).

1.3.2 Rdles de I'ocytocine dans les comportements sociaux

L’OT est impliquée dans un nombre trés important de comportements sociaux et non-sociaux.
Nous parlerons ici de son réle dans I'agression et les comportements affiliatifs, pour parler dans
les Chapitres suivant de son réle dans la mémoire sociale et de son lien avec I'obésité.

1.3.2.1 Ocytocine et approche sociale

L'ocytocine est depuis longtemps connue pour étre primordiale dans les comportements sociaux.
Les souris OTR-KO sont en général plus agressives, passent moins de temps a flairer le nez et les
parties anogénitales d’une souris nouvellement rencontrée (Pobbe et al., 2012) et moins de
temps en interaction sociale lorsqu'elles ont le choix entre une souris et une cage vide (Sala et
al., 2011). De plus, comme cela a pu étre montré grace a des modulations chémogénétiques
spécifiques, I'activation des neurones a OT du PVN renforce 'intérét envers les signaux sociaux
tandis que leur inhibition I'abolit (Resendez et al., 2020).
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La récompense sociale induite par I'investigation d’un congénére semble provenir en particulier
d’une modulation des neurones de la VTA et du NAc par I'OT (Délen et al., 2013 ; Gunaydin et al.,
2014 ; Peris et al., 2017 ; Hung et al., 2017 ; Williams et al., 2020). Ainsi I'OT augmenterait la
libération de dopamine dans le NAc et le PFC depuis la VTA (Hung et al., 2017 ; Kohli et al., 2019)
et agirait au niveau du NAc en y induisant une dépression a long-terme de la transmission
excitatrice sur les neurones épineux moyens (Dolen et al., 2013). Enfin, I'activation de 'OTR dans
la MeA semble également jouer un réle important dans I'approche sociale (Arakawa et al., 2010)
et I'attraction male-femelle (Yao et al., 2017). Il semble cependant que I'OT puisse avoir une
action ambivalente, promouvant I'approche et l'investigation sociale via son action sur le
systeme de récompense, mais entrainant I’évitement social via son action sur la BNST, en
particulier aprés un stress (Duque-Wilckens et al., 2018 ; Steinman et al., 2019 ; Duque-Wilckens
et al., 2020) (voir 3.1.3.1).

Les récepteurs a I’AVP V1a et V1b semblent également tres importants pour I'attractivité sociale,
les souris V1a-KO présentant des déficits dans le test d’interaction sociale (Egashira et al., 2007),
et les souris V1b-KO ne présentant pas de préférence pour une litiere souillée par rapport a une
litiere propre, sans pour autant présenter de déficits sensoriels olfactifs (Wersinger et al., 2004).

1.3.2.2 Ocytocine et agression

Les études indiquent généralement que I'OT facilite les actions prosociales (telles que I'affiliation
sociale, I'attachement, le soutien social, le comportement maternel et la confiance), tandis que
I’AVP favorise les comportements antisociaux (tels que I'agression). En effet, les souris KO pour
le récepteur V1b ont une baisse d’agressivité (Wersinger et al., 2002) tandis que les souris OTR-
KO présentent une agressivité accrue (Sala et al., 2011 ; Dhakar et al., 2012 ; Hattori et al., 2015).
De méme une agressivité accrue semble étre corrélée a une moindre libération d’OT dans le PVN
chez le rat (Calcagnoli et al., 2014 ; De Jong et al., 2014).

Une réduction d’activité des OTR dans le LS et une augmentation dans la MPOA et le VMH ont
été observées chez des rats tres agressifs, tandis que I'activité des V1aR semblait augmentée
dans le LS et le VMH (Lukas et al., 2013). De maniére intéressante, il semble que I'activation des
V1bR de la zone CA2 potentialise significativement les réponses pyramidales excitatrices ainsi
gue le comportement agressif, sans affecter I’anxiété (Pagani et al., 2015). L’activation du circuit
CA2-LS étant corrélée a une augmentation de I'agression (Leroy et al. 2018), cela concorde avec
un réle de I’AVP dans l'initiation du comportement agressif.

Cependant, il semblerait que le réle de I'OT et de I'AVP sur le LS soit différent chez les males et
les femelles. Sil'activation des cellules du dLS semblent inhiber le vLS et donc activer le VMH chez
les males (Leroy et al., 2018), il semble que chez les femelles I'agression nécessite une activation
des OTR sur le vLS associée a une inhibition tonique du dLS, potentialisée par une moindre
libération d’AVP dans cette zone (Oliveira et al., 2021).

1.3.2.3 Ocytocine et affiliation

Une des avancées majeures dans la compréhension du réle de I'OT dans I'affiliation nous vient
d’études sur les campagnols. Plus précisément, il est apparu que les campagnols des prairies
(Microtus ochrogaster), qui sont monogames, avaient une densité significativement plus élevée
en OTR dans le NAc en comparaison avec les campagnols des montagnes (Microtus montanus)
non monogames (Insel et Shapiro, 1992). L'importance critique de ces récepteurs a ensuite été
établie en montrant que la perfusion d'un antagoniste aux OTR dans le NAc empéchait
I’'appariement chez les campagnols des prairies (Young et al., 2001).
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Depuis, le role de I'OT a été étudié dans de nombreux comportements prosociaux chez la souris,
de la perception émotionnelle jusqu’a la consolation. Ainsi, la libération endogéene d'OT du PVN
vers la CeA, mais pas vers le NAc, le PFC ou I"hippocampe, est nécessaire pour la discrimination
des émotions des congéneéres (Ferretti et al., 2019). La peur observationnelle (et en particulier sa
potentialisation par la familiarité avec un congénére) semble également dépendante de I'OT, la
stimulation des neurones a OT du PVN rendant possible la peur observationnelle envers un
individu inconnu, possiblement via son action sur I’ACC (Pisansky et al., 2017). A l'inverse, il
semble que [l'activation des neurones a OT dans le LS empéche l'acquisition d’une peur
observationnelle chez les souris femelles et soit important dans son extinction en conditions
physiologiques (Menon et al., 2018).

Le comportement de consolation initié a la suite de la détection d’'une détresse chez un
congénere est également dépendant de la signalisation OT depuis le PVN, en particulier vers
I’ACC (une région associée a 'empathie chez ’humain (Burkett et al., 2016)) et la MeA (Y. E. Wu
et al., 2021). Les effets anxiolytiques de ce comportement de consolation par caresses sont eux
aussi généralement attribués a I'OT, la stimulation cutanée, soit intra-spécifique soit humain-
animal, activant les neurones a OT dans le PVN et le SON (Okabe et al., 2015 ; Okabe et al., 2020
; Tang et al., 2020 ; Yu et al., 2022) et déclenchant ainsi la libération d'OT tant au niveau central
gue périphérique (Uvnds Moberg et Petersson, 2022).

De plus, une injection d’OT dans le PVN réduit la réponse anxieuse et |'élévation de
corticostérone en réponse a un stress d'immobilisation, tandis qu’un injection d'un antagoniste
des OTR dans le PVN bloque les effets du tampon social (Cohen et al., 2014 ; Smith et Wang,
2014), montrant que le tampon social dépend de I'activation des OTR dans le PVN. De plus, il a
pu étre montré que les neurones encodant la réponse au stress dans la CeA étaient inhibés par
I’activation des OTR et la présence d’un congénere, et que la signalisation OTR dans la CeA était
nécessaire au tampon social (Hegoburu et al., 2024). La signalisation OTR au sein du mPFC semble
également jouer un réle, mais ce dernier différe en fonction du sexe de I'animal (Maroun et al.,
2020).

Les bases neurophysiologiques de I'interaction entre familiarité et comportements prosociaux
ont malheureusement été peu étudiées, mais pourraient impliquer un effet différentiel de 'OT
en fonction de la nature connue ou inconnue d’un congénere. Des études chez I’humain ont par
exemple montré que I'OT pouvait augmenter la confiance et I’empathie envers des individus du
méme groupe mais a l'inverse augmenter |’agression envers des inconnus (De Dreu et al., 2010).
Cela pourrait sous-tendre également un contréle des systemes mnésiques sur la libération ou la
réception de I'OT. Hasse Walum et Larry Young proposent un modele ou les informations
mnésiques contenues dans I’"hippocampe et 'amygdale modulent I'initiation des comportements
sociaux via le NAc, le PVN orchestrant le tout via ses afférences ocytocinergiques (Fig. 10) (Walum
et Young, 2018). Les neurones sensibles a 'OT de ’AON améliorent eux le signal/bruit dans le
bulbe olfactif lors d’une interaction sociale, ce dernier étant aussi modulé par le systeme
hippocampique via le LEC (Fig.5).
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Figure 10 : Modeéle neuronal de I'appariement social. Le bulbe olfactif (OB) traite les informations olfactives représentant
I'identité du partenaire pendant I'accouplement, et les neurones sensibles a I'ocytocine (OT) dans le noyau olfactif antérieur
(AON) améliorent le rapport signal/bruit de la sortie de I'OB. Les traces neuronales permettant la discrimination individuelle
sont transmises a I'amygdale (Amyg), qui forme une mémoire sociale du partenaire et attribue une valence aux stimuli
associés. Les engrammes sociaux, groupes de neurones activés par un individu, se forment dans I'hippocampe (Hipp) et
éventuellement dans I'amygdale et se projettent dans le noyau accumbens (NAc). L'aire tegmentale ventrale (VTA) libére
de la dopamine dans le NAc et le cortex préfrontal, activant ainsi le systéme de récompense. L'OT libéré par les neurones du
noyau paraventriculaire (PVN) agit sur I'ensemble du réseau pour améliorer la saillance et le flux d'informations sociales
dans le réseau. Le PFC coordonne les oscillations du NAc et éventuellement de I'amygdale pour faciliter le flux d'informations
sociales et la plasticité synaptique, reliant la représentation neuronale de l'identité du partenaire a la récompense. Les
signaux du partenaire deviennent intrinséquement gratifiants et I'activation du NAc désinhibe le pallidum ventral (VP), ce
qui conduit a l'initiation de comportements orientés vers le partenaire par le biais de la sortie motrice. La signalisation OT
dans le cortex cingulaire antérieur (ACC) entraine lui un comportement de consolation envers le partenaire en détresse.
D’aprés (Walum et Young, 2018).

La Figure 10 représente plus précisément un modele de I'appariement social chez les campagnols
des prairies aprés un accouplement, mais peut étre étendu a de nombreux comportements
sociaux au vu de la similarité des structures impliquées. De maniére intéressante, I'appariement
est un comportement absent chez la souris mais qui peut étre établi a la suite d’'une modulation
du systéme mnésique hippocampique (voir 2.3.7). Le PFC et I’ACC ont également été montrés
comme liés au systéme mnésique hippocampique, en particulier dans la consolidation de la
mémoire a long terme (voir 2.2.2.2), et pourraient donc aussi étre impliqués dans le dialogue
entre familiarité et comportements prosociaux.

Conclusion du Chapitre 1

La souris posséde un large éventail de comportements sociaux affiliatifs et agonistiques. Les
différentes composantes de ces comportements sociaux, depuis la perception sensorielle
olfactive jusqu’a I'expression motrice en passant par la modulation émotionnelle, sont sous-
tendues par un réseau cérébral complexe faisant intervenir de nombreux acteurs.

L'ocytocine, en jouant un réle coordinateur entre ces différentes structures, semble faciliter le
traitement d’informations sociales et favoriser I'approche sociale ainsi que les comportements
prosociaux. La mémoire sociale est également un modulateur important de ces comportements,
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et sera approfondie dans le prochain chapitre, avec une attention particuliere portée a la région
CA2 de I'hippocampe.

Enfin, une large littérature indique que les évenements stressants sont des modulateurs
importants de la fonction sociale et que celle-ci est sous-tendue par la modulation de 'activité
des structure évoquées dans ce chapitre, ainsi que par le systéme ocytocinergique, entre autres.
Cette modulation de la fonction sociale par le stress sera développée au sein du chapitre 3.
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Chapitre 2 Mémoire sociale et zone CA2 de I'hippocampe

Comme indiqué au chapitre précédent, la mémoire a une importance cruciale dans les
comportements sociaux, tant dans l'intérét porté aux stimuli sociaux pendant la phase
d’approche et d’investigation que dans les comportements plus complexes. Cette mémoire
sociale est sous-tendues par la plasticité de réseaux sous-jacents, faisant intervenir un grand
nombre d’aires cérébrales précédemment citées (Tanimizu et al., 2017). Parmi ces régions, il
apparait que I’"hippocampe et plus particulierement son aire CA2 dorsale joue un réle primordial
dans la mémoire sociale (Hitti et Siegelbaum, 2014 ; Montagrin et al., 2018). Nous évoquerons
ici d’abord les découvertes fondatrices sur la mémoire dépendante de I’hippocampe pour ensuite
nous intéresser plus en détail a la mémoire sociale et a la région CA2.

2.1 Classification de la mémoire

2.1.1 Les différents systemes de mémoire

Les travaux de Brenda Milner et William Scoville sur le patient H. M. ont été les premiers a
démontrer le réle des lobes temporaux médians dans la mémoire. H. M. souffrait de fréquentes
crises d'épilepsie généralisées, trés incapacitantes et résistantes a tous traitements
anticonvulsivants, ce qui a amené ses médecins a pratiquer une ablation compléete de larges
foyers épileptiques comprenant I'intégralité des lobes temporaux médians. L'opération a eu des
effets bénéfiques pour ses crises d’épilepsie mais inattendus sur sa mémoire : les tests
neuropsychologiques ont montré une amnésie dense pour tous les événements postérieurs a
I'opération (amnésie antérograde) et les évenements antérieurs récents (amnésie rétrograde
récente), mais une mémoire intacte pour les événements survenus avant les 19 mois précédant
I'opération. Ses autres capacités mnésiques (apprentissage de régles, de nouveaux gestes,
d'habitudes) étaient intactes sans que le patient puisse se souvenir d’avoir réalisé ces
apprentissages (Scoville et Milner, 1957).

Plus tard, les travaux en imagerie par résonnance magnétique de Suzanne Corkin et de ses
collegues ont pu montrer que la résection bilatérale du lobe temporal médian de H. M.
comprenait la formation hippocampique et les structures adjacentes, y compris la majeure partie
du complexe amygdaloide et du cortex entorhinal (Corkin et al., 1997).

A la suite de cette découverte, de nombreuses études ont pu établir un lien entre l'intégrité de
structures cérébrales précises et I'encodage ou la récupération de certaines informations. Il a
donc pu étre montré qu’il existait différents systemes de mémoire en fonction du type
d'information traitée et des structures cérébrales impliquées, ce qui a donné lieu a la création
d’un modeéle catégorisant les types de mémoire a long terme (Squire et Zola, 1996) qui est a notre
époque toujours d’actualité (Henke, 2010) (Fig.11).

Dans ce modele, la mémoire a long terme est divisée en deux grandes catégories. La premiere,
appelée mémoire déclarative ou explicite, se caractérise par la capacité de se souvenir
consciemment (« je sais, je me souviens »). Cette mémoire se compose de deux sous-classes : la
mémoire épisodique, qui comprend les souvenirs d'événements autobiographiques, et la
mémoire sémantique, qui comprend les faits et les connaissances générales (Tulving, 2002).
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Figure 11 : Classification des types de mémoire a long terme de Squire et Zola, ainsi que les structures cérébrales
impliquées. Adapté de (Henke, 2010).
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La mémoire sémantique est impersonnelle et dépourvue de contexte autobiographique, tandis
gue les souvenirs épisodiques sont hautement personnels. lls comprennent le lieu et le moment
ou les épisodes se sont produits et s'accompagnent du sentiment de revivre des épisodes vécus
personnellement. Les mémoires épisodique et sémantique dépendent du lobe temporal médian,
et en particulier de I'hippocampe.

L'autre classe englobe diverses capacités d'apprentissage et de mémorisation inconscientes et
est appelée mémoire non déclarative ou implicite. Celle-ci comprend I'apprentissage procédural
de compétences et d'habitudes sensorimotrices et cognitives, I'amorgage, le conditionnement
simple, I'habituation et la sensibilisation qui s'expriment tous par des changements de
comportement et sont indépendants du lobe temporal médian (Henke, 2010). Dans le cadre de
cette thése, nous nous concentrons sur les types de mémoire impliquant I'hippocampe, en
particulier la mémoire épisodique.

2.1.2 La mémoire épisodique et I’hippocampe

Chez I'humain, le réle de I'hippocampe dans la mémoire déclarative épisodique a pu étre précisé
a partir d'études portant sur des patients présentant des lésions bilatérales a la suite d'accidents
vasculaires cérébraux ischémiques (Zola-Morgan et al., 1986 ; Rempel-Clower et al., 1996). Ces
patients présentaient les mémes déficits de mémoire que le patient H.M. : amnésie antérograde
et rétrograde récente, mais aucun signe d'autres déficits de mémoire, ce qui a confirmé que
I'hippocampe était essentiel dans la mémoire déclarative mais non nécessaire a la mémoire
implicite et autres fonctions intellectuelles (Penfield et Milner, 1958 ; Cave et Squire, 1992).

Il est difficile d’affirmer que les animaux possedent une mémoire déclarative épisodique, cette
dernieére étant caractérisée par la capacité de I'humain de « voyager mentalement dans le
temps », c’est-a-dire de revivre ses souvenirs et de les verbaliser en exprimant ce qu’il a vécu
(« quoi »), de décrire le lieu ou il se trouvait (« ou ») et de situer le souvenir dans le temps
(« quand »). En se basant sur les comportements des animaux, une mémoire de type épisodique
(episodic-like) a pu étre mise en évidence de maniere édifiante chez le geai bleu par Nikola
Clayton et ses collégues (Clayton et al., 2003). En effet, les geais sont capables de retrouver quel
type de nourriture ils ont caché antérieurement, quand et ou ils I'ont cachée, indiquant qu’ils
présentent des capacités similaires a celles de la mémoire épisodique chez I’lhumain.
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L'importance de I"hippocampe dans la mémoire n’est également plus un débat chez le rongeur
(Kesner et Novak, 1982 ; Morris et al., 1982) et le primate non-humain (Zola-Morgan et al., 1989),
grace a l'utilisation de paradigmes prenant généralement en compte les questions « quoi »,
« ou » et « quand ». De plus, I'organisation anatomique des principales voies d'interaction entre
le néocortex et les aires temporales médianes, ainsi que |'organisation des aires temporales
médianes, est largement conservée entre les especes de mammiferes, des rongeurs aux
primates, ce qui fait des rongeurs un modele d’étude légitime de la mémoire dépendante de
I’"hippocampe (Eichenbaum, 2000 ; Dickerson et Eichenbaum, 2010). Voyons quels différents
sous-types de mémoire peuvent étre évalués chez les rongeurs et comment ceux-ci sont
sensibles a l'intégrité de I'hippocampe.

2.1.2.1 Mémoire de reconnaissance : « quoi »

Les rongeurs étant des animaux curieux et cherchant la nouveauté (Berlyne, 1950), beaucoup de
tests de mémoire de reconnaissance sont basés sur la différence entre le temps qu'un rongeur
passe a explorer un objet familier ou un objet nouveau. Dans le test de mémoire de
reconnaissance d’objet (ORM) I'animal est exposé a deux objets identiques nouveaux (A) puis,
aprés un temps plus ou moins long, il est confronté a I'objet désormais familier (A) et a un nouvel
objet (B) présentés aux mémes emplacements (Leger et al., 2013). Si le rongeur se souvient de
I’'objet familier (A), il explorera naturellement davantage |'objet nouveau (B).

Ce paradigme présente I'avantage de ne pas nécessiter de motivation extrinseque et permet de
tester facilement la mémoire a différents intervalles de temps. Néanmoins, il dépend de
I’appétence pour la nouveauté du rongeur, comportement qui est sensible au stress et a I'anxiété
(Maroun et Akirav, 2008) (ces facteurs doivent d’ailleurs étre systématiquement contrélés pour
affirmer qu’il existe une différence de mémoire entre deux groupes de souris).

Alors que 'ORM dépend fortement de I'intégrité du cortex périrhinal quel que soit le délai de
rétention, I'"hippocampe n’est pas impliqué pour de faibles délais mais devient indispensable
pour I’'ORM a long-terme (= 24h) (pour revue : Cohen and Stackman, 2015).

2.1.2.2 Mémoire spatiale : « ou »

La mémoire spatiale implique les informations permettant la navigation dans I'espace, c’est-a-
dire celles relatives a I'emplacement d'objets physiques dans I'espace ou bien aux propriétés
spatiales de I'environnement lui-méme, et dépend fortement de l'intégrité de I"hippocampe
(Morellini, 2013). En effet I’hippocampe contient des cellules dites « de lieu » qui s’activent
quand I'animal se trouve dans un lieu donné. Elles permettent ainsi de coder I’environnement et
donc de faire une carte mentale de I'espace (Moser et al., 2015).

Cette mémoire peut étre testée par un schéma similaire a celui de I'ORM, appelée mémoire de
localisation d’objet (OLM). Les objets restent cette fois les mémes entre les phases d'exposition
initiale et de test, mais I'emplacement de |'un des deux objets est modifié lors du test. Les
rongeurs détectant le changement spatial et préférant la nouveauté, ils exploreront davantage
I'objet au nouvel emplacement. Ce test dépend fortement de I'intégrité de I’"hippocampe (pour
revue : (Warburton et Brown, 2015)).

D'autres tests de mémoire spatiale mesurent les performances d'apprentissage des rongeurs
dans des labyrinthes spatiaux. Parmi les plus utilisés, on peut citer les tests de labyrinthe en Y ou
en T, ou le rongeur doit se souvenir quel est le bras déja exploré et le bras nouveau (Kraeuter et
al., 2019), et le labyrinthe aquatique de Morris qui mesure la capacité d’un rongeur a trouver une
plate-forme cachée dans un bassin d'eau opaque (Morris, 1984 ; Morris, 2015). D’autres tests
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plus complexes comme le labyrinthe radial (Olton et Samuelson, 1976) et le labyrinthe de Barnes
(Barnes, 1979) testent non seulement la mémoire spatiale mais aussi la mémoire de travail (Pitts,
2018 ; Kohler et al., 2022 ; Wijnen et al., 2024). Pour un historique et une description détaillés
des labyrinthes utilisés en neurosciences comportementales, (Wijnen et al., 2024) peut étre
consulté.

2.1.2.3 Mémoire temporelle : « quand »

Si tester la mémoire spatiale et de reconnaissance est relativement facile chez le rongeur, tester
la mémoire temporelle est un challenge un peu plus technique. Plusieurs paradigmes ont
cependant été développés afin de I'évaluer (Barbosa et Castelo-Branco, 2022). Un de ces
paradigmes est assez similaires a 'ORM, avec I’exposition a un objet 1 a t1, puis I'exposition a un
objet 2 a t,. Lors d’un test de choix entre ces deux objets, le rongeur explore en général plus
longtemps I'objet le plus ancien. Ceci dépend fortement de I'intégrité de I’hippocampe (pour
revue : (Warburton et Brown, 2015)).

De méme, (Agrabawi et Kim, 2018) ont utilisé un paradigme de mémoire olfactive temporelle en
présentant successivement 3 odeurs, puis en laissant la souris investiguer soit la premiere soit la
derniere odeur présentée. Cette méme étude présente d’autres tests novateurs mélangeant les
différentes composantes de la mémaoire épisodique afin de mieux la modéliser. Ainsi, leur test de
mémoire spatiale contextuelle demande aux animaux de se souvenir de I'emplacement d’une
source odorante associée a un contexte donné. Ils ont également évalué I'intérét suscité par une
odeur en fonction de sa congruence avec le contexte (Aqrabawi et Kim, 2018).

D’autres paradigmes plus complexes tentent d’évaluer en méme temps une mémoire
contextuelle, spatiale et de reconnaissance chez le rat basée sur I'association d’une odeur, de
I’emplacement d’une récompense dans une aréne et d’un contexte multisensoriel (lumiere, sons
et motif des murs de I'aréne) (Auguste et al., 2023).

2.1.2.4 Mémoire sociale : « qui »

Alors que les aspects "ou" et "quoi" de la mémoire épisodique ont été largement étudiés, le "qui"
de la mémoire épisodique a été pendant longtemps négligé. La capacité de se souvenir d'autres
personnes est pourtant un aspect majeur de la mémoire épisodique et un des éléments les plus
handicapants de ses pathologies. Le patient H. M. a par exemple été signalé comme présentant
une "incapacité totale a se souvenir de photographies de nouveaux visages apres deux minutes"
(Milner et al., 1968). De méme, l'incapacité a se souvenir d’individus rencontrés récemment est
un des symptdmes connus de la maladie d’Alzheimer, qui endommage entre autres la mémoire
épisodique.

Les rongeurs sauvages forment des groupes sociaux complexes qui impliquent de pouvoir
reconnaitre des dizaines d’individus et de se souvenir certaines de leurs caractéristiques (comme
par exemple leur rang hiérarchique) (Hurst, 1987 ; Schweinfurth, 2020). En laboratoire,
I’exploration de la mémoire sociale chez le rongeur a débuté dans les années 70 par la
constatation que les rats pouvaient sentir la différence entre une odeur de partenaire de cage et
une odeur sociale nouvelle (Carr et al., 1976). Depuis, de nombreux paradigmes ont été
développés pour tester la mémoire de reconnaissance sociale (SRM), chacun de ces paradigmes
comprenant un sujet (I'animal dont le comportement est mesuré) et un stimulus social (I'animal
ou I'odeur sociale présentée au sujet).

Ces paradigmes se basent en général sur deux regles : les rongeurs sont naturellement sociaux
(ils préferent donc l'interaction sociale a I'absence d'interaction sociale) et naturellement attirés
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par la nouveauté (ils préferent l'interaction avec un animal nouveau qu’avec un animal familier)
(Berlyne, 1950 ; Gheusi et al., 1994 ; Moy et al., 2004). D’autres tests plus complexes ont
également été développés pour étudier non pas la mémoire sociale directe mais la mémoire
sociale associative, c’est-a-dire I'association entre un stimulus social et un stimulus non social (en
général renforcé, positivement ou négativement). Enfin, comme cela est le cas dans I'étude de
(Carr et al., 1976), quelques équipes se sont penchées sur la mémoire sociale uniquement par
son biais olfactif.

Mémoire sociale directe

Trois paradigmes (et leurs variantes) sont principalement utilisés dans les études actuelles (Van
Der Kooij et Sandi, 2012 ; Cum et al., 2024). Le premier est le test d’interaction directe (Fig. 12a),
consistant simplement a exposer le sujet a un congénére puis a le réexposer un certain laps de
temps plus tard. Le test d'habituation-déshabituation en 5 phases (Fig. 12b), implique lui 4
présentations a un méme congénére puis une présentation d’'un nouveau congénére. Enfin, dans
le test de discrimination sociale en trois chambres (Fig. 12c), le sujet apprend les caractéristiques
d’un congénére nouveau durant une phase de familiarisation puis sera réexposé a ce congénére
opposé a un congénere nouveau. Plus récemment, compte tenu des limites du test en trois
chambres (Jabarin et al., 2022), des arénes plus petites ont été utilisées pour présenter un
congénere familier et un congénere nouveau (Fig. 12d) (Okuyama et al., 2016 ; Oliva et al., 2020
; Lopez-Rojas et al., 2022 ; Costa et al., 2022), permettant un temps d’exploration plus long des
cibles sociales et réduisant le besoin de navigation spatiale. La phase de familiarisation a
également été modifiée dans certaines études, opposant a l'individu familier un autre individu
(Oliva et al., 2020 ; Lopez-Rojas et al., 2022) ou bien un objet avec une forme de souris (Phillips
et al., 2019 ; Xu et al., 2022) a la place d’'une cage vide, pour corriger les potentiels biais qui
seraient dus a une mémoire de reconnaissance d’objet. Ces tests sont fortement perturbés par
des lésions de I'hippocampe (Kogan et al., 2000).
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Figure 12 : Paradigmes d’évaluation de la mémoire sociale directe. a) Test d’interaction directe. b) Test

d’habituation/déshabituation en 5 phases. c-d) Test de discrimination en 3 chambres (c) et ses variantes (d). Les temps entre

les phases de familiarisation et de test (ITl) sont donnés a titre indicatifs et varient beaucoup entre les études.
Le niveau de familiarité du congénere dit « familier » differe lui aussi selon les études, la majeure
partie d’entre elles pratiquant une familiarisation de moins de 5 minutes (Fig.13a-b). En
comparaison, tres peu d’études comparent I'attractivité d’un individu nouveau comparé a un
individu connu de longue date, que ¢a soit la mere, un membre de la portée (/littermate) ou bien
un individu de la cage d’habitation (cagemate) (Fig. 13a-c) (Cum et al., 2024).

Enfin le temps de rétention de la mémaoire (c’est-a-dire le temps entre la phase de familiarisation
et la phase de test, ou inter-trial interval ITI) difféere également beaucoup entre les études, la
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majeure partie d’entre elles pratiquant un ITI relativement court, de 6 minutes a 1 heure (Fig.
13d) (Cum et al., 2024).
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Figure 13 : Méta-analyse des paradigmes d’évaluation de la mémoire sociale pratiqués sur la souris. a-c) Niveaux de
familiarité entre le sujet et la souris dite « familiere » et nombre de publications associées. d) Intervalles de temps pratiqués
entre la familiarisation et le test dans les études utilisant des paradigmes nécessitant une phase de familiarisation. D’aprés
(Cum et al., 2024).

La majeure partie des publications comparent le temps d’exploration (le plus souvent mesuré
manuellement) entre ces différents stimuli sociaux (Cum et al., 2024). Si la mémoire sociale est
intacte, le temps passé a explorer les stimuli sociaux diminue a mesure que la familiarisation
augmente dans le paradigme d'habituation-déshabituation et d’interaction directe, pour ensuite
augmenter a nouveau lors de la présentation du nouveau congéneére. Le temps passé avec le
nouveau congénere est lui plus élevé dans le test de choix et ses variantes.

Il est a noter que les tests de discrimination sociale, comme tous les tests nécessitant une
appétence pour la nouveauté, sont sensibles au stress et a I'anxiété (Zhan et al., 2024). En outre,
un isolement social d’une semaine ou méme de 24h induit des déficits de SRM sans provoquer
de déficits d’autre mémoires hippocampiques (Kogan et al., 2000 ; Gusmao et al., 2012 ;
Monteiro et al., 2014), la SRM a long-terme (7 jours) semblant étre plus sensible a un isolement
de 24h que la SRM a court terme (30 min) (Kogan et al., 2000).

Comme dans beaucoup de domaines des neurosciences, la SRM a été principalement étudiée
chez le male, méme si les études prennent de plus en plus en compte des femelles (Cum et al.,
2024). Chez le male (et la femelle dans une moindre mesure), la détection de I'odeur d’un adulte
inconnu peut engendrer 'activation du circuit relatif a I’agression sociale ou bien a I’évitement
en fonction de la hiérarchie sociale des animaux. Les tests de SRM présentés ayant pour base le
temps d’exploration des stimuli sociaux, l'activation de ces circuits peut en altérer
considérablement les résultats. Pour corriger ces potentiels biais, les souris utilisées comme
stimuli sociaux sont principalement des juvéniles (jusqu’a 5-6 semaines d’ages), certaines études
sur le male ayant également utilisé des femelles ovariectomisées (Cum et al., 2024). D’autres
études utilisent comme cible sociale des animaux inconscients pour éviter les biais dus a des
signaux émotionnels, mais une étude récente a montré que cela pouvait rendre la SRM moins
efficace (De La Zerda et al., 2020).

Mémoire sociale associative

Quelques études ont également créé des taches basées sur du conditionnement opérant pour
étudier la mémoire sociale associative (Gheusi et al., 1994 ; Kong et al., 2023). Les souris sont
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ainsi capables d’associer un certain congénére a la présence d’une récompense et un autre a
I'absence d’une récompense.

D’autres études ont en outre évalué la capacité des souris a associer un congénéere avec un
stimulus nociceptif (De La Zerda et al., 2020 ; Kassraian et al., 2023). Dans une des études, le sujet
apprenait a associer une souris de souche ICR a un choc électrique, puis une souris C57BI6 a
I’absence de choc. Dans un test de choix proposé ultérieurement, le sujet préférait investiguer la
souris C57BI6 (De La Zerda et al., 2020). Dans la deuxieme étude, le sujet pouvait librement
explorer deux congéneres (CS+ et CS-) dans un environnement similaire a celui présenté en Figure
12c, mais était systématiquement soumis a un choc électrique lorsqu’il investiguait le congénéere
CS+. A la suite de ce conditionnement, les souris étaient soumises a un test de choix (sans choc)
entre les souris CS+ et CS- et passaient significativement plus de temps avec la souris CS - non
associée aux chocs (Kassraian et al., 2023).

Mémoire sociale olfactive

Tout comme l'interaction avec un congénere, les odeurs sociales sont naturellement attractives
pour la souris (Kobayakawa et al., 2007) et cette attractivité est modulée par le degré de
connaissance de l'odeur. Des tests similaires a ceux évoqués précédemment ont donc été
développés, avec cette fois-ci comme cible sociale non plus un congénéere mais une odeur sociale,
qui est en général une odeur d’urine. D’autres études ont utilisé comme source odorante de la
litiere souillée ou bien des blocs de bois placés au contact de la litiere dans les cages des animaux,
présentant ainsi des molécules contenues dans I'urine, les feces et autres sécrétions biologiques.
D’autres enfin ont utilisé un individu entier mais placé derriére une grille opaque (Noack et al.,
2010), ou encore des sécrétions vaginales de femelles en cestrus chez le hamster (Petrulis et al.,
2005). Les protocoles d’interaction directe, d’habituation / déshabituation et de discrimination
peuvent étre utilisés avec ces différentes sources odorantes comme stimuli sociaux (Yamazaki et
al., 2000 ; Wersinger et al., 2004 ; Lehmkuhl et al., 2014 ; Zou et al., 2015 ; Lietzau et al., 2020).

Certaines études ont opposé des odeurs inconnues a des odeurs de compagnons de cage, ou de
la cage d’habitation elle-méme, avec en général une attraction plus marquée envers 'odeur
sociale nouvelle (Pena et al., 2017 ; Lietzau et al., 2020), mais pas systématiquement. Il ainsi pu
étre montré que les rats males ne préféraient une odeur d’urine nouvelle a une odeur de
compagnon de cage que si elles provenaient d’animaux juvéniles (Carr et al., 1976).

2.2 Hippocampe et mécanismes de la mémoire épisodique

2.2.1 Le circuit tri-synaptique

L'hippocampe proprement dit se compose de la région de la corne d’Amon (CA), une bande de
neurones pyramidaux tenant son nom a sa ressemblance aux cornes du dieu égyptien Amon, et
du gyrus denté (DG). La représentation classique (excluant CA2) du schéma de cablage de
I'hippocampe est celle d'une boucle tri-synaptique (Fig. 14) dans laquelle on a longtemps pensé
gu'il n'y avait qu'une entrée, le cortex entorhinal (EC) et qu’une sortie, le CAl. Dans ce modéle,
le principal afflux d'informations se fait par des axones de la voie perforante, qui transmettent
des données sensorielles multimodales depuis I'EC jusqu’au DG. Grace a son tres grand nombre
de cellules granulaires, le DG effectue une "séparation des formes" (pattern separation),
permettant de différencier les entrées d'informations qui se chevauchent. Cette étape du
traitement de l'information est nécessaire pour ne pas confondre des schémas d'information
similaires mais représentant des souvenirs distincts (McNaughton et Nadel, 1990). Les cellules
granulaires du DG projettent a leur tour leurs axones (appelées fibres moussues) vers les
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dendrites des neurones pyramidaux (NPs) de CA3. Ces synapses ont une propriété unique : elles
forment des grands terminaux présynaptiques, avec des sites de libération multiples sur des
structures dendritiques appelés "excroissances épineuses" des NPs de CA3 (illustrées en Figure
16c) (Amaral et Dent, 1981 ; Henze et al., 2000).
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Figure 14 : La boucle tri-synaptique de I'hippocampe. Les entrées en provenance de I’EC parviennent a I'hippocampe par

la voie perforante vers le DG ainsi que directement vers la zone CA1. Dans le DG, les cellules granulaires envoient des fibres

moussues aux NPs de CA3, qui eux-mémes projettent sur les NPs de CA1. Ceux-ci renvoient alors leurs axones vers I'EC.

D’apres (Neves et al., 2008).
Les NPs de CA3 forment eux-mémes un réseau auto-associatif au sein de chaque hémisphere, se
connectant les uns aux autres par le biais de connexions commissurales. On pense que cette
architecture leur permet de réaliser un "achévement du modele" (pattern completion), un
phénomeéne qui permet le rappel précis d’éléments a partir de la présentation d'un seul indice
(McClelland et al., 1995 ; Nakazawa et al., 2002). Les NPs de CA3 transmettent ensuite le signal
aux NPs du CA1 ipsilatéral et controlatéral par l'intermédiaire de leurs collatérales de Schaffer.

Les dendrites des NPs du CA1 regoivent des afférences du CA3 mais aussi une entrée sensorielle
directe des cellules de la couche Ill de I'EC. L'intégration par les NPs de CA1 des informations
intégrées du CA3 d’une part, et des informations sensorielles de I'EC d’autre part, est censée
permettre aux NPs du CA1 de comparer |'expérience présente et celles précédemment vécues
(Neves et al., 2008). Enfin, les NPs de CA1 projettent vers le subiculum, le parasubiculum, la
couche V de I'EC ainsi que vers d'autres zones corticales et non corticales (Naber et al., 2001).

Cette boucle n’est cependant pas close, car I'hippocampe recoit des afférences depuis de
nombreuses structures extra-hippocampiques. De plus, ces circuits sont influencés par des
neuromodulateurs tels que la dopamine, la sérotonine, la corticostérone, 'AVP et I'OT qui
peuvent influencer les processus de mémorisation de I'hippocampe. Enfin, I'hippocampe abrite
également une population variée d’interneurones GABAergiques qui modulent la transmission
de l'information, en particulier au sein de la zone CA2.

2.2.2 Mécanismes de formation, de consolidation et de rappel de la mémaoire

La mémoire a long terme nécessite a la fois une méthode par laquelle I'information peut étre
encodée, un moyen de consolider cette représentation afin de la garder en mémoire et un moyen
de la rappeler. Différents mécanismes ont été proposés quant aux substrats neuronaux de ces
étapes de la mémoire a long terme.
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2.2.2.1 Mécanismes de formation de la mémoire : la plasticité synaptique et cellulaire

Initialement théorisé par Donald Hebb en 1949 (Hebb, 1949), le lien entre changements
synaptiques et mémorisation s'est réellement renforcé lorsque des enregistrements
électrophysiologiques in vitro et in vivo ont révélé des changements durables de l'efficacité
synaptique au sein de structures cérébrales aprés de nombreuses formes d'apprentissage
(Rioult-Pedotti et al., 2000 ; Ryan et al., 2015). Cette plasticité peut prendre la forme de
potentialisation a long terme (LTP) et de dépression a long terme (LTD), deux mécanismes
permettant respectivement d’augmenter et de diminuer la transmission synaptique et qui
s'expriment par des changements a la fois pré- et post-synaptiques (Abraham et al., 2019). La LTP
a été la premiere a étre montrée comme sous-tendant la mémorisation dans diverses régions
cérébrales (Martin et al., 2000), y compris I"hippocampe (Whitlock et al., 2006 ; Neves et al.,
2008). Pouvant étre a la fois rapidement induite (entre autres par un mécanisme de remaniement
post-synaptique des récepteurs glutamatergiques NMDA) et maintenue pendant une longue
période (entre autres grace un processus de synthése protéique), elle serait le support cellulaire
de la mémorisation a court et a long-terme (Abraham et al., 2019).

La plasticité synaptique n’est cependant pas le seul mécanisme de mémorisation, |'excitabilité
intrinseque des cellules étant également modifiée au cours d’'un apprentissage et nécessaire au
bon déroulement de celui-ci (Lisman et al., 2018).

Ces mécanismes de plasticité synaptique et d’excitabilité viennent renforcer le postulat initial de
Hebb qui avancait que des cellules s’activant ensemble renforcent leurs connexions, formant
ainsi une assemblée de cellules qui déchargeraient systématiquement de maniere synchrone.
Cette assemblée, correspondant a I'engramme proposé par Richard Semon (Semon, 1911 ;
Josselyn et Tonegawa, 2020), pourrait alors répliquer I'activité neuronale générée par
I’expérience initiale (Hebb, 1949). Des études plus récentes ont pu confirmer cette théorie, en
montrant qu’activer par optogénétique les cellules spécifiquement recrutées lors d’un
apprentissage (dites cellules de I’'engramme) conduisait au rappel de celui-ci (Liu et al., 2012).
D’autres études postulent méme que l'apprentissage établirait de novo une connectivité
spécifique entre les cellules d’un engramme, et que ce sont ces nouvelles connexions qui
favoriseraient la consolidation dite synaptique de la mémoire (Tonegawa et al., 2015 ; Ryan et
al., 2015).

2.2.2.2 Mécanismes de consolidation : relai cortical et sharp-wave-ripples

Un autre mécanisme de consolidation synaptique de la mémoire a été également découvert au
sein de I"hippocampe, initialement sur la mémoire spatiale, et implique la répétition accélérée
de la séquence d’activation des cellules hippocampiques pendant les périodes de repos (sommeil
ou immobilité) aprés I'apprentissage. Ce phénomene, appelé sharp-wave-ripples (SWR) est
composé de deux motifs distincts : des ondes a basse fréquence (~0.01-3 Hz, sharp-waves) qui
se propagent de CA3 jusqu’au CA1, superposées a des ondulations a haute fréquence (~150-200
Hz, ripples) au sein du CA1l (pour revue : (Buzsdki, 2015)). La perturbation de ces motifs
hippocampiques pendant le repos nuit a la consolidation de la mémoire spatiale (Girardeau et
al., 2009 ; Ego-Stengel et Wilson, 2010), démontrant leur réle dans cette derniére. Le réle des
SWR a essentiellement été étudié dans la transmission CA3-CA1 et la mémoire spatiale, mais des
études plus récentes ont pu montrer que la région CA2 dorsale était également le siege de SWR
et que ces derniéres étaient nécessaires a la consolidation de la mémoire sociale (Oliva et al.,
2020) (voir 2.3.6.3.3).
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Il existe un autre niveau de consolidation mnésique appelé « consolidation systémique » qui
s’établit a trés long terme (plusieurs semaines, mois) et dont certaines théories suggerent que
les souvenirs deviennent indépendants de I'hippocampe et sont « transférés » dans le néocortex
via un dialogue hippocampo-cortical (Lisman et Morris, 2001 ; Lesburgueres et al., 2011). Cela
serait en accord avec le fait que les lésions du lobe temporal médian chez I’lhumain ne perturbent
pas la mémoire ancienne, comme évoqué en 2.1.1. Des études basées sur l'utilisation du glucose
cérébral (Bontempi et al., 1999), I'activation de genes précoces (Maviel et al., 2004 ; Frankland
et al., 2004) et la formation des épines dendritiques (Restivo et al., 2009 ; Lesburgueres et al.,
2011) ont ainsi montré que la mise en mémoire initiale impliquant I’hippocampe semble étre
suivie par des changements neuronaux dans le mPFC, le cortex orbitofrontal, I’ACC ou le cortex
rétrosplénial. Les SWR semblent également jouer un r6le dans le relai cortical de la mémoire
(Todorova et Zugaro, 2020), des enregistrements simultanés in vivo ayant montré que les SWR
hippocampiques se produisaient en coordination avec une activation neuronale néocorticale (Ji
et Wilson, 2007 ; Tang et Jadhav, 2019). De plus, I'inactivation de I'hippocampe pendant les 15
premiers jours suivant I'apprentissage entraine un déficit de la mémoire a tres long-terme, tandis
que l'inactivation ultérieure n'entraine pas de déficit (Lesburguéres et al., 2011). En revanche,
I'inactivation corticale, pendant les périodes précoces ou tardives, entraine un déficit de la
mémoire a trés long-terme (Lesburgueres et al., 2011). Ceci suggere que l'activité hippocampique
durant la période initiale est cruciale pour la formation de la mémoire, mais que celle-ci devient
indépendante de I'hippocampe apres une certaine période.

La place de I'hippocampe dans le rappel de la mémoire ancienne est cependant aujourd’hui
toujours débattue, car des résultats contradictoires ont été publiés a ce sujet (Tonegawa et al.,
2018). D’autres chercheurs ont d’ailleurs proposé des théories alternatives au modeéle de
consolidation systémique. La théorie des «traces multiples », par exemple, propose que
I'hippocampe reste toujours impliqué dans la récupération de la mémoire, arguant que cette
région est nécessaire pour rendre compte de toutes les modalités de la mémoire épisodique
récupérée (Nadel et al., 2000).

2.3 Larégion CA2 de I'hippocampe
2.3.1 Définir la zone CA2

2.3.1.1 Particularités anatomiques

Les premiers neuroanatomistes séparaient le CA des rongeurs en deux zones distinctes : la partie
supérieure, constituée de petits NPs (regio superior de Cajal), et la partie inférieure, constituée
de NPs plus grands (regio inferior de Cajal). Cette délimitation fut utilisée jusqu’en 1934, ou
Rafael Lorente de N6 nota qu'une petite zone du regio inferior était suffisamment distincte dans
sa cytoarchitecture et sa connectivité pour justifier une nomenclature séparée (Lorente De No,
1934). Lorente de N6 a en effet observé que, si le corps des NPs du CA2 et du CA3 étaient plus
grands que ceux du CA1l (Fig. 15a), les dendrites des NPs du CA2 ne présentaient pas les
excroissances épineuses associées a l'entrée des fibres moussues provenant du DG,
caractéristiques des NPs du CA3 (Fig. 15b-c). Il a également observé que les cellules du CA2
recevaient des collatérale de Schaffer des NPs du CA3, tout comme les cellules de I'aire CA1
(Lorente De NG, 1934).
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Figure 15 : lllustration de la morphologie des neurones pyramidaux hippocampiques, (a) dans I'ensemble de
I’hippocampe, (b) dans la région CA2 et (c) dans la région CA3. Notez en (a) la taille importante des corps cellulaires des
neurones pyramidaux CA2 et CA3 comparativement a CA1, ainsi que la différence d’arborisation dendritique entre CA1 et
CA2. En (b-c), notez I'absence d’excroissances épineuses dendritiques sur le neurone pyramidal CA2. o : stratum oriens, p :
stratum pyramidale, r : stratum radiatum, I-m : stratum lacunosum-moleculare. Adapté de (Ishizuka et al., 1995).
Les NPs de CA2 ont également moins de dendrites obliques que ceux de CA1 (Fig.15a) (Lorente
De N6, 1934 ; Ishizuka et al., 1995). De plus, les dendrites apicales des NPs de CA2 sont ramifiées
d'une maniére qui pourrait étre particulierement bien adaptée a la transmission des signaux des
synapses distales dans le stratum lacunosum moleculare (SLM) aux corps cellulaires (Piskorowski
et Chevaleyre, 2012 ; Sun et al., 2014). Cela pourrait expliquer que les synapses distales de I'ECII
sur les NPs CA2 soient plus efficaces pour initier un potentiel d’action que les synapses de I'ECIII
dans le SLM du CA1 (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010).

Il est important de préciser que, malgré une description de la portion ventrale de CA2 (vCA2) par
Lorente de No (Lorente De N6, 1934), presque toutes les études portant sur la région CA2 se sont
concentrées sur sa portion dorsale (dCA2). Les délimitations et I’existence méme de la vCA2 sont
d’ailleurs sujettes a controverses (Dudek et al., 2016).

2.3.1.2 Particularités moléculaires

Des études récentes sur les attributs moléculaires des NPs de CA2 ont confirmé I'aspect unique
de la zone CA2 et permettent une définition actualisée de cette région (Fig. 16) (Lein et al., 2005
; Kohara et al., 2014 ; Hitti et Siegelbaum, 2014) : celle-ci est enrichie entre autres en régulateur
de signalisation des protéines G 14 (RGS14), en protéine de cellules de Purkinje (PCP4), en
striatum-enriched protein-tyrosine phosphatase (STEP), en molécule d'adhésion avec domaine
analogue a I'lg 2 (Amigo2) et en protéine transmembranaire de régulation de recepteurs AMPA
v5 (TARP y5, encodé par le géne Cacng5).

RGS14 PCP4 STEP RGS14 PCP4 STEP

Figure 16 : Expression des marqueurs moléculaires de la zone CA2 RGS14 (a), PCP4 (b) et STEP (c) dans un hippocampe de
souris, ainsi que les trois expressions superposées (d). D’apres (Kohara et al., 2014).
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Les particularités moléculaires du CA2 servent également a moduler ou imager spécifiquement
les neurones de cette zone. Les lignées transgéniques Amigo2-Cre (Hitti et Siegelbaum, 2014),
Cacng5-Cre (Boehringer et al., 2017), V1b-Cre et PCP4-Cre (Boyle et al., 2024) ont été d’ailleurs
déja utilisées dans ce but.

En outre, la région CA2 dorsale a été montrée comme présentant une densité particulierement
importante en OTR (Fig. 17a) et en V1b (Dudek et al., 2016), avec une importance physiologique
qui sera détaillée en partie 2.3.4. La zone CA2 exprime également une densité plus élevée de
récepteurs minéralocorticoide (MR) a la corticostérone comparativement aux sous-champs
hippocampiques environnants (Fig. 17b) (Kretz et al., 2001 ; Kalman et Spencer, 2002), et la
présence de ces MR est indispensable au développement d’autres parametres physiologiques
spécifiques aux neurones de la région CA2 (McCann et al., 2021). Cela sera détaillé en partie
2.3.5.

Figure 17 : L’expression du récepteur a I'ocytocine et du récepteur minéralocorticoide dans la région CA2 dorsale. a)
Expression du marquage tdTomato sous contréle d’un promoteur du récepteur a I'ocytocine (OXTR) dans un hippocampe
dorsal de souris. D’apreés (Tirko et al., 2018). b) Marquage immunofluorescent du récepteur minéralocorticoide (MR) dans
un hippocampe dorsal de souris. D’aprés (McCann et al., 2021).

2.3.1.3 Particularités de la matrice extra-cellulaire

Une autre particularité frappante de l'aire CA2 est la tres forte expression de filets péri-
neuronaux (peri-neuronal nets PNNs) en comparaison des autres régions hippocampiques. Ces
PNNs entourent les interneurones a parvalbumine (PV) et le fort marquage autour des PNs du
CA2 est d( aux terminaisons des neurones PV qui entourent le soma des PNs (Dominguez et al.,
2019). Cette matrice extra-cellulaire particuliere a un effet important sur la plasticité du CA2, car
elle semble empécher la potentialisation a long terme (LTP) des synapses excitatrices (Carstens
et al.,, 2016 ; Carstens et Dudek, 2019), ainsi que la LTD aux synapses inhibitrices (iLTD)
(Dominguez et al., 2019). De plus, il a pu étre montré que |'expression des PNNs augmentait avec
I’age et correspondait a I’émergence de la mémoire sociale (Carstens et al., 2016 ; Dominguez et
al., 2019).

2.3.1.4 Particularités électrophysiologiques

Les NPs de la région CA2 sont des neurones de trés grande taille dont la capacitance est
notablement élevée. Leur résistance membranaire est en revanche plus faible que celle des NPs
de CA1 et CA3, car les canaux de fuite TREK1 (ou KCNK2) sont plus fortement exprimés dans les
NPs de CA2 (Talley et al., 2001). L'une ou l'autre de ces caractéristiques électrophysiologiques
peut contribuer au schéma spécifique des potentiels d‘action de CA2, a savoir un déclenchement
tardif et régulier a basse fréquence (contrairement aux NPs de CA3 qui ont tendance a se
déclencher en salves) (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010 ; Kohara et al., 2014). lls sont également
plus hyperpolarisés que leurs voisins, et certaines études ont trouvé que leur potentiel de repos
était légérement inférieur a celui des NPs de CA1 et de CA3, néanmoins sans consensus (Zhao et
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al., 2007 ; Chevaleyre et Siegelbaum, 2010 ; Kohara et al., 2014 ; Hitti et Siegelbaum, 2014). Les
NPs de CA2 se distinguent enfin par une absence d’hyperpolarisation a la suite d’un potentiel
d’action (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010).

2.3.1.5 Interneurones de l'aire CA2

Une autre particularité de la zone CA2 de I'hippocampe est sa densité en interneurones, plus
élevée que dans les zones CA1 ou CA3 (Botcher et al., 2014), ce qui coincide avec une inhibition
feedforward qui y est particulierement importante. En utilisant des marquages
immunohistochimiques, Nicola Botcher et ses collegues ont constaté que le nombre et la classe
des interneurones dans CA2 étaient différents de ceux des régions voisines (Botcher et al., 2014).
La densité en interneurones exprimant la reelin dans le stratum pyramidale (SP) du CA2 du rat
est ainsi plus de trois fois et six fois supérieure a celle observée dans les zones CA3 et CAl,
respectivement, et le nombre d'interneurones exprimant la calbindine est pres de dix fois plus
élevé dans le SP de CA2 que dans le CA1l et le CA3. Les interneurones a parvalbumine (PV) et a
somatostatine semblent également étre plus élevé dans le SP de CA2. Ces résultats ont été
largement confirmés par des études de coloration in situ (Young et Song, 2020).

2.3.2 Connectivité de la région CA2

Chez les rongeurs, les afférences primaires faisant contact avec les NPs de CA2 proviennent de
trois sources principales (Fig. 18) : les cellules granulaires du DG qui ciblent le stratum lucidum
(SL), les neurones de CA3 qui ciblent le stratum radiatum (SR), et les neurones médians et
latéraux de la couche Il de I'EC latéral (LEC) qui ciblent le stratum lacunosum-moleculare (SLM)
(Cui et al., 2013 ; Kohara et al., 2014). La principale cible de projection des NPs de CA2 est
constituée par les neurones CA1 profonds, dont les dendrites se trouvent dans le stratum oriens
(SO) (Shinohara et al., 2012 ; Kohara et al., 2014), et dans une moindre mesure des neurones CA1
situés dans le SR (Shinohara et al., 2012). Les PNs de CA2 sont fortement excités par les afférences
du LEC, mais seulement faiblement par les afférences de CA3, pour ensuite fournir une tres forte
connexion excitatrice a CA1 (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010 ; Sun et al., 2014). Il est a noter que
le dCA2 envoie des projections vers le dCA1 mais aussi jusqu'au vCAl, une projection
majoritairement excitatrice car l'inactivation optogénétique des projections du dCA2 réduit
I'expression cFos dans la couche pyramidale de vCA1 (Raam et al., 2017).

Les connexions extra-hippocampiques dans CA2 comprennent les afférences AVP et OT du PVN
(Cui et al., 2013 ; Althammer et al., 2022), du raphé médian, du septum médian et de la bande
diagonale de Broca (Dudek et al., 2016) ainsi que des connexions réciproques avec le noyau
supramammilaire (SuM) (Pan et McNaughton, 2004 ; S. Chen et al., 2020). Les neurones du dCA2
projettent également vers le LS (Cui et al., 2013).
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Figure 18 : Connectivité intra et extra-hippocampique des neurones pyramidaux de CA2. La région CA2 est située entre la
région CA3 et la région CA1 et fait partie intégrante du circuit hippocampique. La connectivité particuliere de la zone CA2
est illustrée, ainsi que sa relative densité en interneurones GABAergiques. D’aprés (Dudek et al., 2016).

2.3.3 Plasticité de la région CA2

Plasticité a long-terme de la transmission excitatrice

Les synapses excitatrices CA3-CA2 présentes dans le SR sont particulierement résistantes a la LTP
(contrairement aux synapses CA3-CA1), I'échec de la LTP y ayant été signalé aprés de trés divers
protocoles d'induction (Zhao et al., 2007 ; Simons et al., 2009 ; Chevaleyre et Siegelbaum, 2010).
Cette résistance a la LTP semble étre médiée par plusieurs mécanismes illustrés sur la Figure 19.
Le premier de ces mécanismes serait une présence importante de tampons calciques dans les
NPs de CA2. En effet, bien que les courants des récepteurs NMDA soient comparables entre CAl
et CA2 (Zhao et al., 2007), les augmentations de calcium sont fortement limitées dans les épines
de CA2, probablement a cause de I'expression importante de PCP4 et RGS14 (Simons et al., 2009
; Lee et al., 2010 ; Evans et al., 2018). En outre, la signalisation ERK/MAP kinase est susceptible
d'étre réduite par la STEP, qui a été montrée comme inhibant la LTP (Pelkey et al., 2002). Les
récepteurs Al de I'adénosine, qui peuvent bloquer a la fois la LTP et les adénylate-cyclases sont
également enrichis dans CA2 (Simons et al., 2012). Enfin, les PNNs entourant les synapses
excitatrices au niveau des épines dendritiques dans le CA2 y inhibent également la LTP (Carstens
et al., 2016).

Cependant, les V1bR et les OTR, tous deux fortement exprimés dans les NPs de CA2, peuvent a
I'inverse induire par leur activation une potentialisation dont le mécanisme semble similaire a
celui de la LTP dans sa dépendance au calcium et a la CaMKII (Pagani et al., 2015).
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Figure 19 : Mécanismes de résistance a la LTP des neurones pyramidaux de la région CA2. Un neurone de CA1 permissif
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dans CA2 sont illustrées en bleu foncé. Les hachures cyan représentes les filets péri-neuronaux (PNNs). D’aprés (Carstens et
Dudek, 2019).

Contrairement aux synapses CA3-CA2, la connexion excitatrice LECII-CA2 dans le SLM est
plastique et on peut facilement y induire une LTP dépendante des récepteurs NMDA (Chevaleyre
et Siegelbaum, 2010 ; Lin et al., 2018). Cette plasticité est également modulée positivement par
I’activation des OTR présents dans les NPs de CA2 (Lin et al., 2018). Cette différence de plasticité
en fonction de I'emplacement des synapses peut s’expliquer par une inhibition feedforward plus
importante dans le SR que dans le SLM.

Plasticité a long-terme de la transmission inhibitrice

Deux mécanismes de plasticité permettant de réduire la forte inhibition feedforward dans la SR
de la région CA2 ont été découverts et sont illustrés sur la Figure 20.

La premiére est une dépression inhibitrice a long terme (iLTD) médiée par les récepteurs &-
opioides (DOR) des interneurones PV (Piskorowski et Chevaleyre, 2013). Une stimulation du CA2
via les collatérales de Schaffer (et également les afférences du LECI) induit la libération
d'enképhaline par les interneurones a peptide vasoactif intestinal, qui agit alors au niveau des
DOR présynaptiques des interneurones PV (Leroy et al.,, 2022). Les DORs induisent une
diminution de la libération de GABA par les interneurones PV a la synapse avec les NPs de CA2,
diminuant ainsi l'inhibition feedforward sur ces cellules. Comme mentionné précédemment, les
NPs de CA2 ne déclenchent pas de potentiel d’action lors de la stimulation des collatérales de
Schaffer, mais I'induction de la DOR-ILTD restaure cette capacité (Piskorowski et Chevaleyre,
2013). La réduction de l'inhibition feedforward permettrait donc aux NPs de CA3 d'entrainer
efficacement le déclenchement d’un potentiel d’action dans les NPs de CA2, recrutant ainsi CA2
dans la boucle tri-synaptique (Nasrallah et al., 2015 ; Nasrallah et al., 2017 ; Nasrallah et al.,
2019). Une autre maniére d’initier cette DOR-IiLTD sur les interneurones a PV serait une
stimulation simultanée depuisle LECII et le CA3, dans un paradigme appelé input-timing
dependent plasticity (Leroy et al., 2017). Ce schéma de stimulation est particulierement cohérent
au niveau physiologique car cela permettrait (comme cela a été évoqué pour la double
innervation corticale et hippocampique de CA1 (Neves et al., 2008)) de joindre les informations
contenues dans I’hippocampe et les informations transmises par le cortex sensoriel. De maniere
intéressante, il a également été démontré que cette plasticité médiée par les DOR se développe
au cours de |'adolescence parallelement aux PNNs et que la signalisation par les PNNs via NRG1
et ErbB4 était nécessaire a l'induction de la DOR-ILTD (Dominguez et al., 2019).
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Figure 20 : Mécanismes de plasticité inhibitrice aux synapses CA3-CA2 (et dans une moindre mesure les synapses ECII-
CA2). En réponse a une stimulation, les interneurones positifs au peptide vasoactif intestinal (VIP+) libérent de I’enképhaline,
qui va agir sur les récepteurs -opioides (DOR) des interneurones a paravalbumine (PV+). L’activation des DOR inhibe la
libération de GABA et augmente ainsi I'excitabilité des neurones pyramidaux de CA2 (NP CA2). Cette inhibition de la
dépression a long-terme permise par les DOR (DOR-iLTD) est permissive pour une autre iLTD, permise elle par I'activation
des récepteurs CB1 (CB1R) et qui ne se déclenche qu’en cas de potentiel d’action (PA). Le déclenchement d’un PA suite a la
réception d’un signal glutamatergique de CA3 entraine une entrée de calcium (Ca2+), transformant ainsi le diacylglycérol
(DAG-L) en 2-arachidonylglycérol (2-AG). La libération de 2-AG va activer les CBI1R des interneurones a cholécystokinine
(CCK+) et ainsi limiter la libération de GABA, dimunuant le tonus inhibiteur exercé par ces neurones.

Le second type d’iLTD ayant été découvert dans CA2 est lui dépendant de l'activation des
récepteurs aux endocannabinoides de type 1 (CB1R) sur les interneurones GABAergiques a
cholecystokinine (CCK) (Loisy et al., 2022). L'activation des CB1R présynaptiques entraine
également une diminution de la libération de GABA sur les NPs de CA2, réduisant ainsi lI'inhibition
feedforward. Dans les conditions physiologiques, seuls les NPs déclenchant des potentiels
d’action liberent des endocannabinoides, rendant I'iLTD spécifique a ces NPs. Ce mécanisme
jouerait un role primordial dans I'encodage. De plus, cette plasticité est dépendante de la iLTD
induite par les DOR qui a donc un effet permissif pour la iLTD liée aux CB1R (Loisy et al., 2022),
ce qui a également une signification fonctionnelle (voir 2.3.6.1).

L'iLTD médiée par les DOR et les CB1R désinhibe donc efficacement la synapse CA3-CA2, mais
peut également désinhiber la synapse LECII-CA2 dans le SLM. Cela n’est néanmoins que dans une
moindre mesure, probablement en raison d'une inhibition feedforward moins importante dans
la région dendritique distale de CA2 (Nasrallah et al., 2017 ; Lin et al., 2018). En revanche, il
semble que I'OT peut fortement potentialiser I'iLTD a cette synapse d'une maniere indépendante
des OTR sur les NPs de CA2, et donc probablement dépendante des OTR présynaptiques sur les
interneurones a PV (Lin et al., 2018).
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2.3.4 Ocytocine et région CA2

2.3.4.1 Projections ocytocinergiques vers CA2

En injectant un marqueur rétrograde dans dCA2 et en observant une coloration bilatérale du
PVN, (Cui et al., 2013) ont été les premiers a mettre en évidence la spécificité de la connexion
PVN-dCA2. En 2018, Natasha Tirko et ses collegues ont montré grace a I'utilisation d’une lignée
de souris OT-Cre que ces projections étaient en partie ocytocinergiques, et qu’elles étaient
dirigées principalement vers le SP de dCA2 (Tirko et al., 2018). Cette méme topographie a été
également trouvée chez le rat grace a un marquage rétrograde et un marquage des fibres
ocytocinergiques dans la CA2 (Althammer et al., 2022). En revanche, bien que certaines
projections VP SON-CA2 aient été rapportées (Zhang et Hernandez, 2013), il n’existe a notre
connaissance aucune connexion OT SON-CA2 (Althammer et al., 2022).

2.3.4.2 Réception de I'ocytocine dans la région CA2

De tres nombreuses études s’accordent pour affirmer que le dCA2 et le dCA3 voisin sont
particulierement enrichis en OTR. La premiéere mise en évidence de cela fut effectuée grace a une
lignée OTR-Venus montrant un marquage plus intense dans le dCA2/CA3 que dans les autres
aires hippocampiques (Yoshida et al., 2009). La méme observation fut faite en utilisant le
rapporteur tdTomato sous le contréle du promoteur OTR (Tirko et al., 2018). En utilisant un
anticorps OTR généré dans leur laboratoire, (Mitre et al., 2016) ont constaté que le niveau
d'expression dans I'hippocampe dorsal était deux fois plus élevé dans CA2 que dans CA1 et CA3,
et ont également constaté que I'OTR n'était pas surexprimé dans le CA2 ventral. Des études en
hybridation in situ ont enfin rapporté une expression ARNm pour I’OTR dix fois plus élevée dans
CA2 et CA3 dorsal que dans le CA1 dorsal (Raam et al., 2017 ; Young et Song, 2020). Il est
également a noter que la région CA2 est également tres enrichie en récepteurs a I’AVP V1b
comparativement au reste de I’hippocampe (Young et al., 2006). A I'aide d'une lignée de souris
OTR-Venus, (Dolen et al., 2013) ont également prouvé |'existence d'une projection vCA1-NAc
exprimant des OTR.

En ce qui concerne les populations cellulaires, des études d’hybridation in situ et
d’immunomarquage ont montré que la grande majorité des NPs de CA2 (> 90%) exprimaient
I'OTR (Raam et al., 2017 ; Lin et al., 2018 ; Young et Song, 2020). Bien que le stratum pyramidale
concentre la majorité de I'expression des OTR, (Mitre et al., 2016 ; Raam et al., 2017 ; Tirko et al.,
2018), leur présence a également été rapportée dans le SO, le SR et le SLM de CA2 (Tirko et al.,
2018), ce qui concorde avec un action de I’OT au niveau des interneurones (Lin et al., 2018). En
effet, il semble qu'environ la moitié des cellules PV, un tiers des cellules SST (Raam et al., 2017)
et 85% des interneurones CCK (Young et Song, 2020) de la zone CA2 expriment les OTR. En outre,
une étude a rapporté une expression OTR dans 40% des astrocytes du CA2 chez le rat (Althammer
et al., 2022), mais seulement dans 2 % des astrocytes du CA2 chez la souris indiquant une forte
différence entre espéce (Althammer et al., 2022).

2.3.4.3 Effet de I'ocytocine dans la fonction neuronale

Plusieurs études ont étudié les effets de I'application d'OT ou d’agonistes OTR sur les NPs de CA2.
D’apres celles-ci, I'application d'OT entraine une dépolarisation des cellules qui conduit
finalement au burst, c’est-a-dire une succession rapide de potentiels d’action limitée dans le
temps (Tirko et al., 2018 ; Liu et al., 2022). L'OT entraine également une augmentation de
I'excitabilité cellulaire et des modifications de la forme du potentiel d’action (Tirko et al., 2018 ;
Liu et al., 2022). L'application d'agonistes induit elle une augmentation a long terme de la
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transmission au niveau des synapses CA3-CA2 (Pagani et al., 2015) et LEC-CA2 (Lin et al., 2018),
ainsi qu'une réduction a long terme de la transmission inhibitrice sur CA2 lors de la stimulation
dans le SLM (Lin et al., 2018). L'OT semble également pouvoir moduler la plasticité synaptique
excitatrice au niveau de la synapse LEC-CA2 (Lin et al., 2018). Enfin, il a été rapporté que la
délétion de I'OTR des NPs de CA2 diminue la complexité de leur arborisation dendritique basale,
mais pas apicale (Lin et al., 2018). Il est important de noter que I'effet fonctionnel de I'OT sur CA2
n'a été testé que chez les males a ce jour.

Comme cela a été fait dans le dCA1 (Owen et al., 2013), |'effet de I'OT sur les interneurones PV
de l'aire hippocampique dCA2 a également été étudié a I'aide de souris PV-Cre (Tirko et al., 2018).
L'OT dépolarise, renforce I'excitabilité et augmente le nombre de potentiel d’action des
interneurones PV, indépendamment de la transmission synaptique.

L’OT de la région CA2 a également un effet important sur les comportements sociaux, ce qui sera
abordé dans les parties suivantes.

2.3.5 Corticostérone, récepteurs minéralocorticoides et région CA2

Comme évoqué plus tot, la région CA2 présente une densité plus élevée de MR que les sous-
champs hippocampiques environnants (Fig. 17b) (Kretz et al., 2001 ; Kalman et Spencer, 2002),
observation confirmée récemment par séquengage ARN (McCann et al., 2021). Au niveau
cellulaire, les MRs sont exprimés dans le noyau des NPs du CA2, et ce du stade embryonnaire
jusqu’a I’age adulte (Kretz et al., 2001). Si 'importance neurophysiologique de ces récepteurs et
de la corticostérone dans la région CA2 est encore mal connue, la présence de ces MR pendant
le développement est indispensable a I'apparition de plusieurs particularités moléculaires et
fonctionnelles de ces neurones (McCann et al., 2021).

2.3.5.1 Importance des MR dans le phénotype moléculaire de CA2

L’étude de (McCann et al., 2021) a pu mettre en lumiére I'importance des MR dans la mise en
place du phénotype moléculaire de CA2, et ce a plusieurs étapes du développement.

Ainsi, une délétion cérébrale généralisée des MR depuis le stade embryonnaire grace a un
croisement entre des souris MR-flox et Nestin-Cre provoque une diminution drastique de
plusieurs marqueurs moléculaires de CA2, dont RGS14, PCP4 et Amigo2 au 45¢ jour postnatal.

Les auteurs et autrices ont ensuite croisé une lignée MR-flox avec une lignée Amigo2-Cre afin de
supprimer I'expression des MR dans les NPs de CA2, et ce a partir d’un stade de développement
plus avancé. Les neurones avaient ainsi un profil d’expression normal au 4¢ jour post-natal mais,
au 14¢ jour, les auteurs ont observé encore une fois une diminution drastique de RGS14, PCP4
ainsi que WFA (un marqueur de PNNs).

Enfin, une injection virale d’AAV-Cre dans la région CA2 de souris MR-flox adultes a pu montrer
que la délétion des MR de CA2 a I'age adulte diminuait également I'expression de RGS14. De
maniére intéressante, les auteurs ont également pu montrer que la diminution physiologique de
I’expression des MR dans CA2 suite a des injections systémiques chroniques de corticostérone
diminuait également I'expression de RGS14.

2.3.5.2 Conséquences fonctionnelles et comportementales

Les auteurs et autrices ont ensuite pu montrer qu’une délétion des MRs depuis le stade
embryonnaire provoquait un changement important dans la plasticité spécifique de la région
CA2, rétablissant la capacité de LTP aux synapses CA3-CA2 (McCann et al., 2021). Les mécanismes

52



sous-tendant cette modification de plasticité n’ont pas été étudiés en détail, mais seraient a relier
a la diminution d’expression de RGS14, de PCP4 et des PNNs (voir 2.3.3).

Au niveau comportemental, I'’étude a pu montrer qu’une délétion développementale des MR
(depuis le stade embryonnaire ou dans les 10 jours postnataux) abolissait la SRM dans un test en
trois chambres sans perturber la sociabilité (McCann et al., 2021), comme cela avait été observé
apres une délétion des MR du télencéphale ou I'administration aigué d’un antagoniste des MR
(Ter Horst et al., 2014). De plus, les souris présentaient un hyper-réactivité envers les nouveaux
objets (McCann et al., 2021), similairement a des résultats antérieurs sur un modéle de délétion
MR embryonnaire hippocampique (Berger et al., 2006). Ces souris présentaient également des
déficits de mémoire spatiale et de mémoire de travail, et ces changements comportementaux
étaient associés a une augmentation de |'expression des récepteurs glucocorticoides (GR) dans
I'hippocampe (Berger et al., 2006).

Enfin, I'activité des MR semblent également moduler le comportement agressif (une autre
fonction dépendante du CA2, voir 2.3.7.1), le blocage systémique des MR par un antagoniste des
MR ayant pour effet a court terme de diminuer I'agression, puis de 'laugmenter a long terme
(potentiellement par une expression accrue de MR en réponse au blocage) (Ruiz-Aizpurua et al.,
2013).

2.3.6 Région CA2 et mémoire sociale

L’étude de (Young et al., 2006), en montrant que la zone CA2 était enrichie en récepteurs a I’AVP
(déja connu a I'époque comme un neuropeptide social), a marqué le début d’intenses et
passionnantes recherches liant la région CA2 aux comportements sociaux en général et a la
mémoire de reconnaissance sociale (SRM) en particulier.

2.3.6.1 Dépendance vis-a-vis de la région CA2

La nécessité de I'aire hippocampique CA2 pour la SRM a été mise en évidence pour la premiere
fois en 2014 par Frederick Hitti et Steven Siegelbaum. Ces derniers, en utilisant des souris
Amigo2-Cre, ont montré qu’une inactivation permanente de I'aire CA2 par la toxine tétanique
abolissait la SRM dans un test d’interaction directe avec un ITI de 1h et un test
habituation/déshabituation en 5 phases, sans effet sur la sociabilité ou les performances
olfactives. Fait encore plus marquant, les animaux ne semblaient plus présenter de préférence
entre leurs congénéres de cages et des individus nouveaux (Hitti et Siegelbaum, 2014). Ces
résultats ont été confirmés par Erica Stevenson et Heather Caldwell peu de temps apreés, cette
fois ci en lésant la zone CA2 par des injections excitotoxiques (Stevenson et Caldwell, 2014).

Depuis, il a pu étre montré que l'altération de I'activité pyramidale de la région CA2 par des
moyens pharmacologiques, optogénétiques ou chémogénétiques abolissait la SRM, et ce aussi
bien pendant les phases d'encodage, de consolidation et de rappel. La région CA2 est donc
importante dans toutes les étapes de la mémoire sociale, et cela a également une conséquence
sur la mémoire sociale associative. En effet, inactiver les NPs de CA2 pendant I'encodage ou le
rappel d’'un conditionnement aversif social annule I’évitement spécifique normalement induit
envers la souris associée a un choc électrique, et conduit a la place a un évitement social
généralisé (Kassraian et al., 2023).

Différents acteurs clés de la zone dCA2 déja mentionnés, dont les deux mécanismes d’iLTD, ont
été prouvés comme modulant la SRM. L'activation DOR des interneurones PV semblent tout
d’abord étre nécessaires a la SRM, en particulier dans le paradigme d’input timing-dependent
plasticity (ITDP). En effet, I'interaction sociale semble réduire l'inhibition feedforward des
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interneurones PV dans le SR du dCA2 grace a un processus d’ITDP (Leroy et al., 2017). De plus,
I'élimination des DOR dans le dCA2 par injection locale de Cre chez des souris DOR-flox, ou
I'inhibition pharmacologique des DOR dans CA2 et CA3, altére la SRM (Leroy et al., 2017 ;
Dominguez et al., 2019). L'inhibition chémo- et optogénétique de la libération d’enképhaline par
les interneurones VIP empéche également I'ITDP et I'encodage de la mémoire sociale (Leroy et
al., 2022). Les CB1R des interneurones a CCK de I'hippocampe ont également été associés a la
SRM, leur antagonisme pharmacologique limité au dCA2 altérant la SRM (Loisy et al., 2022). Une
activation séquentielle de ces deux plasticités semble étre a I'ceuvre pendant I'apprentissage
social, la DOR-IiLTD étant permissive a la CB1R-iLTD (Fig. 18).

Les PNNs sont eux aussi nécessaires a la SRM, leur destruction via I'injection de ChABC dans le
dCA2 étant capable de I'abolir (Dominguez et al., 2019). On ne sait cependant pas si cet effet sur
la SRM passe par les PNN entourant les interneurones PV et/ou par la diminution d’expression
de la PV que cela entraine dans I'aire CA2 (Rey et al., 2022).

Enfin, comme cela sera exploré plus en détail en 2.3.6.4, les OTR des NPs de CA2 sont nécessaires
a la SRM (Raam et al., 2017 ; Lin et al., 2018 ; Tsai et al., 2022). Quant aux V1bR, bien que leur
nécessité dans la SRM n'ait pas été directement testée, elle est grandement probable. En effet,
les V1bR sont exprimés au niveau cérébral quasi exclusivement dans le dCA2, (Young et al., 2006)
et leur KO nuit a la SRM (Wersinger et al., 2002 ; DeVito et al., 2009 ; Stevenson et Caldwell,
2012). De plus, une activation optogénétique du circuit PVN-CA2 pendant I'encodage améliore la
mémoire sociale et cet effet est bloqué par I'application d’'un antagoniste V1bR (Smith et al.,
2016).

Le vCA2, en revanche, ne semble pas impliqué dans la mémoire sociale, son inhibition
chémogénétique ne perturbant pas le rappel de la SRM dans un test en trois chambres (Boyle et
al., 2024).

2.3.6.2 Dépendance vis-a-vis du réseau de la région CA2

Comme évoqué en 2.2, la mémoire n’est pas simplement sous-tendue par des neurones mais par
des connexions entre ces neurones. Tout comme la mémoire spatiale est dépendante du réseau
hippocampique tri-synaptique, la SRM doit donc étre encodée dans un réseau comprenant la
région dCA2. Comme le montre la Figure 21, ce réseau est distribué dans de multiples aires
cérébrales, intra- et extra-hippocampiques.

En ce qui concerne le circuit tri-synaptique au niveau de I"hippocampe dorsal, il semble que les
projections de dCA2 vers dCA1 ne soient pas nécessaires pour la SRM (bien que ces projections
soient nécessaires pour 'ORM) (Raam et al., 2017). Il a également été démontré que l'inhibition
de l'activité des NPs du dCA1 n'affectait pas la SRM (Okuyama et al., 2016 ; Oliva et al., 2020). La
SRM ne dépend pas non plus des cellules granulaires du DG (Chiang et al., 2018 ; Lopez-Rojas et
al., 2022), nide I'activité des NPs du dCA3, I'inhibition chémogénétique de ces derniers n’altérant
pas la SRM dans un test d'interaction directe (Chiang et al., 2018). Il semble donc que la SRM
dépende d’un circuit bien différent que d’autres mémoire hippocampo-dépendantes.

Il est cependant a noter que le dCA1 semble nécessaire pour une mémoire sociale associative
congénere-récompense. L'imagerie calcique du dCA1 montre que l'activité de cette région se
réorganise pendant I'apprentissage d’une association congénére-récompense (mais pas odeur
non sociale-récompense). De plus, I'inactivation du dCA1 bloque le rappel de la discrimination
sociale chez des souris bien entrainées, montrant le réle du dCA1 dans la rétention/I’expression
de cet mémoire associative (Kong et al., 2023). Il n’est cependant pas démontré dans cette étude
si le circuit dCA2-dCA1 est impliqué.
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Figure 21 : Schéma des régions cérébrales impliquées dans la mémoire sociale et de leurs connexions. La région CA2
dorsale (dCA2) semble occuper un réle central dans la mémoire sociale, en particulier via les informations regues depuis le
cortex entorhinal latéral (LEC), le noyau supramammillaire de I’hypothalamus (SuM), le septum médian (MS) et le dCA3. La
dCA2 envoie ensuite des efférences a I’hippocampe ventral (vCA3 et vCA1), ce dernier communiquant ensuite avec le noyau
accumbens (NAc), le cortex préfrontal médian (mPFC) et le noyau olfactif antérieur (AON). L’AON comme le LEC forment
des connections bidirectionnelles avec le bulbe olfactif principal (MOB). L’'amygdale médiane (MeA), I'amygdale baso-
latérale (BLA) et le septum latéral (LS) ont également été montrés comme impliqués dans la mémoire sociale mais
Iimplication de leurs connexions avec CA2 dans cette derniére n’a pas encore été investiguée. Notez I'omniprésence de
I'implication de la signalisation ocytocinergique depuis le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN) dans la mémoire
sociale.

Circuits intra-hippocampiques

Si les voisins dorsaux de dCA2 ne semblent pas avoir de roles dans la mémoire sociale,
I'hippocampe ventral semble lui y jouer un role central. En effet, des inactivations chémo- ou
optogénétiques des projections dCA2-vCA1 ont pu prouver que ces derniéres étaient nécessaires
a la SRM dans trois paradigmes différents (Raam et al., 2017 ; Meira et al., 2018 ; Tsai et al.,
2022). De plus, I'activation de ce circuit a été montrée capable d’améliorer les déficits de
mémoire sociale dans le modéle murin d’autisme Shank3-KO (Cope et al., 2023). De maniére
encore plus frappante, le KO de Shank3 restreint au vCA1 est suffisant pour reproduire les déficits
socio-mnésiques obtenus chez une souris avec un KO Shank3 généralisé (Chung et al., 2024). En
effet, au sein du vCA1, les NPs et les interneurones PV sont nécessaires a la SRM (Okuyama et al.,
2016 ; Deng et al., 2019), la manipulation optogénétique spécifique de I'une ou l'autre de ces
populations neuronales affectant le rappel de la SRM dans un paradigme de discrimination. De
plus, la réactivation optogénétique des NPs vCA1 ayant répondu a la souris familiere provoque
la récupération de la mémoire, ce qui suggere qu’ils encodent un engramme social, c'est-a-dire
des traces physiques correspondant aux congénéres (Okuyama et al., 2016). Enfin, les NPs CA3
ventraux, également ciblés par les NPs dCA2, sont aussi nécessaires dans une tache d'interaction
sociale directe, comme cela a été montré par inactivation chémogénétique (Chiang et al., 2018).

Circuits extra-hippocampiques

Tout comme d’autres mémoires dépendantes de I’hippocampe, la SRM est en partie dépendante
du cortex entorhinal. En effet, le circuit LEC-CA2 (mais pas cortex entorhinal médian-CA2) est
important dans la SRM, son inhibition optogénétique empéchant la formation de la SRM (Lopez-
Rojas et al., 2022). De maniére intéressante, le LEC regoit des afférences importantes du MOB
(voir 1.2.1.2) et exerce un feedback sur ce dernier (voir 1.2.1.3) ce qui fait de cette région un
candidat de choix dans la transmission des informations olfactives sociales (Chen et al., 2022 ;
Bitzenhofer et al., 2022).
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Les projections septales médianes (MS) vers dCA2 régulent également la mémaoire sociale. Ainsi,
(Pimpinella et al., 2021) ont pu montrer que l'inactivation chémogénétique des projections
cholinergiques MS-dCA2 abolissait la SRM. Cependant, (X. Wu et al., 2021) ont réfuté cette
affirmation, montrant que selon leurs résultats ¢a n’était pas les projections cholinergiques mais
les projections glutamatergiques qui étaient importantes, I'antagonisme pharmacologique des
récepteurs NMDA (mais pas des récepteurs a I'acétylcholine) dans le dCA2 altérant la SRM. Les
deux voies sont donc susceptibles d’étre impliquées dans la SRM, possiblement dans différentes
étapes ou différentes circonstances.

Le circuit SuUM-dCA2 peut également moduler la SRM. L'activation optogénétique de cette
projection pendant le rappel peut amener un sujet a interagir avec une souris familiere comme
si elle était nouvelle (S. Chen et al., 2020), ce qui a amené les autrices et auteurs a baptiser cette
projection "signal de nouveauté sociale". Enfin, les OTR présents dans le SuM (majoritairement
exprimés par les neurones glutamatergiques, dont ceux projetant sur la zone CA2) sont
nécessaires dans I’encodage de la SRM (Thirtamara Rajamani et al., 2023).

Par ailleurs, il a été montré que plusieurs circuits depuis le vCA1 pourraient étre impliqués dans
différentes étapes de la SRM. Tout d’abord, il a été montré que I'activation optogénétique des
projections du vCA1 sur I’AON (pars medialis), ainsi que I'activation chémogénétique du AON lui-
méme perturbait le rappel de la SRM a court terme (ITI 2min) dans un test de discrimination en
3 chambres, sans effet sur la sociabilité (Agrabawi et al.,, 2016). A l'inverse, l'inhibition
chémogénétique du AON semble améliorer la SRM ainsi que la détection et la discrimination
sociale. Selon les auteurs, cela suggere que le vCA1 est impliqué dans le feedback cortical sur le
MOB (voir 1.2.1.2) et pourrait ainsi moduler la sensibilité olfactive a certains stimuli sociaux. Le
méme groupe a démontré un peu plus tard que les projections du vCA1 fournissaient a I'AON les
informations contextuelles nécessaires au rappel des souvenirs olfactifs associés a des indices
spatiotemporels (Aqrabawi et Kim, 2018 ; Levinson et al., 2020) proposant que I'AON représente
un site potentiel de stockage des souvenirs épisodiques olfactifs (Aqrabawi et Kim, 2020).

Le circuit vCA1-NAc (shell) est également indispensable dans le rappel de la SRM (Okuyama et al.,
2016) (voir 2.3.6.3). Pendant le test de discrimination entre la souris nouvelle et familiere,
I'inhibition optogénétique de la voie vVCA1-NAc spécifiquement pendant l'interaction avec la
souris nouvelle ne change rien alors que I'inhibition de cette voie pendant I'interaction avec la
souris familiere perturbe la discrimination, indiquant que cette voie encode la familiarité sociale.
De maniére intéressante, cette étude a montré que le circuit vCA1-BLA n’étaient pas impliqués
dans le rappel de la SRM.

La connexion vCA1-mPFC semble aussi important dans la SRM. Ce circuit est en effet activé
pendant une interaction sociale (Phillips et al., 2019 ; Sun et al., 2020), et son activation
chémogénétique aigu ou inactivation chronique perturbe la SRM dans un paradigme en 3
chambres (Phillips et al., 2019). Son inhibition optogénétique pendant la phase de rappel
supprime méme la préférence pour un nouveau congénere comparé a un congénere de cage
(Sun et al., 2020). Ces projections glutamatergiques dirigées principalement vers les
interneurones a PV (Sun et al., 2020) pourraient sous-tendre I'encodage de la SRM dans le mPFC
(Xu et al., 2022) (voir 2.3.6.3.2).

2.3.6.3 Mécanismes d’encodage et de consolidation

Si la dépendance de la mémoire sociale vis-a-vis de CA2 n’est plus sujette a débat, il reste
cependant a déterminer comment celle-ci est encodée et consolidée au sein de cette région. Il
semble que la région CA2 ainsi que ses connexions directes puissent encoder aussi bien la
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nouveauté que l'identité sociale, et que la présence de SWR dans la CA2 puisse participer a la
rétention de ces informations en mémoire.

2.3.6.3.1 Encodage de la nouveauté sociale

Les NPs du dCA2 semblent tout d’abord répondre plus intensément aux stimuli sociaux nouveaux
qgue familiers. En effet, siles CA2 sont actifs aprés toute interaction sociale, (Donegan et al., 2020)
ont montré grace a des enregistrements extracellulaires que la présentation d'une souris
nouvelle augmentait de 40 % I’activité des NPs de CA2, contre 20 % si le congénere était familier.
Un décodeur a méme été capable de différencier une souris nouvelle d'une souris familiere sur
la base de I'activité des PN de CA2, soulignant le fait que I'aire CA2 encode l'information sociale.

Les projections sur le dCA2 depuis le septum médial (X. Wu et al., 2021) et le SuM (S. Chen et al.,
2020) semblent également présenter une activité augmentée lors de l'interaction avec un
congénere nouveau. Enfin, il semble que certains NPs de vCA1 soient spécifiques a la détection
de signaux sociaux (Rao et al., 2019), et que la réponse de ces neurones soit également plus
importante en cas d’exposition a un congénére nouveau (Laham et al., 2021).

2.3.6.3.2 Encodage de I'identité sociale

En utilisant des silicon probes in vivo, il a été observé que les NPs de CA2 présentaient une activité
spécifique a chaque souris, c'est-a-dire se déclenchant différemment en fonction de la souris
présentée au sujet (Oliva et al., 2020). Cet encodage spécifique a été confirmé par de l'imagerie
in vivo a 2 photons pendant la présentation d'odeurs sociales, qui a pu montrer que des sous-
ensembles de NPs de CA2 encodaient des odeurs sociales spécifiques. En outre les NPs de CA2
semblent discriminer différentes odeurs sociales, et |'association de ces odeurs a des valences
différentes permettant une discrimination plus efficace (Hassan et al., 2023).

L’activité du vCAl dépendrait également de l'identité des individus présentés. En utilisant
I'imagerie calcique, il a été montré que les interneurones PV du vCA1l présentaient un niveau
d'activation plus élevé lors de I’exploration de souris nouvelles que de souris familiéres (Deng et
al., 2019), tandis que les NPs vCA1 présentaient le schéma inverse, avec plus des cellules activées
en réponse a une souris familiére plutét qu’une souris nouvelle (Okuyama et al., 2016). Comme
cité précédemment, cette équipe a également réussi a améliorer la mémoire pour une souris
donnée en réactivant les NPs vCA1 actifs lors de l'interaction avec cette méme souris, fournissant
ainsi la preuve de I'existence d'engrammes sociaux dans le vCA1. De plus, inhiber le circuit vCA1-
NAc spécifiquement pendant |'exploration de la souris familiere, mais pas de la souris nouvelle,
perturbe la SRM, ce qui concorde avec le fait que les neurones de vCA1l semblent coder la
familiarité sociale (Okuyama et al., 2016). Un schéma d’activité spécifique a chaque individu a
aussi été trouvé dans le mPFC, une région connectée au vCA1l, grace a de I'imagerie calcique in
vivo par miniscope (Xu et al., 2022).

2.3.6.3.3 Consolidation

L'importance des SWR dans la consolidation de la mémoire spatiale ayant été démontrée depuis
longtemps dans CA1, et la zone CA2 étant une région connue pour engendrer des SWR (Oliva et
al., 2016), d’autres études se sont intéressées a I'importance de ces SWR dans la consolidation
de la mémoire sociale.

Il @ pu ainsi étre montré que l'activité spécifique des NPs de CA2 lors de I'exposition a une
nouvelle souris était rejouée pendant les SWRs (Oliva et al., 2020). Ces SWR sont nécessaires a la
mémoire sociale, puisque leur perturbation optogénétique pendant le sommeil paradoxal
perturbe la SRM. De plus, une potentialisation artificielle de ces SWR dans le CA2 conduit a une
amélioration de la SRM.
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Ces SWR ont également été enregistrées dans le vCA1 pendant le repos éveillé suivant une tache
de reconnaissance sociale. Plus précisément, il a été montré que les NPs de vCA1 activés pendant
la tache sociale présentaient des SWR a I'état de repos, que ces SWR étaient perturbés dans un
modele murin d’autisme et que cette perturbation était corrélée avec une moindre performance
de SRM (Tao et al., 2022).

De plus, il semble que la projection réciproque dCA2-SuM soit importante pour la consolidation
de la mémaoire sociale, puisque (Qin et al., 2022) ont montré que la perturbation des projections
SuM-dCA2 pendant le sommeil paradoxal (mais pas le sommeil profond ou l'inactivité éveillée)
altérait le rappel de la de la SRM dans deux paradigmes différents.

Le rbéle de ces mécanismes dans un potentiel relai cortical de la SRM est possible mais n’a pas
encore étudié.

2.3.6.4 L’ocytocine et la mémoire sociale

Le premiere évidence d'amnésie sociale due a une délétion génétique du gene de I'OT a été
rapporté par (Ferguson et al., 2000). De maniére frappante, cette délétion a été rapportée sans
impact sur la mémoire spatiale, I'olfaction, I'anxiété ni méme la sociabilité.

Le premier groupe a s’étre intéressé a la signalisation OT dans dCA2 a utilisé une injection locale
d’un virus portant la Cre sous contr6le d’'un promoteur CaMKlla chez des souris OTR-floxées,
permettant une délétion d’OTR dans les neurones excitateurs de CA2/CA3a. Ceci a altéré la SRM
dans un test d’habituation avec un ITl court (5min) suivi d’un test de discrimination entre la souris
maintenant familiere et une inconnue, mais pas la discrimination non sociale, la sociabilité ou les
comportements anxieux (Raam et al.,, 2017). Pour distinguer la contribution des OTR a
I'acquisition ou a la récupération, les auteurs ont localement bloqué les OTR par infusion
bilatérale d’'un antagoniste uniquement pendant la phase de discrimination. Les souris se sont
bien habituées a la premiere souris mais l'infusion d'antagoniste a bloqué la discrimination
sociale, montrant que la signalisation OTR est nécessaire au moins au rappel de la SRM (les autres
phases n’ayant pas été spécifiquement testées). Les autrices et auteurs ont également mis en
évidence un codage cellulaire de la discrimination social au sein de I’hippocampe dorsal qui était
altéré suite a la délétion d'OTR dans CA2/CA3d, suggérant cette fois un réle dans I'encodage
d’informations sociales (Raam et al., 2017).

Une autre étude a montré que les OTR des NPs de dCA2/CA3 étaient nécessaires a la SRM a long
terme (7 jours) en utilisant la méme approche de délétion spécifique (Lin et al., 2018). Ills ont
également rapporté que la délétion des OTR des NPs de CA2 perturbait la LTP aux synapses LEC-
CA2 ainsi que la morphologie des dendrites basales (Lin et al., 2018). De maniére frappante, cette
délétion n'a pas impacté la mémoire sociale a trés court terme (10 minutes) ou a moyen terme
(24 heures). En 2022, le méme groupe a publié des résultats similaires suite au croisement de
souris Amigo2-Cre avec des souris OTR-flox. De plus, en exprimant un DREADD excitateur sous
promoteur OT dans le PVN, et en injectant du CNO spécifiquement dans le dCA2, ils ont amélioré
spécifiguement la transmission ocytocinergique PVN-dCA2 avant I'encodage permettant une
amélioration significative de la SRM a 7 jours. De maniere intéressante, ils ont montré que
I'activation chémogénétique du circuit dCA2-vCA1 compensait les déficits de SRM chez les souris
présentant une délétion OTR du dCA2, suggérant que le réle de I’OT dans dCA2 sur la SRM dépend
de son action sur la transmission dCA2-vCA1 en aval (Tsai et al., 2022).

Ces deux groupes s’accordent donc pour dire que la signalisation OTR dans dCA2 est
indispensable a la SRM et que celle-ci passe (au moins en partie) par une stimulation des NPs de
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dCA2. Cependant, ces études divergent sur les phases de la SRM impactée, la deuxieme n’ayant
pas vu d’effet sur la mémoire a court terme, contrairement a la premiere.

Si I'importance de la signalisation OTR dans le CA2 pour la SRM est établie, les mécanismes
moléculaires sous-jacents restent encore incertains. Comme les changements a long terme sont
généralement considérés comme étant a la base des traces mnésiques, la potentialisation
durable induite par I'OT au niveau de la synapse LEC-CA2 (Lin et al., 2018) est un bon candidat
pour ce qui est de la formation et du maintien de la SRM. Il est en effet possible que I'activité
sensorielle corticale couplée a la libération d'OT hypothalamique dans CA2 augmente la plasticité
spécifiguement pendant une interaction sociale et permette une SRM plus efficace. De plus,
I’activation en burst induite par I'action coordonnée de I’OT sur les NPs et les interneurones PV
de CA2 (Tirko et al., 2018) pourrait induire une plasticité au niveau de la synapse dCA2-vCAl,
d’autant que cette connexion semble liée a I'action de I'OT dans la SRM a long terme (Tsai et al.,
2022).

De maniéere intéressante, I'importance de la modulation ocytocinergique dans la SRM n’est pas
restreinte a la région CA2 de I’hippocampe puisque des déficiences de discrimination sociale ont
été rapporté suite a une délétion des OTR des interneurones hilaires du DG (Raam et al., 2017)
ou des cellules moussues du DG (Hung et al., 2023).

Au niveau extra-hippocampique, il semble que la signalisation OTR des neurones
glutamatergiques du SuM (dont ceux communicant avec le dCA2) sont eux aussi importants pour
la SRM a court et a long terme. En effet, une injection d’antagoniste OTR dans le SuM pendant
I'interaction avec un congénere perturbe la reconnaissance de celui-ci 30min ou 24h apres
(Thirtamara Rajamani et al., 2023). L'OT dans la MeA semble aussi indispensable a la SRM chez
la souris, car les souris OT-KO semblent présenter une activité neuronale réduite dans la MeA et
une infusion locale d'OT dans la MeA peut rétablir la reconnaissance sociale chez les souris OT-
KO (Ferguson et al., 2000 ; Ferguson et al., 2001). De plus le blocage des OTR du MeA bloque la
SRM. L’activation par I'OT des afférences glutamatergiques du PFC vers la BLA semble elle aussi
avoir une importance primordiale dans la SRM (Tan et al., 2019). L’activation des neurones OTR
du LS permet enfin la réversion des déficits de SRM dans un modele murin d’autisme (Horiai et
al., 2020). L'OT et 'AVP modulent également la reconnaissance sociale au niveau des aires
olfactives, comme I’AOB et le MOB (Wacker et Ludwig, 2012 ; Dluzen et al., 1998) ainsi que ’AON
(Oettl et al., 2016).

Ces résultats soulignent que la signalisation OTR affecte grandement la région CA2 mais aussi
d’autres régions du cerveau impliquées dans la perception et le traitement des signaux sociaux,
et que toutes ces actions sont importantes dans une ou plusieurs étapes de la SRM.

2.3.7 Région CA2 et comportements sociaux

Si le role de la région CA2 dans la SRM a été intensément étudié, son role dans d’autres
comportements sociaux ne doit pas pour autant étre omis. En effet, comme évoqué
précédemment, les comportements sociaux exprimés par les rongeurs seront différents en
fonction de la nature connue ou inconnue d’un congénere, ce qui rend I'étude du role du CA2
dans ces comportements tout-a-fait indiquée.

2.3.7.1 Région CAZ et agression

Un exemple frappant de la modulation des comportements sociaux par la mémoire est le
comportement agressif, les souris agressant notoirement plus les congénéres inconnus que les
congéneres dont ils partagent le méme territoire depuis le sevrage (Annas et al., 2013). Comme
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cela a été dit précédemment, une activation du circuit CA2-dLS promeut les comportements
agressifs en 6tant I'inhibition tonique du VLS sur le VMHvI (Leroy et al., 2018). De plus, il a été
montré plus récemment que, si le vCA2 n’avait pas d’incidence sur la SRM, il était cependant bien
impliqué dans la modulation de I'agression. En effet, I'inhibition chémogénétique des neurones
PCP4 du vCA2 diminue drastiquement le comportement agressif dans un test résident/intrus
(Boyle et al., 2024). Bien que le circuit responsable de I'effet de vCA2 sur I'agression n’ait pas
encore été déterminé, les auteurs ont pu montrer que le vCA2 projette sur le dLS (dans une partie
différente et plus ventrale que le dCA2) et considerent le circuit vCA2-dLS-vLS-VMHvI comme le
meilleur candidat potentiel.

Une étude du méme groupe s’est penchée plus précisément sur le réle du dCA2 dans la
modulation de I'agression par la mémoire sociale. Ils ont pu constater que les souris étaient plus
susceptibles d'attaquer un intrus nouveau que familier, et que l'inhibition du dCA2 provoquait
une inhibition plus marquée de I'agression envers un intrus nouveau que familier. A I'aide de
I'imagerie calcique par miniscope, ils ont également constaté qu'une fraction des neurones du
dCA2 était sélectivement activée ou inhibée pendant les comportements d'exploration, de
dominance et d'attaque et que ces signaux étaient plus élevés pendant l'interaction avec un
nouveau congénere qu’un congénere familier. Enfin, sur la base de I'activité de la population de
dCA2, un ensemble de classificateurs a permis de décoder avec précision si un animal était
engagé dans chacune de ces formes de comportement social, confirmant que ces
comportements peuvent étre encodés dans 'activité des NPs de dCA2. De maniéere intéressante,
la précision du décodage de I'agression était plus grande avec des intrus nouveaux qu'avec des
intrus familiers (Villegas et Siegelbaum, 2024).

Si I'effet de la signalisation OTR de CA2 dans |'agression n’a pas été évalué, il a été montré que
I’AVP y jouait un réle important via son action sur les récepteurs V1b de CA2. En effet, |’activation
des récepteurs V1b de CA2 promouvait I'agression sociale (Pagani et al., 2015) en stimulant
spécifiquement le circuit dCA2-dLS (Leroy et al., 2018).

2.3.7.2 Région CA2 et comportements prosociaux

De méme que pour l|'agression, le caractere connu ou inconnu d’un congénére modulera
significativement I'expression des comportements prosociaux. Chez le rat par exemple, un
individu sera plus a méme d’aider un congénere enfermé a se libérer si celui-ci est connu que s'il
est inconnu (Ben-Ami Bartal et al., 2021). Le phénomene de tampon social est lui notablement
plus efficace si le congénére octroyant un «réconfort» est connu que s’il est inconnu.
Néanmoins, peu d’études se sont penchées sur la modulation de ces comportements par
I'activité de la région CA2. La seule a notre connaissance porte sur un paradigme de préférence
de partenaire (ou partner preference test PTT), un test habituellement utilisé chez le campagnol
des prairies mais pas chez la souris. En effet, le campagnol des prairies étant monogame, les
males et les femelles forment des liens spécifiques avec un individu du sexe opposé avec qui ils
vont se reproduire leur vie durant. Cette capacité a s’apparier s’accompagne d’une préférence
du partenaire, c’est-a-dire que l'individu préférera passer plus de temps avec son ou sa
partenaire qu’avec un ou une congénere inconnu-e (Williams, 1992 ; Young et al., 2011 ; Lee et
al., 2019). Chez la souris, ce comportement n’est habituellement pas observé (Beery et al., 2018),
mais une récente étude a pu montrer que I'activation optogénétique de la voie PVN-dCA2 chez
une souris male pendant une interaction de 24h avec une femelle pouvait établir une PPT de
maniére efficace. En effet, devant le choix entre sa partenaire ou une femelle inconnue, le sujet
a préféré interagir et étre en cOte-a-cOte avec la premiere. Le comportement d’allogrooming
était lui aussi significativement plus élevé avec sa partenaire qu’avec la souris inconnue
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(Cymerblit-Sabba et al., 2020). De futures recherches sont néanmoins nécessaires afin de
déterminer si les voies OT et AVP sont impliquées dans ce phénotype.

Bien que ne portant pas sur un comportement prosocial, une autre étude intéressante dans le
cadre de cette these a pu montrer que I’activité du dCA2 pouvait moduler I'expression de la peur
aprés un conditionnement aversif (Alexander et al., 2019). Une autre étude plus récente a
également montré que la région CA2 dorsale jouait un role dans I'extinction de la peur sociale
apres une expérience traumatisante (Radzicki et al., 2024). La région CA2 semble donc jouer un
role dans la réponse au stress, et en particulier dans le dialogue entre stress en fonction sociale.

Conclusion du Chapitre 2

La mémoire sociale, une composante importante de la mémoire de type épisodique, est donc
orchestrée par un réseau cérébral ou la région CA2 dorsale de I’hippocampe et la modulation
ocytocinergique semblent avoir une place centrale. Ce réle central de CA2 dans la mémoire
sociale lui confere également un r6le dans d’autres comportements sociaux, en particulier
I’agression.

De plus, 'importance de 'ocytocine, de la vasopressine et des récepteurs minéralocorticoides a
la corticostérone dans le fonctionnement de CA2 interrogent sur son role potentiel dans le
dialogue entre stress et fonction sociale. L'effet du stress sur la fonction sociale et les différents
systemes potentiellement impliqués font I’objet du chapitre suivant.
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Chapitre 3 Effets du stress sur la fonction sociale

3.1 Physiologie du stress

La perception d’un facteur de stress, physique et/ou psychologique, va entrainer le recrutement
de plusieurs structures cérébrales. Celles-ci doivent d’abord augmenter la vigilance et le
traitement cognitif pour analyser au mieux la menace puis préparer la réponse appropriée, le
fameux « fight or flight » (combattre ou fuir) de Cannon (Cannon, 1915). Cette réponse se fait
grace a plusieurs systemes organisés en un réseau complexe, dont |'efficacité est reflétée par une
remarquable conservation dans I’évolution des vertébrés (Denver, 2009).

Le systéme nerveux autonome (SNA), en particulier son axe sympatho-adrénomédullaire est le
plus rapide a intervenir apres un stress. Son activation déclenche la libération de noradrénaline
et d’adrénaline, permettant une modulation quasi immédiate (quelques millisecondes) de la
vigilance et de plusieurs fonctions biologiques (cardiovasculaire, digestive, reproductrice,
immunitaire). Cette réponse est néanmoins de courte durée car le systéme parasympathique
intervient rapidement pour contrebalancer ces effets (Goldstein, 2021).

L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (ou hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA), illustré en
Figure 22, intervient lui en élevant le taux de corticostéroides sanguin qui atteint un pic dans les
15 a 30 minutes aprés mise en contact avec I'élément stressant (Droste et al., 2008). L’activation
par le stress du PVN de I'hypothalamus va d’abord engendrer la libération de la corticotrophine
(corticotropin releasing hormone, CRH) (Vale et al., 1981) via ses neurones a CRH. La CRH se lie
ensuite sur ses récepteurs CRHR1 dans I'hypophyse postérieure qui stimule la libération de
I’hormone adrénocorticotrope (ACTH) dans la circulation périphérique, qui va a son tour stimuler
la synthése et la sécrétion de corticostéroides, le cortisol chez I’humain et la corticostérone
(CORT) chez I'animal, au niveau de la corticosurrénale (Russell et Lightman, 2019). La CORT agit
ensuite au niveau systémique (muscles, cceur...) et central sur les récepteurs glucocorticoides
(GR) et minéralocorticoides (MR). Son réle étant de restaurer ’homéostasie, la CORT a des
actions extrémement diverses. Elle va ainsi exercer des effets métaboliques en mobilisant
I’énergie (captage du glucose par les muscles, augmentation de la néoglucogénese par le foie) et
avoir une action anti-inflammatoire (déclenchement de I'apoptose de cellules immunitaires et la
régulation de facteurs inflammatoires). Enfin, elle peut interagir avec de nombreux
neurotransmetteurs, provoquant des effets drastiques sur les capacités d’apprentissage, la
perception émotionnelle et ’humeur (Russell et Lightman, 2019).

En tant qu’hormone homéostatique, le CORT est libérée en conditions basales selon un schéma
circadien avec des niveaux élevés juste avant le réveil, suivis d'une baisse réguliére jusqu'a des
niveaux minimums pendant la phase de sommeil, anticipant ainsi les besoins de |'organisme. Le
rythme circadien de la CORT est régulé par des projections indirectes du noyau
suprachiasmatique vers le PVN, qui va inhiber la libération de CRH et d’AVP pendant la phase
inactive du cycle. La régulation de I’axe HPA en réponse au stress est assurée par le tronc cérébral
(locus coeruleus) et le systéme limbique (amygdale, hippocampe, cortex frontal), qui projettent
sur le PVN (Russell et Lightman, 2019).
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Figure 22 : L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, sa régulation et ses fonctions. La libération de corticotrophine
(CRH) par le noyau para-ventriculaire de I’hypothalamus (PVN) est sous contréle circadien par le biais du noyau
suprachiasmatique de I’hypothalamus (SCN) et est stimulée lors d’un stress via des connexions avec le tronc cérébral et le
systéeme limbique. La CRH stimule la libération de I'hormone adrénocorticotrope (ACTH) par I'hypophyse antérieure, se lie a
ses récepteurs surrénaliens, entrainant alors la libération de corticostérone (CORT) — ou cortisol chez I’humain - dans la
circulation sanguine. La CORT, par sa liaison aux récepteurs glucocorticoides (GR) et minéralocorticoides (MR), exerce un
effet sur de multiples systéemes afin d’assurer I’homéostasie. Elle exerce également un rétrocontréle négatif sur les neurones
a CRH du PVN et les neurones a ACTH de I’hypophyse antérieure. Adapté de (Russell et Lightman, 2019).

Ces deux systemes complémentaires, SNA et HPA, permettent donc a l'individu d’évaluer un
stimulus stressant, d’'y répondre de maniere appropriée puis de retourner a un état basal. La
libération de CRH et de CORT par I'axe HPA va également avoir des effets durables sur plusieurs
régions du cerveau, induisant des modifications comportementales a court et long terme. En
particulier, un stress semble modifier le comportement social, ce que nous allons développer en
3.3.

3.2 Effets cérébraux des acteurs du stress

3.2.1 Effets cérébraux de la CRH

Les récepteurs a la CRH sont présents dans I’hypophyse postérieure mais également dans de
nombreuses régions cérébrales. Les neurones a CRH du PVN envoient en effet des projections
vers diverses structures du cerveau ou le neuropeptide agit sur les récepteurs CRHR1 et CRHR2,
avec des effets spécifiques en fonction des structures (Sukhareva, 2021). Les CRHR 1 et 2 ont en
effet une distribution différente en fonction des structures cérébrales concernées et semblent
avoir des roles distincts, I'activation du CRHR1 provoquant I'activation de I'axe HPA ainsi qu'un
comportement de type anxieux et dépressif, et I'activation du CRHR2 des effets anxiolytiques et
antidépresseurs chez le rat (Bagosi et al., 2023). La CRH semble également étre synthétisée dans
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d’autres régions du cerveau, tels que la CeA, le PFC, I’hippocampe et le bulbe olfactif (Sukhareva,
2021 ; Bagosi et al., 2023), des régions que nous avons précédemment identifiées comme
impliquées dans la fonction sociale.

Et pour cause, outre la régulation des réponses neuroendocriniennes, autonomes et
comportementales au stress, la CRH semble étre impliquée dans différents aspects du
comportement social (Hostetler et Ryabinin, 2013 ; Backstrom et Winberg, 2013 ; Bagosi et al.,
2023). Des revues antérieures ont pu souligner les impacts du stress social, tels que I'isolement
social et la défaite sociale, sur le systeme CRH (Backstrom et Winberg, 2013), ainsi que les effets
du systéeme CRH sur le comportement social, y compris 'appariement, le comportement affiliatif
et agressif, la défense maternelle et les soins parentaux (Hostetler et Ryabinin, 2013) mais
également la transmission sociale du stress (Sterley et al., 2018). Une autre revue plus récente a
abordé les effets du CRH dans la sociabilité, la préférence pour la nouveauté sociale et la
mémoire sociale (Bagosi et al., 2023).

En outre, les neurones a CRH du PVN semblent impliqués dans I'encodage de la valence des
stimuli, ou I'augmentation et la diminution de leur activité neuronale encodent respectivement
la valence négative et la valence positive (Kim et al., 2019).

3.2.2 Effets cérébraux de la CORT

Comme dit précédemment, la CORT a été montrée comme modulant de nombreuses fonctions
cérébrales. Dans le cerveau, les MR et le GR sont en effet responsables des réponses
comportementales et physiologiques au stress ainsi que de I'apprentissage, de la mémoire et des
états émotionnels par des réseaux transcriptionnels distincts (Reul et Kloet, 1985 ; Hansson et
al., 2000 ; De Kloet et al., 2000 ; Crochemore et al., 2005 ; Mifsud et Reul, 2016).

Contrairement aux GR, qui sont exprimés dans pratiquement tous les types de cellules du cerveau
des rongeurs, les MR sont exprimés principalement dans les neurones des régions limbiques
telles que I'hippocampe, le LS et I'amygdale (Reul et Kloet, 1985 ; De Kloet et al., 2000). De plus,
comme détaillé en 2.3.5, les MR sont exprimés de maniére plus importante dans la région CA2
gue dans les autres sous-champs hippocampiques, et semblent occuper une place importante
dans le développement de cette zone et les fonctions qui y sont associées (McCann et al., 2021).

Les MR ayant une affinité dix fois plus élevée que les GR pour la CORT, on considere qu’ils sont
occupés par le ligand en absence de stress (Arriza et al., 1988 ; Gomez-Sanchez et Gomez-
Sanchez, 2014), sauf lorsque les niveaux circadiens de CORT sont naturellement bas (le stress
peut alors avoir un effet sur I'occupation des MR). Les GR, en revanche, ne sont activés que lors
d’un stress ou pendant les périodes circadiennes ou les niveaux de CORT circulante sont élevés
(Joéls et al., 2008 ; Mifsud et Reul, 2016).

La CORT module le comportement vis-a-vis des stimuli aversifs et appétitifs. En effet,
I'administration chronique de CORT induit un évitement accru des stimuli aversifs, et altére les
comportements liés a la recherche de récompense tout en augmentant les comportements
anxieux (Dieterich et al., 2019). En particulier, le stress et I'application exogéne de CORT
entrainent une hyperactivité et une augmentation de la plasticité dans la BLA, mais une baisse
dans I'hippocampe et le mPFC, trois régions particulierement impliquées dans la mémoire de
peur et dont la dérégulation est couramment observée dans les modeles de stress chronique ou
de désordres post-traumatiques (Chattariji et al., 2015).

Cependant, tout comme la CRH, la CORT peut avoir des effets opposés sur les cellules et le
comportement en fonction du moment ou la CORT agit. Des enregistrements de neurones de la
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BLA ex vivo, ont montré qu’une élévation aigué de la CORT entrainait une augmentation de la
libération de glutamate par son action sur les MR, mais qu’une présentation prolongée de CORT
réduisait la libération de glutamate par des mécanismes impliquant les GR (Karst et al., 2010). En
outre, inspirés par des rapports cliniques sur les effets protecteurs des glucocorticoides, certaines
études ont également rapporté que I'administration de CORT exogéne avant ou juste apres
I'exposition au stress empéchait |'apparition de comportements anxieux et I'apparition d'un
évitement social (Rao et al., 2012 ; Chakraborty et al., 2020).

3.2.3 Ocytocine, vasopressine et stress

Bien que n’étant pas considérés comme des acteurs du stress en tant que tels, les réles de soutien
de I'OT et de I’AVP en tant que co-sécrétagogues de I’ACTH ont depuis longtemps été démontrés
(Douglas, 2005). Les deux neuropeptides sont co-exprimés dans la moitié des neurones
parvocellulaires a CRH du PVN (Sawchenko et al., 1984) et sont libérées, tout comme la CRH, en
réponse a un stress (Nishioka et al., 1998 ; Engelmann et al., 1999 ; Koshimizu et al., 2012). De
plus, I'AVP (et I'OT dans une moindre mesure) peuvent stimuler la sécrétion d'ACTH en activant
les V1bR sur les cellules corticotropes de I’hypophyse postérieure (Stevenson et Caldwell, 2012).
En revanche, lorsqu'ils sont infusés ou bien libérés naturellement au sein du PVN, I'OT et I'AVP
inhibent les réponses de I'axe HPA (Neumann et al., 2000 ; Landgraf et Neumann, 2004) en
diminuant I’expression de la CRH dans le PVN (Windle et al., 2004).

Les multiples effets de I'OT et de I’AVP sur les comportements sociaux ont déja été discutés dans
les premieres parties de cette these, et leur r6le dans le stress souligne leur importance dans le
dialogue entre stress et comportements sociaux. L'augmentation de 'activité des neurones a OT
du PVN pendant un stress de contention a par exemple été montré comme nécessaire pour
bloquer la néophilie sociale (Zhan et al., 2024). De plus, I'activation des neurones a OT pendant
un stress participe a I'activation neuronale (montrée en marquage cFos) de multiples régions
dont le LS, le mPFC, la BLA et I'hippocampe. L’AVP semble également jouer un réle dans I'anxiété
et I'évitement social induit par un stress social, ceux-ci étant atténués par une injection
systémique d’un antagoniste aux V1bR (Litvin et al., 2011).

Ces différents acteurs moléculaires (CRH, CORT, OT et AVP) sont donc tous de bons candidats
pour expliquer le dialogue existant entre stress et comportements sociaux. Nous allons donc
essayer de comprendre comment leurs actions dans différentes régions cérébrales peuvent
induire ces changements comportementaux.

3.3 Modulation des comportements sociaux par le stress

Le stress, par le biais de ses différents acteurs moléculaires, peux modifier le comportement
social d’'un individu de maniere durable ou transitoire, de la sociabilité jusqu’a la mémoire sociale
en passant par I'agression et I'affiliation (Van Der Kooij et Sandi, 2012 ; Sandi et Haller, 2015).
Chez les rongeurs, un stress aigu entraine généralement une réduction des comportements
sociaux et une augmentation de |'agressivité (Sandi et Haller, 2015), ce qui correspond au « fight
or flight » de Cannon précédemment mentionné (Cannon, 1915). De maniére trés intéressante,
il est apparu chez ’humain que si le stress provoquait généralement des comportements anti-
sociaux (agression, évitement), il pouvait parfois provoquer une augmentation des
comportements prosociaux envers les individus d’'un méme groupe (Sandi et Haller, 2015). Il
semble donc que la mémoire sociale, permettant de moduler la réponse sociale en fonction de
la familiarité de I'individu, puisse modifier les effets d’un stress sur les comportements sociaux.
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Dans une excellente revue, Carmen Sandi et Jozsef Haller proposent un modele présenté en
Figure 23a dans lequel les signaux sociaux détectés sont d’abord confrontés aux représentations
hippocampiques avant d’étre traités émotionnellement et cognitivement par le réseau mPFC-
amygdale, pour ensuite étre relayé a des zones effectrices, I’hypothalamus et la PAG (Sandi et
Haller, 2015). D’autres tres bonnes revues par Kay Tye et ses collaborateurs sur les effets de
I'isolement social suggerent un modele ou la valence émotionnelle des stimuli sociaux est
modifiée a la fois par des éléments externes (informations recueillies sur le congénére, contexte
environnemental) et des éléments internes (mémoire du congéneéere, émotions) (Tye, 2018 ;
Matthews et Tye, 2019 ; Lee et al., 2021). Comme le montre la Figure 23b, cette valence
émotionnelle est déterminée par le dialogue entre des régions cérébrales détectrices, qui vont
transmettre et interpréter les informations extérieures pour ensuite les relayer aux régions
effectrices, qui vont déterminer I‘'engagement ou non dans un comportement social. Le centre
de controle module lui I'activité de ces deux systéemes, en fonction entre autres de I'état
émotionnel de I'animal (Lee et al., 2021).
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Figure 23 : Schématisation des circuits impliqués dans la modulation mnésique et émotionnelle des comportements
sociaux. a) Selon (Sandi et Haller, 2015), les signaux sociaux sont d’abord traités par des structures télencéphaliques
(hippocampe, mPFC et amygdale) effectuant un traitement mnésique, cognitif et émotionnel permettant d’adapter une
réponse comportementale via I’hypothalamus et la PAG. Le tout est orchestré par différents systemes neuromodulateurs,
en particulier I'ocytocine (OT) et la vasopressine (AVP). b) Selon (Lee et al., 2021), les comportements sociaux sont modulés
par trois systémes dédiés au maintien de I’homéostasie sociale : un systeme détecteur permettant la perception de signaux
sociaux et la confrontation aux informations déja mémorisées, un systeme effecteur permettant 'engagement dans un
comportement social, et entre les deux un centre de contréle orchestrant les communications.

Selon les deux modeles présentés en Figure 23, les informations détectées sont d’abord
confrontées avec celles contenues dans le systeme mnésique (en particulier I’hippocampe) ce
qui suggere une modulation du comportement social en fonction de l'identité des congéneres
rencontrés. De plus, a l'instar du modéle de (Walum et Young, 2018) présenté en Figure 10, ces
modeles donnent au systeme OT-AVP un r6le central de coordination qui comme nous allons le
voir est parfois ambivalent et fortement dépendant de I'état émotionnel.

Afin d’explorer ce dialogue entre stress, mémoire sociale et comportements sociaux, nous nous
concentrerons particulierement sur la zone CA2 de I’hippocampe et les régions qui lui sont liées.
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Comme nous I'avons vu en 1.2, la sociabilité est particulierement sous-tendue par le systeme de
récompense mésolimbique VTA-NAc ainsi que par la triade BLA-mPFC-vHPC, le mPFC étant
séparé en deux sous-parties, le IL promouvant les comportements prosociaux et le PL les
supprimant (Sato et al., 2023). Les circuits BLA-mPFC-vHPC sont particulierement impliqués dans
les réactions de peur, et le NAc regoit de nombreuses afférences de ces trois régions qui
modifient son activité lors d’un stress. Le role d’autres systéemes déja mentionnés, comme le
circuit LS-VMHvI et BNST-VMHuvI seront également abordés.

Il doit cependant étre précisé que les études menées sur le rongeur utilisent des sources de stress
tres variées, physiques comme psychologiques, sociales comme non sociales, chroniques comme
aigués, avec comme le montre la Figure 24 des effets parfois [égérement différents.

Passive <—| | Social motivation \
coping J Social interaction

(anxiety, I Aggression [Anxiety and depression

depression)| | Antisocial features

{ Social motivation
J Social interaction
Aggression
— Antisocial features

) p ~
(1 HPA axis ) (T HPA axis )
Prenatal Maternal Chronic Chronic social
stress separation physical stress | defeat stress
(Fetal period Neonatal period Juvenile period Adulthood )

Early social Earl.y | Non-social |Post-weaning Acute Transient
deprivation subjugation| peripubertal | social isolation stress change:

stressors T Active
K K \ coping

1 /- ™\
l\} HPA axis)‘ f\HPA axis: — Basal, T Stress response/ﬁ

j Stressor type Behavioural profile:

Transient changes:

Profile A { Social motivation {d Social motivation
T Increase —— Profile B T Social interaction \ { Social interaction
Decrease —— ProfileC T Aggression Aggression
— No change —— Profile D T Antisocial features T Antisocial features

Figure 24 : Effets du stress sur le comportement social en fonction du stade de développemental et du stresseur utilisé. I

est a noter en particulier que le profil A, induit par un stress aigu a I'dGge adulte, est associé a une hausse de I'agressivité et

une baisse de la motivation sociale liée a un évitement social. Cet évitement social est également retrouvé dans les trois

autres profils, mais sans étre nécessairement associés a une hausse de I'agressivité. D’apres (Sandi et Haller, 2015).
Nous nous intéresserons particulierement dans la partie expérimentale de la these a I’évitement
et la néophobie sociale induits par un stress non social aigu mais ce paradigme a rarement été
utilisé dans la littérature. Les autres paradigmes d’induction de stress entrainant également un
évitement social, nous les inclurons également dans les parties suivantes en précisant
systématiquement quels sont les paradigmes utilisés et en gardant a I'esprit que les résultats ne
seront pas toujours généralisables a tous les types de stress.

3.3.1 Effets du stress sur I’attraction sociale

Comme indiqué dans la Figure 24, tous les paradigmes d’induction du stress perturbent
I'attraction sociale. Un stress non social chronique et imprévisible empéche par exemple la
formation d’une CPP sociale, et perturbe donc la récompense sociale (Lei et al., 2022). De méme,
un stress aigu induit par une défaite sociale provoque un évitement social généralisé, et ce méme
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aprés une seule mise en contact avec I'agresseur (Qi et al., 2018 ; Rosenhauer et al., 2019 ; Li et
al., 2023 ; Osakada et al., 2024). Ceci semble étre sous-tendu par de multiples causes, associées
a des systémes cérébraux variés. Les principaux acteurs de ces systemes cérébraux ainsi que leur
lien a CA2 et au systeme ocytocinergique sont résumés en Figure 25.
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Figure 25 : Régions et circuits impliqués dans I’évitement social dii au stress. Deux régions sont fortement susceptibles de
faire relai entre le CA2 dorsal (dCA2) et les différents systémes cérébraux responsables de I’évitement social dii au stress. a)
Le premier est I'hippocampe ventral (en particulier le vCA1), ensuite lié au cortex préfrontal médian (mPFC), au cortex
cingulaire antérieur (ACC) et a I'amygdale baso-latérale (BLA), tres importants dans la contextualisation de la peur et
I'attribution de valence aux stimuli. Le vCA1 et ses régions associées sont également liées au systeme de récompense
mésolimbique aire tegmentale ventrale (VTA) - noyan accumbens (NAc) par leur connexions au NAc. b) Le second est le
septum latéral (LS), lui fortement lié a I’hypothalamus ventro-médian (VMH), lui-méme influencé par I’'amygdale postérieure
(AP) et le noyau du lit de la strie terminale (BNST). Le LS est également une région intégrative recevant des afférences depuis
le mPFC et d’autres régions de I’hippocampe, en particulier le gyrus denté (DG) et le CA3 dorsal (dCA3). Les circuits illustrés
en (a) et (b) sont supposer converger vers le NAc et la substance grise péri-aqueducale (PAG), des régions considérées
comme effectrices. La signalisation ocytocinergique orchestre putativement ces comportements en modulant depuis le
noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN) I'activité des différents acteurs présentés.

Effets sur le systéme de récompense mésolimbique

Tout d’abord, il a pu étre mis en évidence qu’un stress perturbait la valeur accordée aux
récompenses, sociales ou non, via une perturbation du systéme de récompense mésolimbique.
Par exemple, les souris males adultes présentent aprés un stress de défaite sociale des
changements dans le systéme dopaminergique mésolimbique, notamment une augmentation
d’activation des neurones dopaminergiques de la VTA au NAc (Krishnan et al., 2007). En outre,
alors que la stimulation du circuit VTA-NAc chez les souris femelles adultes favorise le
comportement social (Gunaydin et al., 2014), la stimulation du circuit VTA-NAc a la suite d'un
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stress de nage forcé (20 min/jour pendant 5 jours de maniére imprédictible), produit un effet
antisocial (Wichmann et al., 2017). De plus, ce stress semblait potentialiser la réponse du circuit
VTA-NACc a la stimulation optogénétique. Cela suggere que les facteurs de stress peuvent induire
une plasticité du circuit VTA-NAc, le rendant plus excitable et modifiant finalement les
comportements associés a son activation. Ces résultats ne sont par ailleurs pas exclusifs a la
récompense sociale et sont en accord avec une large littérature montrant que le stress affecte le
circuit dopaminergique mésolimbique, avec une neurotransmission dopaminergique accrue
pendant et juste aprés le stress (Abercrombie et al., 1989 ; Badrinarayan et al., 2012 ; Holly et
Miczek, 2016), et une réactivité dopaminergique accrue a plus long terme (Di Chiara et al., 1999
; Yorgason et al., 2013 ; Yorgason et al., 2016). Plusieurs auteurs suggerent d’ailleurs que cette
modification est a la base de la comorbidité entre dérégulation émotionnelle et sensibilité a
I’addiction (Johnston et al., 2016).

Une autre étude plus récente suggere cependant que ce sont les neurones GABAergiques de la
VTA projetant sur le NAc qui médient |'effet d’un stress sur la perception d’une récompense, et
non les neurones dopaminergiques. lls ont pu montrer qu’un stress de contention provoquait
une activité oscillatoire a 4Hz dans le NAc et que ces oscillations étaient le fruit d’'un méme
schéma d’activité dans les neurones GABAergiques (mais pas dopaminergiques) de la VTA
projetant sur le NAc. De plus, I'activation a 4Hz des projections GABAergiques VTA-NAc suffit a
augmenter la latence de consommation d’'une récompense (Lowes et al., 2021).

Cette dérégulation du circuit VTA-NAc par le stress semble étre multifactorielle. Tout d’abord, la
libération de CRH dans le NAc augmente la libération de dopamine par la co-activation des
récepteurs CRHR1 et CRHR2 et permet d’induire une CPP. Une exposition a un stress sévere de
nage abolit complétement ces effets sur la libération de dopamine dans le NAc et le CPP pendant
au moins 90 jours. Cela indique un changement dans la réaction a la CRH, qui passe d’appétitive
a aversive apres un stress (Lemos et al., 2012). De méme, un stress post-natal semble perturber
le développement du NAc via la suractivation des CRHR1, une injection d’antagoniste CRHR1
pendant le stress permettant le rétablissement d’'un développement normal (Wang et al., 2023).
Une activation optogénétique chronique des neurones a CRH du PVN provoque en outre une
baisse de la motivation pour une récompense alimentaire, accompagnée d’'une augmentation
des comportements anxieux (Mitchell et al., 2024). De maniére intéressante, les neurones a CRH
du NAc projetant sur la BNST (une région également associée au lien stress-comportement
social), promeuvent en conditions normales des émotions positives (Pan et al., 2024).

La CORT semble également avoir un effet modulateur sur le systeme de récompense. En effet,
une injection chronique de CORT entrave la motivation liée aux récompenses chez la souris, avec
des effets cérébraux sexuellement dimorphiques. Ainsi, chez les souris femelles, la CORT réduit
la libération de dopamine dans le striatum dorsomédian, tandis que chez le male la CORT altere
la fonction du transporteur de dopamine dans la méme structure (Holloway et al., 2023). Un
stress de nage forcée est également capable de modifier la densité des récepteurs
glutamatergiques des neurones du NAc shell, augmentant le rapport AMPAR/NMDAR. Cet effet
est bloqué par I'administration préalable d’'un antagoniste GR, indiquant que les changements
observés dépendent de la CORT. L'administration exogene de CORT a également augmenté les
rapports AMPAR/NMDAR dans le NAc shell, confirmant son implication dans ces changements
(Campioni et al., 2009).

En outre, il semble qu’une modification de la signalisation OTR ait lieu dans le NAc et la VTA lors
d’un stress. Un stress de défaite sociale réduit ainsi I'expression d’ARNm OTR dans le NAc, ce qui
coincide avec une diminution de |'approche sociale. Cet effet serait médié par une réduction de
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I'activité Ggq de I'OTR, puisque l'infusion d’un agoniste OTR-Gq (carbétocine), mais pas d’un
agoniste OTR-Gi (atosiban), augmentant I'approche sociale chez les souris stressées (Williams et
al., 2020). Ceci a été confirmé par une autre étude, montrant que le stress diminue I'activité des
OTR dans le NAc alors que la présence d’un congénére diminue cet effet (Donovan et al., 2018).
Au niveau de la VTA, I'OT modere les effets anti-sociaux d’un stress alors que I'injection d’un
antagoniste OTR augmentant |'évitement social apres un stress de défaite sociale (Grieb et al.,
2024).

Circuits vHPC-BLA-mPFC

Un certain nombre d'études menées tant chez I'humain que chez I'animal ont révélé que les
réponses induites par le stress résultent de I'activité coopérative du mPFC, de 'amygdale (en
particulier la BLA) et de I'hippocampe (Tovote et al., 2015). En particulier, I'hippocampe ventral,
qui intégre des informations émotionnelles et sociales (Ciocchi et al., 2015 ; Okuyama et al., 2016
; Meira et al., 2018 ; Zhang et al., 2019), communique avec le mPFC et I'amygdale via des
projections directes et réciproques (Ishikawa et Nakamura, 2003 ; Orsini et al., 2011 ; Ciocchi et
al., 2015 ; Burgos-Robles et al., 2017 ; Kredlow et al., 2022 ; pour revue : Bakoyiannis et al., 2023).
Le vHPC, la BLA et le mPFC projettent également directement sur le NAc ou ils modulent les
informations émotionnelles et/ou sociales (VHPC-NAc: (Okuyama et al., 2016); BLA-NAc:
(Madur et al., 2023 ; Birnie et al., 2023 ; Poggi et al., 2024) ; mPFC-NAc : (Xing et al., 2021 ; Park
et al., 2021)).

L’inhibition optogénétique des projections VHPC-mPFC altere a la fois I'activité liée a I'anxiété
dans la BLA et le comportement anxieux. |l semble également que les afférences excitatrices
VHPC-mPFC exacerbent les représentations de la valence (positive ou négative) des stimuli
(Ciocchi et al., 2015 ; Padilla-Coreano et al., 2016). En outre les connections vHPC-PL semblent
importantes pour la contextualisation de la peur (Twining et al., 2020 ; Santos et al., 2020). Ces
résultats suggerent que le vHPC transmet des informations sur la valence contextuelle des stimuli
au mPFC, qui a son tour va moduler I’activité liée a I'anxiété dans la BLA. De maniere intéressante,
il semble que le circuit vHPC-BLA soit aussi particulierement important pour la contextualisation
de la peur (Kim et Cho, 2020 ; Jimenez et al., 2020), et I'inhibition chémogénétique des
projections du VHPC sur la BLA empéche la généralisation de la peur a d’autres contextes (Ortiz
et al., 2019). Ce role du vHPC dans la contextualisation de la peur et la communication de la
valence des stimuli méne a penser que, comme décrit dans la Figure 22, celui-ci joue un premier
réle d’interprétation des menaces potentielles. Cela mene également a penser qu’une
dérégulation des circuits vHPC-BLA et vHPC-mPFC pourrait aboutir a une généralisation de la peur
a des contextes ou des individus non dangereux.

De méme, l'interaction entre mPFC et BLA semble étre importante dans la réponse sociale au
stress. Le circuit PL-BLA réagit a un stress induit par un choc électrique, et 'activation de cette
connexion provoque un état émotionnel négatif et une altération de la récompense sociale dans
un test de CPP (Huang et al., 2020). De plus, la susceptibilité a un stress de défaite sociale
s’accompagne d’une réactivité accrue du PL et de la BLA (Kumar et al., 2014). Une autre étude a
néanmoins montré que le méme stress s'accompagnait d'une activité accrue de la BLA mais d’'une
inhibition du vHPC et du mPFC (sans toutefois préciser s’il s’agissait du PL ou de I'IL). En outre,
I'inactivation de la BLA atténue I'évitement social généralisé suite au stress de défaite sociale (Qi
etal., 2018). De plus, une activation des CRHR1 de la BLA provoque un déficit d’interaction sociale
(Sajdyk et al., 1999). Cela résonne avec les études d’Ada Felix-Ortiz et ses collégues mentionnées
en 1.2.2, montrant que l'activation des connexions de la BLA au vHPC et au mPFC diminue
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I'interaction sociale, tandis que leur inhibition I'augmente (Felix-Ortiz et Tye, 2014 ; Felix-Ortiz et
al., 2016).

Cette boucle BLA-mPFC-vHPC semble avoir plusieurs liens avec des zones effectrices, comme le
NAc, décrites dans la Figure 22b. Tout d’abord, la BLA communique avec le NAc, et il semble
gu’un stress social chronique modifie I'activité du circuit glutamatergique BLA-NAc, perturbant
ainsi I'attribution de valence aux récompenses (Madur et al., 2023). Une autre étude a montré
gu’un circuit GABAergique BLA-NAc co-exprimant la CRH était suractivé chez des souris ayant
subi un stress post-natal. L'inhibition chémogénétique de ce circuit chez des males adultes ayant
subi le stress post-natal suffit a augmenter l'investigation de récompenses (alimentaires et
sexuelles), montrant que les projections GABAergiques/CRH BLA-NAc sont impliqué dans la
diminution de I'attractivité des récompenses apreés stress (Birnie et al., 2023).

De plus, il semble que le circuit mPFC-PAG soit inhibé apres un stress de défaite sociale, et que
I'inhibition chémogénétique de cette connexion reproduise I’évitement social induit par ce
stress. Ceci coincide également avec une augmentation de I'activité de la PAG, montrant que les
connections glutamatergiques depuis le mPFC doivent en conditions physiologiques augmenter
le tonus inhibiteur sur les neurones glutamatergiques de la PAG, et qu’un stress est capable de
lever cette inhibition (Franklin et al., 2017).

Septum latéral

De par ses connexions anatomiques avec de multiples structures intégratrices et effectrices, ainsi
que sa sensibilité a I'OT, le LS est susceptible de jouer un réle important dans I'évitement social
di au stress.

Et en effet, les souris généralisant leur évitement social aprés un stress de défaite sociale
montrent une réactivité accrue des neurones a neurotensine du LS lors d’une interaction sociale
non agressive, et la manipulation optogénétique et chémogénétique de ces neurones rétablit un
comportement social normal (Li et al., 2023). Cela semble étre d( en partie au systeme OT
puisqu’un un stress social induit une augmentation de I'expression du geéne de I'OTR dans le LS
(etla MeA ; Litvin et al., 2011) tout comme un conditionnement de peur social (chocs électriques
associés a I'investigation d’un congénére) qui engendre une activation accrue des OTR dans le LS
(ainsi que la CeA, le DG et le CA1 ; Zoicas et al., 2014). Une autre étude a montré que la présence
des OTR dans le LS était indispensable a 'augmentation de I'anxiété suite au stress social, les
souris dont I'expression de I"OTR avait été abolie dans le LS ne présentant plus de freezing
augmenté suite au stress (Guzmdn et al., 2013). La CORT semble également avoir un réle,
puisqu’un blocage des GR du LS module 'adaptation au stress dans un paradigme de nage forcée
(Singewald et al., 2011)

Comme indiqué précédemment, le LS regoit par ailleurs d’importantes afférences depuis la
région dCA2, régulant le comportement agressif, mais également des afférences depuis le mPFC,
le cortex entorhinal et 'amygdale (Besnard et Leroy, 2022). Les afférences hippocampiques du
DG dorsal vers le LS sont également importantes dans I'altération de la sociabilité par le stress
chez la souris male. En effet, I'inactivation chémogénétique des efférences du DG vers le LS
restaure les déficits de sociabilité chez les males. De plus, ces connexions semblent étre sensibles
a I'0T, linactivation chémogénétique des interneurones OTR du DG restaurant également les
déficits de sociabilité (Meyer et al., 2020).

71



Hypothalamus ventro-médial et BNST

Un stress de défaite sociale induit également un évitement spécifique de I'agresseur, qui lui
semble étre dépendant de I'OT et du VMHvL. Ainsi, les neurones a OT du SON projetant sur le
VMHvI sont intensément activés pendant une agression, mais également en réponse a la
perception de l'agresseur apres le stress (Osakada et al., 2024). De plus, une activation
optogénétique des cellules a OTR du VMHvI suffit a induire un évitement social généralisé ainsi
gu’une élévation de la peur. Une inhibition chémogénétique des cellules a OTR du VMHuvI, a
I'inverse, diminue nettement I'évitement de I'agresseur suite au stress social (Osakada et al.,
2024). Enfin, I'étude a pu montrer que l'activation des OTR potentialisait la plasticité des
synapses amygdale postérieure-VMHvI, projections importantes pour la régulation du
comportement agressif (Yamaguchi et al., 2020)). La BNST, une région reliée au VMHuvI, semble
également importante dans le développement de |'évitement social apres un stress social. En
particulier, une délétion des OTR dans la BNST empéche le développement de I'évitement social
apres le stress (Duque-Wilckens et al., 2018 ; Duque-Wilckens et al., 2020). La signalisation CRH
pourrait également étre impliquée, en particulier via ses récepteurs CRHR1, puisque
I’administration chronique d’un agoniste CRHR1 dans la BNST provoque des déficits d’interaction
sociale chez le rat (Lee et al., 2008).

Le VMHvI projette sur la PAG, permettant I'exécution de I'évitement social, I'inactivation du
circuit VMHVI-PAG abolissant I'évitement des agresseurs suite au stress (Silva et al., 2013).

Région hippocampique CA2 dorsale

Quelle est la place de I'aire CA2 dorsale au sein de ces nombreux systemes? A notre
connaissance, deux études récentes se sont penchées sur le réle du dCA2 dans I’évitement social
lié au stress.

Selon la premiere étude, une exposition de rats juvéniles a 3 jours de stress différents chaque
jour (la nage forcée, la plateforme surélevée et enfin la contention) induit ultérieurement un
évitement social lors d’un test de sociabilité avec un individu nouveau (Raghuraman et al., 2023).
De plus, lors d’un test évaluant la SRM 24h et 7 jours apres la familiarisation, on remarque (a
I'inverse des individus contrdles) un évitement de I'individu nouveau au profit du familier. Ce
stress juvénile engendre également des altérations de la plasticité du dCA2 avec une LTP LEC-
CA2 perturbée mais une LTP CA3-CA2 favorisée (Raghuraman et al., 2023). Ceci suggere que la
néophobie sociale induite par un stress s’Taccompagne de changement de plasticité synaptique
au niveau du dCA2.

Dans la seconde étude, les autrices et auteurs montrent qu’une inhibition chémogénétique des
NPs de dCA2 pendant un stress de défaite sociale exacerbe le jour suivant le niveau d'évitement
social. De plus, des expériences d'électrophysiologie ex vivo et de tragage neuronal révelent un
circuit dans lequel les NPs de dCA2 se connectent aux NPs de vCA1 qui, a leur tour, projettent
vers le mPFC (a la fois IL et PL) et I’ACC. Il est également apparu que les souris susceptibles suite
au stress (donc évitant fortement les interactions sociales) présentaient une réduction
significative de I'activité du vCAl et des régions corticolimbiques au cours d'une tache
d'investigation sociale 24 heures apres le stress social (Radzicki et al., 2024).

Il apparait donc que le dCA2, via ses connections au vCA1 aux régions corticolimbiques, puisse
exercer un role suppresseur de I'évitement social di au stress. En outre, si les connexions dCA2-
LS n‘ont pas encore été investiguées elles semblent étre un autre bon candidat dans la
modulation de ce comportement. De méme, il reste a déterminer quels sont les effecteurs du
stress impliqués dans ces comportements, mais I'OT et I’AVP semblent étre de bons candidats,
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la dCA2 étant particulierement enrichie en OTR et en V1bR. L’action de la CORT mérite également
d’étre investiguée, les MR régulant fortement le dCA2.

3.3.2 Effets du stress sur la mémoire sociale

En plus des effets bien établis sur la sociabilité, le stress peut affecter la mémoire sociale (Cordero
et Sandi, 2007 ; Van Der Kooij et Sandi, 2012). Ce phénomeéne est en accord avec un nombre
considérable de données montrant que les expériences émotionnelles, y compris le stress,
peuvent affecter la formation de la mémoire au sens large (De Kloet et al., 1999 ; Kim et Diamond,
2002 ; Donohue et al., 2006 ; Luksys et Sandi, 2011 ; Gagnon et al., 2019 ; Torrisi et al., 2023 ;
Heinbockel et al., 2024). En particulier, I'isolement social, chronique ou méme aigu (24h),
perturbe la mémoire sociale sans affecter la sociabilité (Kogan et al., 2000 ; Leser et Wagner,
2015 ; Park et al., 2021).

Cependant, la mémoire sociale étant souvent testée en laboratoire par des mesures de néophilie
sociale (voir 2.1.2.4) et il est ardu de savoir si le stress perturbe la mémoire sociale ou bien induit
seulement une néophobie sociale. Et pour cause, le stress semble au contraire améliorer la
mémoire sociale dans certains paradigmes.

Chez le rat, il a pu par exemple étre montré que I'exposition a un stress non social (des chocs
électriques) avant la rencontre entre deux males adultes modifiait la hiérarchie sociale mais
potentialisait la rétention de cette hiérarchie. En effet, le male stressé adoptait
systématiquement le statut subordonné, et était automatiquement a nouveau subordonné
lorsqu’il était remis en contact avec son congénére jusqu’a 7 jours plus tard (alors que cette
mémoire est normalement conservée seulement 2 jours) (Cordero et Sandi, 2007). La
potentialisation de la mémoire de la hiérarchie sociale par le stress s'est accompagnée de
changements dans |'expression des OTR dans le MeA de l'individu stressé aprés l'interaction
sociale (Timmer et al., 2011). De nombreuses recherches ont également mis en évidence
I'important réle modulateur de la CORT dans la consolidation de la mémoire des expériences
émotionnellement stimulantes (de Kloet et al., 1999, 2005 ; de Kloet, 2000 ; Joéls, 2006 ;
Roozendaal, 2000 ; Sandi et Pinelo-Nava, 2007 ; de Quervain et al., 2009). La CORT est également
impliquée dans la potentialisation de la mémoire hiérarchique mais cette fois-ci chez I'animal
dominant. En effet, lorsque la CORT est injectée a I'animal dominant (mais pas soumis) apres la
premiere interaction sociale, un maintien a long terme de la hiérarchie est observé une semaine
plus tard (Timmer et Sandi, 2010).

De méme, un stress de défaite sociale sur des rates adultes augmente la rétention de la mémoire
de rats juvéniles jusqu’a 2h (Penka et al., 2004). La CRH est impliquée dans ce phénomeéne
puisque I'administration d'un antagoniste des récepteurs du CRF avant la premiére exposition au
juvénile altere la rétention des femelles.

3.3.3 Effets du stress sur la nouveauté sociale

Bien que le stress ait été montré comme améliorant la rétention de la mémoire sociale dans
certains paradigmes, d’autres ont montré que le stress la perturbait fortement. Afin de concilier
ces deux observations, certains auteurs parlent de perturbation de la néophilie sociale (ou bien
de néophobie sociale) plutét que de mémoire sociale (Bagosi et al., 2023). Le stress aurait donc
tendance a diminuer les intéractions avec les inconnus, mais moins, voire pas du tout affecter les
interactions avec les congénéres familiers.

Chez le rongeur, de nombreuses études ont montré qu’un stress affectait la néophilie sociale. Un
stress post-natal chez le rat (provoqué par une séparation maternelle de 3h par jour au cours des
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deux premiéres semaines de vie) induit une absence de préférence entre un individu nouveau et
familier aprés un ITl de 1h a I’d4ge adulte (Lukas et al., 2010). Ce trouble s'est accompagné d'une
absence de libération d'AVP dans le LS qui est normalement caractéristique de Ia
mémoire/discrimination sociale chez les rats adultes (Lukas et al., 2010). En outre, une étude
récente a pu montrer que I'absence de néophilie sociale suite a un stress de contention était
sous-tendue par la libération accrue d’OT dans le PVN (Zhan et al., 2024).

Le systeme CRH est également potentiellement impliqué dans ces changements de néophilie
sociale dus au stress. Ainsi, les souris transgéniques surexprimant la CRH présentent une
meilleure reconnaissance sociale a long terme ainsi qu’une sociabilité accrue (Kasahara et al.,
2011). Il semble en particulier que la signalisation CRH dans les projections du mPFC au dLS soit
importante dans la néophilie sociale. En effet, la libération de CRH dans le dLS depuis le PFC
diminue l'investigation de souris familieres sans modifier I'investigation de souris nouvelles. La
maturation de ce circuit semble d’ailleurs cruciale dans I'acquisition de la néophilie sociale au
cours du développement (De Ledn Reyes et al., 2023). Dans la MeA, la CRH semble également
promouvoir la néophilie via son action sur les CRHR2. Une délétion des CRHR2 dans la MeA peut
en effet bloquer la néophilie sociale, et I'activation pharmacologique des CRHR2 de la MeA
augmente la préférence pour les souris nouvelles comparées aux camarades de cages (Shemesh
et al., 2016). Al'inverse, une injection intra-cérébroventriculaire de CRH ou d’agoniste spécifique
des CRHR1 provoque une diminution de l'investigation de femelles inconnues chez le male mais
sans diminuer I'investigation de femelles connues (Bagosi et al., 2017).

Conclusion du Chapitre 3

Les comportements sociaux peuvent étre drastiqguement modulés par différents paradigmes
d’induction de stress, a la fois sociaux et non sociaux, et ce a différentes étapes de la vie du
rongeur. |l semble que les effecteurs moléculaires du stress (CRH, CORT, OT et AVP) soient
impliqués dans cette modulation et ce par le biais de I'action sur de nombreuses régions
impliquées a plusieurs étapes importantes dans la fonction sociale. En outre, I'action de ces
acteurs moléculaires semble ambivalente, promouvant les comportements prosociaux dans
certaines régions cérébrales et certains contextes tout en diminuant le comportement anxieux,
et induisant un comportement anti-social voire agressif dans d’autres. Par exemple, I'OT agissant
dans le NAc et la VTA facilitent la récompense sociale et le comportement d'approche, mais dans
les contextes sociaux aversifs, I'OT agit dans la BNST, le VMH et le LS entre autres pour induire
I'évitement d’individus potentiellement dangereux.

Le stress semble également avoir une action ambivalente sur la mémoire sociale, certaines
études montrant une amélioration de celle-ci et d’autres une détérioration. Concernant
I’évitement social induit par le stress, celui-ci est systématiquement testé par une interaction
avec un congénere inconnu ou un agresseur, et non pas avec un congénere de cage. Il est donc
possible que le stress n’induise non pas une aversion sociale généralisée mais plutét une
néophobie sociale qui coinciderait avec certains déficits observés dans les tests de discrimination
sociale. Les informations sociales étant intégrées par I’hippocampe avant d’étre relayées a des
régions émotionnelles et effectrices, et le dCA2 comme le vCA1 ayant un réle modulateur de
I’évitement social d0 au stress, ces régions sont potentiellement impliquées dans I'évitement
social en fonction de la familiarité du congénere.

Nous aborderons dans le dernier chapitre un modele pathologique qui nous permettra d’éclairer
ce dernier point : le modele d’obésité juvénile induite par la diete. Ce modele a en effet été
montré comme induisant des déficits mnésiques sociaux mais également des perturbations
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hippocampiques qui pourraient relever de la signalisation ocytocinergique et ainsi affecter
particulierement la régions CA2 dorsale.
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Chapitre 4 Les effets de I’alimentation obésogene précoce sur les
fonctions mnésiques, émotionnelles et sociales.

4.1 Obésité juvénile et co-morbidités
4.1.1 Epidémiologie

Le surpoids et I'obésité sont des problemes de santé publique qui touchent pres de 52 % de la
population mondiale adulte. En raison de I'abondance d'aliments a forte densité énergétique et
d'un mode de vie de plus en plus sédentaire, la prévalence mondiale du surpoids et de |'obésité
a également augmenté chez les enfants et les adolescents agés de 5 a 19 ans de fagon
spectaculaire, passant de 8 % en 1990 a 20 % en 2022 selon les statistiques de I’'OMS (Murray et
al., 2020 ; Okunogbe et al., 2022).

Les causes de |'obésité sont nombreuses et multifactorielles, mais la principale cause est un
déséquilibre énergétique entre les calories consommées et celles dépensées. En effet, suite aux
changements sociaux, économiques et culturels vécus par les populations du monde entier, les
habitudes alimentaires ont évolué vers une plus grande consommation d'aliments
hypercaloriques, riches en lipides saturés et en sucres, souvent raffinés. Le mode de vie actuel
favorise notamment la consommation de repas rapides ainsi que la consommation d'aliments
hautement énergétiques entre les repas (Jaworowska et al., 2013). Cette augmentation de
consommation calorique s"accompagne d’une hausse de la sédentarité au niveau mondial: selon
I’'OMS, 80% des adolescents et 27% des adultes ne présentaient pas un niveau d’activité physique
suffisant en 2022 (World Health Organization, 2022). C’'est la combinaison de ces deux facteurs
(apports énergétiques élevés et dépenses énergétiques faibles) qui est responsable du
déséquilibre énergétique et conduit a terme au surpoids et a I'obésité (Romieu et al., 2017).
Enfin, les personnes obéses ont un phénotype alimentaire différent de celui des non-obeses, et
souvent un comportement plus impulsif vis-a-vis de la nourriture, et ce depuis leur plus jeune
age. Ce comportement alimentaire entraine une prise de poids continue chez ces personnes
(Nederkoorn et al., 2006 ; Thomas et al., 2013 ; Giel et al., 2017).

Le surpoids et I'obésité sont le cinquieme facteur de risque de déces dans le monde, responsables
de 2,8 millions de déces par an selon I'OMS (Flegal et al., 2013 ; Speakman, 2020). Et pour cause,
ils représentent un facteur de risque pour le développement de nombreuses comorbidités
déléteres pour le fonctionnement corporel « périphérique » (maladies cardiovasculaires,
cancers, maladies métaboliques et maladies musculo-squelettiques), mais également cérébral
(maladie d'Alzheimer, dépression) (Pulgarén, 2013 ; Kumar et Kelly, 2017 ; Bliiher, 2019). Le
surpoids et I'obésité, en particulier chez les jeunes, ont également pu étre lié a des déficits
cognitifs et émotionnels qui ont pu étre répliqués depuis des dizaines d’années dans des modeles
pré-cliniques.

4.1.2 Etudier les comorbidités : les modeles pré-cliniques

De nombreux modeles d'obésité ont été utilisés chez les rongeurs pour étudier les altérations
corporelles et cérébrales ayant lieu au cours de la progression de I'obésité. Elles comprennent
diverses approches (aliments riches en graisses et/ou en sucres, modeéles génétiques, modeles
pharmacologiques) et produisent, a des degrés divers, des altérations du métabolisme
énergétique ressemblant a celles que l'on trouve chez les patients obéses. Par exemple, les
aliments (aussi appelés régimes) riches en énergie augmentent sensiblement le poids corporel et
I'adiposité, et induisent un phénotype prédiabétique (hyperglycémie, hyperinsulinémie,
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résistance a l'insuline, intolérance au glucose) ainsi qu’une dérégulation hormonale, des
adaptations neuropeptidergiques hypothalamiques et une inflammation a bas bruit (Buettner et
al., 2007 ; Hariri et Thibault, 2010 ; Pandit et al., 2012 ; Preguica et al., 2020). Au niveau de la
prise alimentaire, les études disponibles montrent que les rongeurs a qui l'on donne le libre choix
de consommer un régime a haute teneur énergétique présentent généralement une
hyperphagie, un comportement de grignotage et une augmentation des comportements motivés
par la nourriture, ce qui entraine une accélération des altérations comportementales et
métaboliques similaires a celles observées dans I'obésité humaine (La Fleur et al., 2007 ; La Fleur
et al., 2011 ; Apolzan et Harris, 2012 ; Harris et Apolzan, 2012 ; Ahmed et al., 2019).

Deux régimes riches en graisses (ou high-fat diet HFD) sont utilisés dans la grande majorité des
études sur les rongeurs, avec généralement 45 % ou 60 % de kcal provenant des graisses
(majoritairement des lipides saturées d’origine animale type saindoux) (Speakman, 2019), contre
10% des calories provenant des graisses dans I'alimentation standard des souris. Etant donné
gue l'apport total en graisses actuellement recommandé pour les humains adultes varie de 20 a
30 % (Trumbo et al., 2002) et que les régimes occidentaux moyens contiennent de 30 a 45 % de
kcal provenant des graisses (Eilander et al., 2015 ; Speakman, 2019), I'utilisation de HFD pour
rongeurs contenant 45 % de kcal provenant des graisses semble étre le régime le plus approprié
d'un point de vue translationnel. Ces deux régimes contiennent également une proportion accrue
de sucres simples (20 % et 10 % de sucrose pour les régimes a 45 % et 60 % de kcal provenant de
lipides, respectivement) par rapport aux régimes murins ordinaires, imitant ainsi les apports
nutritionnels riches en graisses saturées et en sucres simples des régimes occidentaux (ces
régimes sont d’ailleurs parfois appelés « Western diet »).

Afin de rester pertinents, nous nous concentrerons dans ce chapitre sur les conséquences des
HFD et parfois d'autres modeles d'obésité induits par I'alimentation, mais pas sur les modeles
génétiques d'obésité. Nous expliciterons le type, la durée des régimes et la période du
développement ol démarrent les régimes, car ce sont comme nous allons le voir des facteurs
critiques qui peuvent influencer les résultats. La période juvénile semble étre particulierement
sensible a I'alimentation car, comme nous allons le voir dans la partie suivante, c’est une
importante période de maturation cérébrale.

4.2 L’adolescence, une période sensible

4.2.1 Définition de I’adolescence

Chez I’lhumain

L'adolescence commence a la puberté, vers 'age de 10-12 ans, et se termine vers 20-25 ans. En
plus d’étre caractérisée par une période de maturation sexuelle, c’est également une période
d'apprentissage, d'adaptation sociale et de maturation neurobiologique dynamique (Spear,
2000). Des altérations structurelles et fonctionnelles substantielles se produisent en effet dans
le cerveau au cours de cette période, en particulier dans les processus cognitifs (Larsen et Luna,
2018 ; Bitzenhofer et al., 2021), sociaux (Somerville, 2013 ; Van Kerkhof et al., 2013) et
émotionnels (Gee et al., 2018). Chez I'humain, les premiers changements comportementaux
typiques de I'adolescence apparaissent vers |'age de 10 ans, accompagnés d’'une maturation de
différentes structures cérébrales, et se poursuivent et s'amplifient jusqu'a 20 ans, (voire 25 ans
chez les garcons) (Crews et al., 2007).
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Chez le rongeur

L'adolescence a longtemps été considérée comme une période de développement spécifique a
I'humain (Bogin, 1994) et, jusqu'a récemment, la majorité des études sur les rongeurs
considéraient les animaux comme adultes a partir du sevrage. Il est maintenant admis que tous
les mammiferes ont un stade de développement qui ressemble a I'adolescence humaine,
caractérisée par la puberté, donc une maturation sexuelle, une croissance physique importante
ainsi que par de multiples changements comportementaux et neurobiologiques similaires a ceux
observés chez I'humain. Ainsi, on observe chez les jeunes animaux une augmentation des
comportements sociaux, de prise de risque et de recherche de nouveauté (Spear, 2000). La durée
de l'adolescence, et plus précisément les ages auxquels elle commence et se termine, est
cependant complexe a définir et on trouve des divergences plus ou moins grandes selon les
études concernant la période de I’adolescence chez les rongeurs. Pour certaines I'adolescence se
situerait entre les jours postnataux 28 a 45 (période de maturation sexuelle). Cependant, il est
largement admis que I'adolescence englobe une période plus large (correspondant également a
la maturation cérébrale et comportementale), allant du sevrage a I’Age adulte, donc de la 3™ 3
la 9%™e semaine postnatale (soit 21 & 60 jours postnataux) (Spear, 2000 ; Andersen, 2003 ; Tirelli
et al., 2003 ; Dutta et Sengupta, 2016).

4.2.2 Maturation cérébrale pendant le développement

Maturation globale du cerveau

L'enfance est le théatre d’une surproduction impressionnante de neurones dans le cerveau.
Cette surproduction est suivie d'une élimination compétitive, ou "élagage", au cours de laquelle
les neurones qui n'ont pas réussi a s'intégrer dans le réseau sont éliminés. Cette procédure de
développement en deux étapes se retrouve dans le systeme nerveux central de la plupart des
mammiféres, en particulier chez I'humain, les primates non-humains et les rongeurs. Le
phénomeéne d'élagage est trés critique pendant I'adolescence, et conduit a une perte d'environ
50 % des neurones dans certaines zones du cerveau. Cette stratégie développementale de
surproduction et d'élimination garantit I'établissement d'un réseau efficace, en éliminant les
neurones non fonctionnels et les synapses n’ayant pas établi de connexions. Ceci est reflété par
la diminution de I'utilisation de I'énergie cérébrale pendant I'adolescence (Spear, 2013).

Parallelement a cette perte neuronale pendant l'adolescence, la vitesse de transfert des
informations d'une région a I'autre augmente. Cela s'explique par une augmentation du diametre
des axones ainsi qu’'une myélinisation accrue de ceux-ci (Spear, 2013), qui se poursuit jusqu’a
I’age adulte (le volume de substance blanche n’atteignant d’ailleurs son volume maximum qu’aux
alentours de 30 ans (Bethlehem et al., 2022)).

Maturation de I'hippocampe

Si les différentes sous-régions hippocampiques peuvent étre distinguées des la naissance, il est
admis que la maturation de cette structure persiste jusqu'au début de |'age adulte tant chez
I'humain que chez les rongeurs (Lupien et al., 2009). En effet, le volume de I'hippocampe atteint
son maximum chez I'humain a I'dge de 10 ans (Uematsu et al., 2012), mais la myélinisation de
certaines régions et la neurogenese hippocampique dans le DG persistent tout au long de la vie.
Chez le rongeur, le niveau de neurogénése du DG est plus élevé au début de I'adolescence (P30)
qu'a I'age adulte (He et Crews, 2007). De plus, si la neurogenese hippocampique se traduit par
une augmentation de 25 % du nombre total de neurones au cours des premieres périodes de vie,
le nombre total de neurones reste stable a I'dge adulte, ce qui implique que la neurogenése
adulte du DG compense juste la perte due a la mort neuronale (Cushman et al., 2012). Enfin,
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I'adolescence est une période importante d'élagage dans I'hippocampe, induisant une
diminution de 25% des récepteurs NMDA dans les NPs. Au niveau fonctionnel, il semble en outre
que l'activation de I'hippocampe par la nouveauté émerge au début de I'adolescence (P21-P30
chez le rat) (Spear, 2000), reflétant I'amélioration de la mémoire de type épisodique a cette
période (Ghetti et Bunge, 2012 ; Miranda et al., 2022 ; Ramsaran et al., 2023).

En plus de ces changements au sein de I'hippocampe, la maturation des projections
hippocampiques vers le PFC et le NAc a lieu a I'adolescence (Ghetti et Bunge, 2012 ; Caballero et
al., 2014 ; Davidow et al., 2016 ; Zoratto et al., 2018). Ces modifications du dialogue entre
I'hippocampe et le PFC/NAc pourrait expliquer certaines modifications comportementales
propres a I'adolescence (prise de risque augmentée, sensibilité accrue aux récompenses, remises
en question des acquis).

La maturation cérébrale en général et hippocampique en particulier ayant cours pendant
I’enfance et I’'adolescence en font des périodes tres vulnérables aux facteurs environnementaux,
donc potentiellement a I'alimentation. Nous allons donc explorer dans les prochaines parties les
effets d’'une alimentation trop riche en lipides saturés et en sucre a l'adolescence sur la
périphérie et le systeme nerveux central.

4.3 Effets périphériques de I'obésité

4.3.1 Inflammation

L'augmentation de l'apport calorique entraine une expansion du tissu adipeux blanc, qui est
responsable de la sécrétion de marqueurs inflammatoires. En effet, les adipocytes régulent
I'énergie en permettant son stockage sous forme de triglycérides, ou sa libération sous forme
d'acides gras. Pour ce faire, ils sécretent différents composés appelés adipokines, dont la leptine,
le TNFa et I'lL-6 (Ouchi et al., 2011 ; Melo et al., 2019). La sécrétion accrue d'adipokines par les
adipocytes chez les individus obéses entraine le recrutement et |'activation de macrophages qui
sécretent a leur tour des facteurs inflammatoires, intensifiant ainsi le processus inflammatoire
(Miller et Spencer, 2014). En outre, les acides gras saturés consommeés en excés conduisent
également a une cascade inflammatoire par I'activation du récepteur au lipopolysaccharide (LPS)
sur les cellules immunitaires (Fritsche, 2015). Les changements de régime alimentaire peuvent
également accroitre la perméabilité de l'intestin, ce qui engendre un niveau circulant plus élevé
de LPS (Mohammad et Thiemermann, 2021). Tous ces événements conduisent au maintien d'une
inflammation chronique systémique a bas bruit chez les patients et les animaux obeses (Reilly et
Saltiel, 2017). Néanmoins cela implique une exposition prolongée au régime obésogeéne et 12
semaines de HFD 45% ne suffisent pas a augmenter les niveaux de cytokine pro-inflammatoires
circulants (Boitard et al., 2014).

4.3.2 Effets sur le microbiote intestinal

Une autre conséquence majeure des modifications du régime alimentaire et de I'obésité est
I'altération du microbiome (Leigh et Morris, 2020) et nous avons pu montrer que la
consommation de HFD 45% démarrant au sevrage et durant 12 semaines (donc couvrant
I’'adolescence) induisait une dysbiose intestinale (Biyong et al., 2021). Il a méme été démontré
qu'un HFD a 60 % modifiait le microbiome plus t6t que d'autres paraméetres métaboliques, tels
que la sensibilité a l'insuline (Saiyasit et al., 2020). Par ailleurs la dysbiose induite par la
consommation a long terme d'HFD a 60% chez la souris adulte a été corrélée a leurs altérations
de mémoire sociale (Wu et al., 2023). De plus, ces changements de microbiote semblent étre
durables et ne sont pas annulés par un retour a une alimentation standard (Tsan et al., 2022).
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4.3.3 Effets métaboliques

Les HFD a 45 % et 60 % conduisent a des résultats métaboliques différents. En effet, chez les
souris, un HFD a 45% augmente les niveaux de leptine, d'insuline et de cholestérol plasmatiques,
et selon I'étude augmente ou non la glycémie et les niveaux de triglycérides (Boitard et al., 2012
; Valladolid-Acebes et al., 2012 ; Lizarbe et al., 2019 ; Patil et al., 2021 ; N'Diaye et al., 2024). Ces
effets métaboliques semblent étre similaires quel que soit le moment du début du régime
(juvénile ou adulte) (Boitard et al., 2012). En revanche, I'exposition pendant la méme durée au
HFD a 60 % entraine les symptdmes précédemment mentionnés mais également une
hyperglycémie et hypertriglycéridémie (Tsai et al., 2018 ; Lizarbe et al., 2019 ; Li et al., 2020 ; Zou
etal., 2022).

Par ailleurs la libération de niveaux élevés d'acides gras libres dans la circulation (suite a la
lipolyse accrue des adipocytes engendrée par I'inflammation) conduit a une dyslipidémie. Celle-
ci perturbe I'homéostasie métabolique car le dépbt de graisses dans le muscle et le pancréas
favorise respectivement la résistance a l'insuline et le dysfonctionnement des cellules f (O’Brien
etal., 2017).

4.4 Conséquences cérébrales, cognitives et comportementales de I'obésité

Chez I'humain, il a été rapporté que I'obésité a I’age adulte augmentait le risque d’apparition de
troubles cognitifs (mild cognitive impairments MCI) et de maladies neurodégénératives a un age
plus avancé, avec des déficits notamment au niveau de I'attention, de la prise de décision mais
également de la mémoire a long terme et de la mémoire de travail (Nilsson et Nilsson, 2009 ;
Martin et Davidson, 2014). L'inflammation provoquée par I'obésité semble étre au cceur de ces
pathologies (Silva et al., 2019 ; Le Thuc et Garcia-Caceres, 2024). L'obésité est également associée
a des troubles de I'humeur, notamment I'anxiété et la dépression, particulierement présents
qguand I'obésité évolue vers le syndrome métabolique (Fulton et al., 2022) ou l'inflammation
cérébrale (Melo et al., 2019). Des nombreuses études en neuroimagerie ont en outre identifié
des altérations structurelles chez les personnes obeses, I'un des résultats les plus consensuels
étant la diminution du volume de la matiéere grise (Raji et al., 2010 ; Bobb et al., 2014 ; Hamer et
Batty, 2019 ; Opel et al., 2021), en particulier dans les régions corticales fronto-temporales (Opel
et al., 2021 ; Morys et al., 2024).

Dans les modeles animaux, une alimentation riche en graisses saturées entraine également des
troubles cognitifs bien mieux caractérisés, les comportements dépendant de I'hippocampe étant
les plus étudiés. Des effets sur les comportements anxieux et sociaux ont également été
rapportés.

4.4.1 Effets de I'obésité sur la mémoire dépendante de I’hippocampe

4.4.1.1 Etudes cliniques

Chez I'humain, certaines études épidémiologiques rapportent une association entre I'indice de
masse corporelle ou le rapport taille/hanches plus élevé et une mémoire épisodique moins
performante (Gunstad et al., 2006 ; Hartanto et Yong, 2018). Néanmoins d’autres études ne
montrent aucune association entre les deux aprés correction pour des facteurs tels que le mode
de vie, la catégorie socio-culturelle ou I’estime de soi (Knopman et al., 2001 ; Gunstad et al., 2008
; Sabia et al., 2009 ; Kanoski et Davidson, 2011).

Des études ont également évalué I'impact du régime alimentaire (chez des adultes de poids
normal) sur la mémoire. Alors que I'augmentation de la prise alimentaire de lipides totaux ne
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semble pas avoir d’impact sur la mémoire verbale a long terme ou la mémoire visuo-spatiale
(Attuquayefio et Stevenson, 2015), la surconsommation plus élevée d'acides gras saturés a été
associée a des déficits de mémoire dépendante de I'hippocampe (Francis et Stevenson, 2011)
suggérant que les lipides saturés seraient plus susceptibles d'affecter ce type de mémoire. De
plus, une étude récente a pu mettre en évidence une corrélation négative entre la consommation
de graisse et de sucre et une tache de mémoire spatiale (Yeomans et al., 2023).

Chez le jeune, des études indiquent que l'obésité est associée a des déficits de mémoire
dépendante de I'hippocampe. Ainsi, un indice de masse corporelle ou d’adiposité abdominale
plus élevés ont été associés a des déficits de mémoire épisodique ou relationnelle chez les
enfants, les adolescents (Nyaradi et al., 2014 ; Khan et al., 2015 ; Lynch et al., 2021) et les jeunes
adultes (Cheke et al., 2016). Par ailleurs, chez de jeunes adolescents non obéses, une corrélation
négative a été mise en évidence entre la consommation récente de lipides saturés (mais pas
d’autres nutriments) et les performances de mémoire dépendante de I’hippocampe (Baym et al.,
2014) soulignant la encore le role potentiel de la surconsommation des lipides saturés dans les
altérations des fonctions hippocampiques. De plus, il a été rapporté chez les enfants adolescents
souffrant d'obésité un volume hippocampique réduit (Bauer et al., 2015 ; Mestre et al., 2017 ;
Lynch et al., 2021) ainsi qu’un engagement hippocampique réduit lors d’'une tache de mémoire,
associé a de moins bonnes performances mnésiques (Pearce et al., 2019).

Ces déficits de mémoire pourraient participer aux moins bonnes performances académiques des
adolescents obéses (@verby et al., 2013 ; Nyaradi et al., 2014). Néanmoins, le débat reste ouvert
car certains facteurs comme le statut socio-économique, I'éducation parentale et I'activité
physique influencent drastiquement le lien entre obésité et les performances scolaires et
rendent difficile I'interprétation des résultats chez ’lhumain (pour revue : Santana et al., 2017).

4.4.1.2 Etudes pré-cliniques
Mémoire spatiale et de reconnaissance d’objet

Si I'interprétation des études chez ’lhumain est ardue a cause de la présence de nombreux biais
de confusion, ce n’est pas le cas chez le rongeur ou les effets déléteres des régimes HFD sur la
mémoire ont été mis en évidence depuis des dizaines d’années. La premiere étude faisant état
d’un lien entre diete riche en acides gras saturés consommée a I'adolescence et déficits de
mémoire chez le rongeur date de 1990. Carol Greenwood et Gordon Winocur ont nourri des rats
agés de quatre semaines avec trois régimes différents : un régime riche en lipides saturés (40 %
de kcal provenant du lard), un régime riche en acides gras poly-insaturés (40 % de kcal provenant
d'huile de soja), et un régime standard (4,5 % de kcal provenant des graisses) pendant trois mois.
Les rats ont ensuite été évalués sur trois taches de mémoire spatiale différentes, et les rats
soumis a un régime a base de lard ont obtenu les moins bonnes performances dans ces trois
taches (Greenwood et Winocur, 1990). Néanmoins il a fallu attendre une vingtaine d’années pour
que les recherches reprennent sur ce sujet et étendent ces déficits mnésiques a d’autres types
de mémoire, dont la mémoire sociale, tout en essayant d’élucider les potentiels mécanismes
responsables de ces déficits.

Il a ainsi été rapporté, et répliqué a de nombreuses reprises et dans différents laboratoires, qu'un
HFD, en particulier consommé a partir du sevrage, induisait des déficits de mémoire dépendante
de I'hippocampe (pour revues : Kanoski et Davidson, 2011 ; Freeman et al., 2014 ; Yeomans, 2017
; Lopez-Taboada et al., 2020). En effet, les animaux nourris avec un HFD a I'adolescence se sont
montrés dans de multiples études moins performants en mémoire spatiale, évaluée dans un test
de localisation d’objet (OLM : Valladolid-Acebes et al., 2013 ; Del Rio et al., 2016 ; Khazen et al.,
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2019 ; Glushchak et al., 2021 ; Ribeiro et al., 2023 ; Bakoyiannis et al., 2024), de labyrinthe radial
ou en Y (Almeida-Suhett et al., 2017 ; De Souza et al., 2019 ; Kanoski et Davidson, 2010) et en
piscine de Morris (Boitard et al., 2014 ; Sims-Robinson et al., 2016). lls présentaient également
des déficits de mémoire relationnelle (Boitard et al., 2012), contextuelle (N’'Diaye et al., 2024)
ou de reconnaissance d'objets, en particulier a long-terme (ORM : Sims-Robinson et al., 2016 ;
De Souzaetal., 2019 ; Glushchak et al., 2021 ; Naneix et al., 2021; Janthakhin et al., 2022 ; Ribeiro
et al., 2023 ; Bakoyiannis et al., 2024). Certains de ces effets touchent la mémoire a long terme,
mais pas a court terme, des animaux HFD (Boitard et al., 2014 ; Boitard et al., 2015 ; Naneix et
al., 2021) indiquant un effet sur la consolidation de la mémoire et soulignant donc la spécificité
mnésique de ces effets. De plus, il semble que le retour a un régime standard a I’age adulte puisse
rétablir des performances mnésiques normales (Boitard et al., 2016 ; Sal-Sarria et al., 2024).

Par ailleurs certaines études ont comparé différentes périodes d’exposition au HFD afin de savoir
si 'adolescence représentait une période particulierement vulnérable aux effets du régime. Bien
que les changements pondéraux et métaboliques soient similaires chez les rongeurs exposés au
HFD précocement ou a I'age adulte, les rongeurs exposés étant adultes ne présentent pas ou peu
de déficiences mnésiques en comparaison de ceux exposés a I'adolescence (Boitard et al., 2012
; Valladolid-Acebes et al., 2013 ; Boitard et al., 2014 ; Klein et al., 2016 ; Labouesse et al., 2017 ;
Khazen et al., 2019 ; Glushchak et al., 2021 ; Leyh et al., 2021). Ceci démontre que I'adolescence
est une période de vulnérabilité aux effets des régimes obésogeénes sur la mémoire, comme I'ont
examiné bon nombre de revues (Noble et Kanoski, 2016 ; Del Olmo et Ruiz-Gayo, 2018 ; Murray
et Chen, 2019 ; Tsan et al., 2021)

Mémoire sociale

Plus récemment, plusieurs équipes se sont intéressés aux effets du HFD sur un autre type de
mémoire dépendant de I’hippocampe, la mémoire sociale. La majorité des études reportées au
Tableau 1 a montré que la consommation de HFD engendrait des déficits de SRM dans un test en
3 chambres ou une de ses variantes, en particulier lorsque la consommation avait lieu a
I’adolescence (Takase et al., 2016 ; Reichelt et al., 2019 ; Yaseen et al., 2019 ; Hayashi et al., 2020
; Lietzau et al., 2020 ; Zizza et al., 2022 ; Wu et al., 2023). De maniére intéressante, il semble que
ces déficits de mémoire sociale soient indépendants de I'obésité, puisque la consommation d’un
HFD perturbe la mémoire sociale méme sans induire d’obésité (Takase et al., 2016; Yaseen et al.,
2019). De plus, une étude a rapporté des déficits de SRM aprés seulement une semaine d'un HFD
60 % démarrant moment au sevrage (Yaseen et al., 2019). Cette étude est d’ailleurs la seule a
avoir rapporté un déficit de SRM a long terme (24h). De maniere importante, aucun déficit de
sociabilité n’a été rapporté, une étude faisant méme état d’une sociabilité augmentée chez les
animaux HFD (Takase et al., 2016).
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Tableau 1

Espéce, Age de début Durée de e Mécanismes biologiques
(5 Sexe Régime w. L. \ 5 mémoire Tests utilisés Conditions utilisées Autres tests . Bl Référence
souche d'exposition = I'exposition . étudiés
sociale
HFD 45% ad Discrimination . ,
. X Sociabilité :
libitum ou . sociale dans une |ITI : 1h ) A .
Sou N . X R Au moins 5 N — . Habituation/deshabituation
C57BI/6) male isocalorique 8 semaines semaines N seule aréne, Familiarisation : 5min X ) Takase et al., 2016
(sans obésité démonstrateurs | Démonstrateur : male olfactive Jo: mon_w PN
induite) en liberté EPM et tail suspension : OK
- Diminution du nombre
HEHS (36% d'interneurones a PV+ et de
ras, 55% PNNs dans I'IL
Rats Sor g -~ ) 2h Discrimination | ITI : 10min - Elevation du nombres de
EUS SIS male suc o.mm 4 semaines N sociale dans une Familiarisation : 5min neurones co-exprimant les Reichelt et al., 2019
Dawley par jour + 5 2 R
o seule aréne Démonstrateur : non précisé marqueurs PV et PNN dans le
régime
standard s
- Augmentation drastique du
marquage cfos dans le mPFC
, - Réduction du niveau d'OT
) Discrimination | ITI : 5min ou 24h Sociabilité : OK
Rats Sprague . 3 semaines . ITI24h : N o . 3 ! A dans le PFC
male HFD 60% 1semaine . sociale dans une | Familiarisation : 5min Olfaction sociale (intérét pour une N PR Yaseen et al., 2019
Dawley (sevrage) ITI 5min : OK R . . R X s - Injection de TGOT rétablit la
seule aréne Démonstrateur : jeune male | souris anesthésiée) : OK SRM
Dy n——— - Sociabilité : OK - Réduction de I'expression OTR
S X , . cieton Lomin - . Habituation/deshabituation dans I'hippocampe .
male HFD 60% 6 semaines 10 semaines N sociale en 3 Familiarisation : 10min . . . q A .. Hayashi et al., 2020
C57BI/6) chambres Démonstrateur : male olfactive non sociale : - Une injection IP d'OT rétablit
’ ORM et OLM : la SRM, I'ORM et I'OLM
HFD : 54% de 1 mois OK
kcal des
graisses, 3 mois OK Discrimination entre sa propre Pas de diffé d
16,9% des odeur et odeur nouvelle : OK “Pas de difierence de
! . . — . RN ... neurogénése dansle MOB
. sucres raffinés 8 mois N Discrimina ., . Habituation a une odeur sociale : o o
Souris R . . (réparties sur 5 passages) - Pas de différence d'activation | .
C57BI/6) male 5 semaines olfactive sociale S J te : block d OK F id Jati Lietzau et al., 2020
Western Diet : 1 mois OK (block test) oEnm o ‘oB: e o,n e Temps de détection d'une odeur cros nide population
o, bois placé dans la litiere avec . . . neuronale de le cortex
43% de keal I'animal pendant 48h alimentaire : ™ pour HFD et WD & iriforme
des graisses, 3 mois N P partir de 3 mois P
34% sucres
raffinés 8 mois N
- Diminution du taux cérébral
CREB (eff r
Hamsters Discrimination | ITI: non précisé Sociabilité : Q_mmm_oﬁ. ite ﬂmmc_‘m%”__._mvﬂmm:m
dorés syriens male HFD 60% 5 semaines 4 semaines N sociale en 3 Familiarisation : 10min N o m . ' 2022
A i . .. Dominance sociale (tube test) : / I'hippocampe, I'nypothalamus,
(M. auratus) chambres Démonstrateur : non précisé \
I'amygdale et le cortex
cérébrale
Régime
mHmMQm& Habituation/ ITl : 5Smin -Changements de microbiote
Rats Wistar male + régime 17 semaines | 20 semaines 2 deshabituation | Familiarisation : 5min intestinal, niveau d'acides gras | Neto et al., 2023
" ‘m - en 5 phases Démonstrateur : jeune male et neuroinflammation
caféteri.
-Inflammation du systéeme
So Discrimination  ITI : Omin digestif et une perturbation du
u male HFD 60% 8 semaines 24 semaines N Familiarisation : 5min microbiote Wu et al., 2023
C578BI/6J 2 R q q
chambres Démonstrateur : pas d'infos - Marqueur inflammatoires
augmentés dans |'hippocampe
Régime riche Discrimination | ITI: Omin . .. . .
en sociale en 3 Familiarisation : 10min Sociabilité : OK .>cm3m:nmzm: du :_xmmc de
Souris . sucre et en . chambres Démonstrateur : jeune male OES m.ﬁ OLM: ™ . N m_r.;mSmHm z«m@:mv:g.:m dans e
male 4-5 sem 12 semaines OK Extinction du conditionnement a la |I'hippocampe et des niveaux de |Rib:
C57BI/6) beurre (48% . . ITI : 1h30 ou 24h
de keal des Intéraction Familiarisation : Smin peur: fractakaline (un facteur de
directe Locomotion : OK neuroprotection)

graisses)

Démonstrateur : jeune male
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Il semble que le type de régime obésogene puisse influencer les effets sur la SRM. En effet si la
majorité des études montrant des déficits de SRM a utilisé le HFD « classique » (60% de lipides
saturés), deux études récentes ayant utilisé des régimes différents ne rapportent aucun effet
délétere sur la SRM. La premiére utilise un HFD avec une source lipidique (beurre) différente des
autres et ne voit aucun effet du régime sur la SRM (Ribeiro et al., 2023). L’autre étude utilise un
régime de type « cafétéria » qui a méme pu améliorer les performances de SRM dans un
paradigme d'habituation-déshabituation (Neto et al., 2023). Cependant, le régime « cafétéria »
consiste en une distribution alternée de différents types d'aliments certes tres riches en gras et
en sucre, mais qui fournissent un enrichissement environnemental, ce qui a été montré comme
susceptible d’améliorer les capacités cognitives (Simpson et Kelly, 2011). Ce plus, I'exposition au
HFD dans cette étude a débuté lorsque les rats étaient agés de 17 semaines, tandis qu’elle
débutait entre 3 et 8 semaines d’age dans les autres études (Tableau 1).

Méme s’il reste a déterminer de quelle maniere les régimes obésogenes influencent la SRM, la
majorité de ces études indique qu’un HFD a 'adolescence provoque des déficits de SRM. Ces
études donnent également des pistes quant aux mécanismes potentiellement impliqués dans ces
désordres, que nous allons aborder en 4.5.

4.4.2 Effets de I'obésité sur la régulation émotionnelle

Nous allons nous intéresser dans la partie expérimentale de cette these aux potentiels effets d’un
régime HFD sur |'interaction entre stress et fonction sociale, abordée au chapitre précédent. Il
est donc important de discuter des effets de I'obésité et des régimes obésogenes sur les
comportements anxiodépressifs ainsi que la réactivité au stress.

Une large littérature lie 'obésité avec des désordres neuropsychiatriques, en particulier des
désordres dépressifs et anxieux, méme chez les plus jeunes (Kalarchian et Marcus, 2012 ; Russell
et Lightman, 2019 ; Forster et al., 2023 ; Galler et al., 2024). Sur les modéles animaux, le HFD
augmente les comportements de type anxieux et dépressifs lorsque I’exposition au régime HFD
débute a I'age adulte (pour revue : Fulton et al., 2022), mais les effets de la consommation péri-
adolescente d’'un HFD sur les comportements de type anxieux et dépressifs sont moins clairs.
Quelques études tendent a montrer qu’une consommation de HFD de la 4¢ a la 8¢ semaine de
vie chez la souris augmente les comportements dépressifs et anxieux (Yao et al., 2024).
Cependant, beaucoup d’études ne rapportent pas d’effets d’'un HFD a I'adolescence sur le
comportements anxieux et dépressifs, malgré un effet clair sur la mémoire dépendante de
I’"hippocampe (Boitard et al., 2015 ; Takase et al., 2016 ; Tsan et al., 2022 ; Bakoyiannis et al.,
2024). A linverse méme, la consommation d’'un HFD a I'adolescence annulerait les effets
anxiogenes d’un stress post-natal ou d’un stress de défaite sociale a I’age adulte (Maniam et al.,
2016). Le HFD semble pouvoir affecter les comportements de type anxieux et dépressifs lorsqu’il
induit une forte obésité et donc des altérations métaboliques prononcées (surpoids > 20 % ;
Fulton et al., 2022 ; Hryhorczuk et al., 2017) ce qui est plus facilement obtenu lorsque I'exposition
au régime HFD commence a I’age adulte (poids stabilisé) qu’au sevrage (pleine croissance).

Un autre aspect de la régulation émotionnelle réside dans le retrait social suite a un stress (Sandi
et Haller, 2015 ; voir Chapitre 3). Alors que certaines études n’ont rapporté aucun effet de la
consommation de HFD sur |'évitement social induit par un stress de défaite social lorsque le
régime est consommeé avant le stress (Finger et al., 2011 ; Eudave et al., 2018), la prise de HFD
pendant les 10 jours de stress de défaite sociale empéche I'évitement social (Otsuka et al., 2019).
Ceci renvoie a I'effet potentiellement réconfortant d’un aliment hautement palatable (comfort
food) mais également a un effet qui pourrait dépendre de la leptine (dont la libération est
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augmentée chez les HFD, voir 4.5.2) puisqu’une étude récente a montré que I'administration de
leptine annulait I'évitement social induit par un stress chronique chez la souris adolescente (Lei
et al., 2022). En outre, la leptine semble étre particulierement impliquée dans les désordres
mnésiques di a une consommation de HFD et fera I'objet d’un développement en 4.5.2.

4.5 Mécanismes impliqués dans les effets cognitifs et émotionnels d’un régime
obésogene

Les effets cognitifs et émotionnels d’un régime obésogene sont multifactoriels, et certains
d’entre eux ont été investigués au cours des dernieres années. Nous nous concentrerons ici tout
d’abord sur l'inflammation et I'altération de la signalisation métabolique provoquées par
I'obésité, car elles semblent étre a I'origine de nombreux mécanismes impliqués dans les effets
cérébraux en aval. Nous aborderons également les altérations hippocampiques, puis nous nous
concentrerons sur trois systemes particulierement liés a la région CA2 de I"hippocampe et donc
a la fonction sociale mais également au stress : les systemes endocannabinoide, glucocorticoide
et ocytocinergique.

4.5.1 Inflammation

Dysbiose digestive et inflammation gastro-entérique

Bien que les transplantations fécales chez I'humain se soient révélées bénéfiques pour la perte
de poids, I'effet des changements de microbiote intestinal sur la cognition n'est pas aussi facile a
étudier cliniquement (Leigh et Morris, 2020). Toutefois, chez le rongeur, il est apparu que les
déficits de mémoire dépendante de I"hippocampe induits par un HFD a 60 % ou un régime
« cafétéria » pouvaient étre annulés par une administration de probiotiques ou prébiotiques
(Beilharz et al., 2018 ; Chunchai et al., 2018 ; Yang et al., 2019 ; De Paiva et al., 2023). Une de ces
études montre aussi une restauration de la plasticité hippocampique (Yang et al., 2019).

Les effets d’une dysbiose intestinale peuvent étre multiples. Un HFD a 60 % a été montré comme
favorisant ou diminuant certaines bactéries intestinales, dont la présence a pu étre corrélée a
des problemes de reconnaissance sociale (Yang et al., 2019 ; Wu et al., 2023). De plus, comme
évoqué en 4.3, les altérations du microbiote intestinal peuvent également renforcer
I'inflammation systémique, et indirectement I'inflammation cérébrale (Chunchai et al., 2018). En
outre, un intérét croissant est porté sur les connections neuronales entre le systéme digestif et
le cerveau via le nerf vague et leurs liens avec le comportement social. Une étude a par exemple
montré que les altérations du comportement social induit par un HFD périnatal et dans un
modele de trouble du spectre autistique pouvaient étre bloquées par un traitement probiotique
et que cette restauration semblait dépendre des afférences vagales vers le cerveau (Sgritta et al.,
2019). De plus, compte-tenu du réle modulateur du nerf vague sur les fonctions mnésiques
hippocampiques (Décarie-Spain et al., 2024), il est fort probable que le nerf vague joue un réle
important dans les dérégulations sociales et émotionnelles liées a I'obésité.

Inflammation hypothalamique

Certaines parties de I'hypothalamus étant dépourvues d'une barriere hémato-encéphalique
efficace, les premieres études sur la neuroinflammation se sont largement concentrées sur cette
région et il a rapidement été démontré que les régimes obésogenes entrainaient une
neuroinflammation hypothalamique assez précoce. Ce phénomeéne peut en effet se produire en
I'espace de quelques jours de consommation de HFD 60 % (Thaler et al., 2012), ce qui suggére
gue le régime (et non I'obésité en tant que telle) est la cause de I'inflammation. Corroborant cela,

85



il a été montré que cette inflammation hypothalamique semblait étre d'autant plus forte que
I'alimentation était riche en graisses saturées (Maric et al., 2014), et que l'injection intra-
cérébroventriculaire d'acides gras saturés était suffisante pour induire une inflammation
hypothalamique (Milanski et al., 2009). En effet, il semble que les acides gras saturés passent
directement dans I'hypothalamus en activant TLR4, produisant ainsi une réponse inflammatoire
(Maric et al., 2014). De méme, l'inflammation systémique causée par I'obésité (voir 4.3) peut
infiltrer I'hypothalamus via des facteurs inflammatoires, et ainsi activer la microglie cérébrale
(Spencer et al., 2017).

En outre, cette région étant le siege de la production de I'OT et fournissant de denses afférences
au CA2 (par le PVN et le SuM), I'inflammation hypothalamique est trés susceptible d’étre
impliquée dans les désordres socio-mnésiques observés chez les rongeurs obeses.

Inflammation hippocampique

Plusieurs études ont rapporté une inflammation accrue de I'hippocampe aprés un HFD. Notre
équipe a montré que si aucune inflammation basale n’était visible apres 12 semaines de HFD
45%, un challenge immunitaire (injection de LPS) induisait une plus forte augmentation de
I'expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B8 et TNF-alpha) dans I'hippocampe chez les
souris nourries avec un HFD a I'adolescence (mais pas a I'age adulte) (Boitard et al., 2014). De
plus, cette réaction inflammatoire exacerbée était associée a un déficit de mémoire spatiale
(Boitard et al., 2014). L'expression élevée de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B ou IL-6) a
également été retrouvé dans I'hippocampe de souris HFD dans d’autres études (Almeida-Suhett
et al., 2017 ; De Souza et al., 2019). La consommation de HFD a également été associée a une
gliose astrocytaires (Almeida-Suhett et al., 2017 ; De Paula et al., 2021) et microgliale (De Luca et
al., 2016 ; Yao et al., 2024). Enfin, plusieurs études ont également montré que le HFD était
associée au stress oxydatif dans plusieurs régions du cerveau, y compris I'hippocampe (Stranahan
et al., 2011 ; Freeman et al., 2013). En effet, I'inflammation va souvent de pair avec le stress
oxydatif, car les cellules immunitaires activées génerent de grandes quantités de ROS (ou reactive
oxygen species), qui a leur tour activent la production de cytokines pro-inflammatoires. Le stress
oxydatif peut lui conduire a I'oxydation des protéines et des lipides, a des |ésions de I'ADN et des
neurones, et finalement a la mort cellulaire (Tan et Norhaizan, 2019).

La plupart de ces études ont pu associer I'inflammation hippocampique avec des déficits de
mémoire dépendante de I'hippocampe (Lu et al., 2011 ; Boitard et al. 2014 ; De Luca et al., 2016
; De Paula et al., 2021), dont la mémoire sociale (Wu et al., 2023). Une étude a méme mis en
évidence une corrélation négative entre performances mnésiques spatiales et les niveaux d'IL-1
dans I'hippocampe et I'amygdale (Almeida-Suhett et al., 2017). De plus, le blocage de I'IL-1p dans
I"hippocampe annule les déficits mnésiques induits par le HFD (Sobesky et al., 2014 ; Erion et al.,
2014).

A noter gu’une étude récente utilisant un régime riche en beurre et n’ayant rapporté aucun effet
sur la SRM n’a trouvé aucun signe d'inflammation hippocampique (malgré une inflammation
périphérique) (Ribeiro et al., 2023) contrairement a I'étude de (Wu et al., 2023). Ces données
suggerent donc un lien potentiel entre inflammation hippocampique et déficit de SRM qui
pourrait étre lié au type de HFD utilisé, mais ceci reste a éclaircir.

4.5.2 Altération de la signalisation métabolique
La consommation de HFD perturbe plusieurs facteurs métaboliques impliqués dans la régulation

de la prise alimentaire mais également dans les fonctions cognitives. C’'est le cas de I'insuline et
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de la leptine, cette derniere semblant particulierement impliquée dans les désordres sociaux et
émotionnels.

Insuline

Plusieurs études montrent chez les rongeurs, suite a la consommation de HFD, une signalisation
de l'insuline dégradée (Vinuesa et al., 2016) liée a une baisse de la tolérance au glucose (De Souza
et al., 2019), qui pourrait avoir un lien avec les déficits mnésiques. En effet, I'administration per
os d'un sensibilisateur a l'insuline améliore les déficits de mémoire spatial de animaux nourris au
HFD (Pathan et al., 2008), de méme que la perfusion d'insuline dans I'hippocampe (McNay et al.,
2010).

Leptine

La leptine étant secrétée par les adipocytes, les concentrations périphériques de leptine sont
élevées chez les individus obeéses. Il en résulte une désensibilisation partielle des récepteurs
hippocampiques de la leptine, comme a pu le montrer une étude sur des souris nourries avec un
HFD 45 % a I'adolescence (Valladolid-Acebes et al., 2013). Or, la leptine est impliquée dans de
multiples fonctions, a la fois a I’age adulte et pendant le développement. Chez les souris, une
augmentation spectaculaire des concentrations de leptine se produit au cours des deux
premiéres semaines de vie, ce qui est crucial pour [|'établissement du réseau neuronal
hypothalamique et le développement du cerveau (Skowronski et al., 2022). Dans I'hypothalamus,
la forme active de la leptine est abondante dans plusieurs noyaux qui controlent les
comportements sociaux, notamment le VMH et la MPOA (Patterson et al., 2011 ; McHenry et al.,
2017 ; Stagkourakis et al., 2018 ; Chen et Hong, 2018). En outre, il a pu étre montré qu'un
traitement aigu a la leptine favorisait les interactions sociales actives et supprimait I'évitement
social induit par le stress chez les souris males adultes C57BL/6J (Lei et al., 2022). Il a également
été démontré que la leptine améliorait la plasticité synaptique et la mémoire dépendante de
I'hippocampe (Harvey, 2022). La perturbation de la signalisation liée a la leptine semble
également jouer un role dans les perturbations émotionnelles liées au HFD, car si une
administration de leptine dans I'hippocampe engendre une diminution des comportements de
type dépressif chez les souris controle, elle est inefficace chez des souris nourries au HFD (Harvey,
2007 ; Yamada et al., 2011). La baisse de sensibilité des récepteurs hippocampiques a la leptine
est donc un bon candidat pour expliquer les perturbations mnésiques et émotionnels
consécutives au HFD.

Certains auteurs supposent également que le taux excessif de triglycérides chez les animaux HFD
pourrait empécher la leptine de traverser la barriere hémato-encéphalique, ce qui diminuerait
encore plus la signalisation liée a la leptine. Cette étude a par ailleurs montré que I'abaissement
pharmacologique des taux de triglycérides chez les souris obéses pouvais remédier a leurs
déficits de mémoire spatiale (Farr et al., 2008).

Ce déficit de signalisation liée a la leptine pourrait également étre un facteur aggravant I'obésité,
la leptine étant un facteur anorexigene bien connu agissant entre autres sur |I"hippocampe
(Kanoski et al., 2011).

4.5.3 Altérations hippocampiques
Neurogénése

Le DG est une des rares zones du cerveau (avec le bulbe olfactif) a étre le siege d’une
neurogénese continue a I’age adulte. Ceci représente une forme de plasticité importante pour
les processus mnésiques (pour revue : Toda et al., 2019).
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Différentes approches ont étudié les effets de I'ingestion de HFD sur les différentes étapes de la
neurogenese, a savoir la prolifération, la différenciation et la survie des progéniteurs neuronaux.
Il a été démontré qu’une prise de HFD 45% chez la souris a I'adolescence (mais pas chez I'adulte)
provoquait une baisse de la neurogénéese dans le DG visualisé par une diminution des neurones
immatures (Boitard et al., 2012). Une étude ultérieure a confirmé ce résultat chez des rats soumis
au méme régime alimentaire au moment du sevrage et présentant des troubles de la mémoire
spatiale a long terme (Boitard et al., 2016). Une autre étude menée sur des souris juvéniles
nourries avec un HFD 45 % pendant 7 semaines a également reproduit ces résultats et a suggéré
que cette diminution était causée par une baisse des niveaux de facteur neurotrophique BDNF
(brain derived neurotrophic factor) promouvant la croissance neuronale dans I'hippocampe (Park
et al., 2010). Cette baisse de la neurogénese semble en outre étre indépendante de I'obésité, un
HFD juvénile ne provoquant pas d’obésité étant capable de diminuer la neurogénese, et de
perturber la mémoire spatiale (Vinuesa et al., 2016).

De plus il est intéressant de noter que les cellules granulaires du DG issues de la neurogénese
adulte envoient des projections (fibres moussues) sur le CA3 mais également sur le CA2 (Llorens-
Martin et al., 2015) et que ces projections sur le CA2 semblent importantes pour réguler la SRM
(Laham et al., 2021). On peut donc s’interroger sur le lien entre la diminution de la neurogénése
du DG (et ses effets sur le CA2) et les altérations de la SRM chez les animaux consommant du
HFD du sevrage a I’age adulte.

Morphologie neuronale, mort neuronale et matrice extra-cellulaire

La consommation de HFD a également un impact sur la morphologie neuronale. Une
consommation prolongée de HFD (8 mois) a I'age adulte induit une diminution de la densité des
épines dendritiques dans la zone CA1 de I'hippocampe (Stranahan et al., 2008b). Il est intéressant
de noter que 8 semaines de HFD a I'age adulte n'ont aucun effet sur la densité des épines de
I'hippocampe, alors qu’un HFD juvénile augmente la densité des épines dendritiques dans les
neurones pyramidaux de la zone CA1 (Valladolid-Acebes et al., 2013). Ces résultats indiquent que
la durée du HFD peut avoir un impact différentiel sur la morphologie neuronale dans la zone CA1
et que I'adolescence est une période particulierement vulnérable a cet effet.

En outre, une étude a montré que 5 semaines de HFD a I'age adulte diminuaient le nombre de
neurones co-localisant avec la PV et les PNNs dans le CA1 (mais pas le CA2/3 ni le DG) (Reichelt
et al., 2021). La méme étude a pu montrer de maniere surprenante que la méme consommation
de HFD pendant la période juvénile produisait des effets moindres sur les neurones a PV et les
PNNs de I’hippocampe, putativement car les PNNs continuent encore de se développer pendant
I’adolescence. Cela sous-entend que les PNNs ne sont pas une des causes de la sensibilité accrue
des adolescents vis-a-vis des régimes HFD, les PNNs ayant entre autres un role protecteur sur les
neurones (Reichelt et al., 2019). De maniere intéressante, la région CA2 est particulierement
riche en PNNs (voir 2.3.1.3), ce qui a été supposé comme étant une des raisons de la résistance
particuliére de cette région aux agressions environnementales (Dudek et al., 2016).

Le HFD altere également I'expression des neurones a PV et la présence des PNNs dans le PFC
(Dingess et al., 2018 ; Reichelt et al., 2019 ; Dingess et al., 2020) avec toutefois des différences
entre les zones du PFC touchées en fonction du sexe et de I'age d’exposition au HFD. Une étude
a par exemple montré que 3 semaines de HFD consommé dés le sevrage induisait une moindre
expression de neurones a PV et de PNNs dans I'lL , mais une augmentation du pourcentage de
neurones a PV coexprimant le marquage aux PNNs (Reichelt et al., 2019). Les auteurs et autrices
suggerent que le HFD a pu provoquer une mort des neurones a PV dans le mPFC mais que les
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PNNs ont joué un réle protecteur. Corroborant cela, les auteurs rapportent une augmentation
drastique du marquage cFos compatible avec une perte du tonus inhibiteur.

Neurotransmetteurs

La signalisation glutamatergique hippocampique semble étre perturbée chez les animaux nourris
au HFD, avec toutefois des différences entre les études. Il a été démontré chez des souris nourries
au HFD 45% pendant la période juvénile que la signalisation glutamatergique était diminuée dans
le CA1 aprés 8 semaines de régime (Valladolid-Acebes et al., 2012). A I'inverse, 12 semaines d'un
HFD 60% ont induit une hyperactivation de I'hippocampe ventral via une moindre recapture
astrocytaire du glutamate, augmentant ainsi les concentrations extracellulaires de glutamate
(Tsai et al., 2018). Dans une étude exposant des animaux juvéniles a un régime riche en sucre et
en beurre pendant 12 semaines, le glutamate présynaptique de I'hippocampe a également été
largement augmenté, sans modifier les niveaux d'ARNm des transporteurs de glutamate
neuronaux ou gliaux (Ribeiro et al., 2023). Une réduction de la signalisation GABA dans
I'hippocampe a également été démontrée dans le cadre d'un HFD chez le rat adulte (Sandoval-
Salazar et al., 2016) et dans des régimes HFD 45% et 60% chez la souris adulte (Lizarbe et al.,
2019). Enfin, une derniére étude a montré qu’un HFD chronique débuté au sevrage baissait le
nombre global de récepteurs glutamatergiques et GABAergiques dans I’hippocampe, ainsi que le
niveau de marqueurs synaptiques (Arcego et al., 2018).

Plasticité synaptique

Outre l'altération des systemes neurotransmetteurs, il a également été démontré que les
troubles cognitifs liés au HFD modifiaient la plasticité synaptique hippocampique. La
consommation prolongée 5 a 10 mois de HFD est associée a des altérations de la LTP aux synapses
CA3-CA1, tant ex vivo (Stranahan et al., 2008b ; Hwang et al., 2010 ; Hao et al., 2016) que in vivo
(Gault et al., 2010) ainsi que dans la voie EC-CA1 (Vouimba et al., 2021) ou EC-DG (Karimi et al.,
2013).

Cependant, 8 semaines de HFD 45 % chez la jeune souris altére la LTD a la synapse CA3 a CAl,
mais pas la LTP (Valladolid-Acebes et al., 2012), cela pointant vers un effet potentiellement
dépendant de la durée d’exposition au régime. En effet, alors que 3 mois de HFD 45 % démarré
au sevrage augmente la LTP in vivo EC-CA1, celle-ci est abolie aprés 6 mois de HFD (Vouimba et
al., 2021). De plus, une étude a montré une altération de la LTP CA1 in vivo aprés seulement 7
jours de HFD 60 % chez le jeune rat (Khazen et al., 2019) suggérant un effet en biphase du HFD
sur la plasticité, avec une perturbation rapide de la LTP suivi de phénomeénes compensatoires
(augmentation d’épines dendritiques et de LTP) puis d’'un effondrement aprés exposition
prolongée. Par ailleurs, les perturbations précoces de la LTP dans CA1 et de mémoire spatiale
peuvent étre compensées grace a l'injection systémique d'OT, ainsi que par I'infusion locale d'un
agoniste OTR dans la zone CA1 pour 'OLM (Khazen et al., 2023).

En ce qui concerne les études ayant étudié la mémoire sociale (Tableau 1), la consommation de
HFD chez le hamster doré, qui perturbe la mémoire sociale, diminue également le taux de CREB
(cAMP-response-element binding protein) phosphorylé dans différentes structures dont
I"hippocampe (Zizza et al., 2022). L’expression de génes dépendant de CREB étant importants
dans la plasticité synaptique (Dong et al., 2006 ; Lopez De Armentia et al., 2007 ; Zhou et al.,
2009) et I'apprentissage et la mémoire (pour revue : Silva et al., 1998) en particulier pendant la
période développementale (Pham et al., 1999), sa moindre présence pourrait participer aux
déficits de plasticité et de mémoire sociale des animaux HFD.
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Activité neuronale

Quels sont les effets de ces modifications moléculaires et synaptiques sur I'activité de
I’"hippocampe ? Notre laboratoire a récemment montré que les déficits en ORM étaient
accompagnés d'une activation accrue de cFos dans I'hippocampe dorsal aprés une exposition de
12 semaines au HFD 45% depuis le sevrage (Biyong et al., 2021 ; N'Diaye et al., 2024 ; Bakoyiannis
et al., 2024). Une hyperactivité suite a la consommation de HFD a I'dge adulte a également été
rapportée dans I'hippocampe ventral et le NAc (Tsai et al., 2022) ainsi que dans le cortex
orbitofrontal (Seabrook et al., 2023). De plus, la supplémentation nutritionnelle en vitamine A
normalise la suractivation de cFos dans I'hippocampe et remédie aux déficits d’ORM suite au HFD
(Biyong et al., 2021). Des résultats encore non publiés de notre laboratoire mettent également
en évidence une normalisation de I'activité hippocampique et des déficits de mémoire par un
blocage des récepteurs CB1 ou GR. En outre, la diminution d’activation de I’hippocampe ou de
certaines de ses projections, par une approche chémogénétique, a permis d’annuler certains des
déficits mnésiques ou émotionnels des animaux nourries au HFD (Naneix et al., 2021 ; Tsai et al.,
2022 ; Bakoyiannis et al., 2024 ; N’Diaye et al., 2024).

Il est a noter que I'exposition juvénile a un HFD modifie également I'activité de I'amygdale, avec
une augmentation de I'activation cFos et une augmentation de la LTP in vivo dans la BLA apres 3
et 6 mois de HFD, accompagnées d’une exacerbation de la mémoire aversive olfactive a long
terme (Boitard et al.,, 2015 ; Vinuesa et al., 2016 ; Vouimba et al., 2021). Ces effets sont
normalisés par un blocage des GR (Boitard et al., 2015).

4.5.4 Obésité et systeme endocannabinoide

Réle du systeme endocannabinoide dans le comportement alimentaire

Les cannabinoides sont bien connus pour leur capacité a stimuler I'appétit et augmenter la prise
alimentaire, et le systeme endocannabinoide (eCB) favorise également |'absorption de I'énergie
au niveau de I'organisme grace a ses effets sur le tractus gastro-intestinal, le pancréas, le foie et
le tissu adipeux (Mazier et al., 2015). En effet, les eCB contrélent I'absorption des graisses dans
I'intestin (DiPatrizio et al., 2011) et peuvent augmenter la capacité de stockage du tissu adipeux
(Di Marzo, 2008). Au niveau central, le systéme eCB agit dans différentes régions afin de controler
la prise alimentaire : il modifie la réponse hédonique a la nourriture au niveau du systeme
dopaminergique mésolimbique, il régule les sensations de satiété et de faim au niveau des
noyaux hypothalamiques, et il modifie la sensibilité pour les odeurs alimentaires au niveau du
systeme olfactif via les connections top-down AON-MOB (Soria-Gémez et al., 2014 ; Busquets-
Garcia et al., 2015).

Impact de I'obésité sur le systéme endocannabinoide et conséquences cérébrales

Les niveaux d'eCBs sont corrélés positivement avec l'indice de masse corporelle et la masse
grasse chez I'humain (Engeli et al., 2005 ; Coté et al., 2007) et semble jouer un réle important
dans I’équilibre métabolique. D’ailleurs, le Rimonabant, un antagoniste CB1R, a été
commercialisé pour ses effets amaigrissants, mais a finalement été retiré du marché en raison
d’effets secondaires psychiatriques (Busquets-Garcia et al., 2015). Cette corrélation entre eCB et
masse corporelle peut étre expliquée par différents facteurs. Tout d’abord, la leptine et I'insuline
régulent la dégradation des eCB, ce qui pourrait expliquer les modifications du systeme eCB chez
les humains et les rongeurs obeses présentant une insulino-résistance et une leptino-résistance
(Di Marzo, 2008). De plus, les eCBs sont principalement synthétisés a partir de dérivés d'acides
gras polyinsaturés (AGPl) w-6 essentiels, qui doivent étre fournis par I'apport alimentaire
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(Chianese et al., 2018). La modification de I'apport alimentaire en graisses pouvant moduler la
composition lipidique du cerveau, cela est susceptible d’affecter les niveaux cérébraux d’eCBs.

Le systeme eCB joue un rble important dans le fonctionnement hippocampique via une action
sur les CB1R, ses récepteurs principaux dans le cerveau. En effet, les CB1R de I'hippocampe
modulent fortement la mémoire (Lichtman et al., 1995 ; Suenaga et Ichitani, 2008 ; Han et al.,
2012) ainsi que la plasticité synaptique (dont la iLTD présentée en 2.3.3) (Chevaleyre et al., 2006).
De maniére tres intéressante pour notre étude, le systeme eCB est impliqué dans la réponse au
stress et il est en partie responsable des déficits de mémoire observés chez des animaux stressés
(Busquets-Garcia et al., 2016).

Dans I'hippocampe des rongeurs obeses, le systeme eCB est hyperactivé. En effet, aprés 12
semaines de HFD adulte, les niveaux d’eCBs (2-arachidonylglycérol (2-AG) et anandamide) sont
augmentés dans I'hippocampe, mais pas dans la BLA ou le cervelet, et on remarque une
expression plus forte des CB1R dans le CA1 et le CA3 (Massa et al., 2010). Une autre étude montre
des résultats similaires apres avoir nourri des rats avec du HFD 60 % pendant 12 semaines, avec
une augmentation des niveaux hippocampiques d’anandamide et de CB1R (Rivera et al., 2013).
Ces études suggerent donc que le HFD augmente la signalisation CB1R hippocampique.

De plus, une augmentation de I'iLTD dépendante des CB1R a pu étre mise en évidence chez les
souris nourries au HFD (Massa et al., 2010). Enfin, de récentes données non publiées de notre
laboratoire montrent que la diminution des CB1Rs dans I'hippocampe dorsal restore les déficits
de mémoire des souris HFD males, dont la mémoire sociale. Compte-tenu de I'importance de
cette plasticité dépendante des CB1R dans la région CA2 pour la SRM (Loisy et al., 2022), il est
probable que ces altérations de plasticité au sein du CA2 soient impliquées dans les déficits de
SRM des souris HFD.

4.5.5 Obésité et axe corticotrope

Impact de I'obésité sur le fonctionnement de I’laxe HPA

L'obésité chez le rongeur entraine également une perturbation de I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien (HPA) ou corticotrope. En effet, certaines études montrent que le niveau
de CORT sanguin est plus élevé apres un stress chez les animaux ayant été exposés au HFD 45%
a I'adolescence (Boitard et al., 2015), bien qu’il ne soit pas différent a I’état basal (Boitard et al.,
2015 ; Arcego et al., 2018). Cependant, I'exposition a un régime similaire pendant 12 semaines
chez I'animal adulte n’a pas le méme effet (Boitard et al., 2015) voire engendre une diminution
des taux de CORT plasmatique, et des taux de CRH dans le PVN, lors des pics circadiens (Auvinen
et al., 2012). Ceci indique une sensibilité différente du cerveau adulte et adolescent concernant
I’axe corticotrope. Cette différence est a mettre en paralléle avec le fait que le HFD provoque des
phénotypes anxieux s’il commence a I'age adulte, mais pas pendant la période juvénile (voir
4.4.2). De maniére intéressante, il semble que I'altération de I’axe HPA soit dépendante du type
d’acides gras composant le HFD, un régime riche en lipides saturés augmentant le pic de CORT
plasmatique mais pas un régime riche en lipides monoinsaturés (Hryhorczuk et al., 2017).

De maniere intéressante, il semble également que le lien axe HPA-obésité soit bidirectionnel, un
antagonisme pharmacologique des GR/MR réduisant la prise de poids et I'expansion de la masse
grasse chez les souris (Mammi et al., 2016), probablement en partie grace au blocage de
I’'adipogénése dépendante des MR (Caprio et al., 2007).
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Effets cérébraux et comportementaux

En ce qui concerne la présence des GR et MR dans |I'hippocampe, les études semblent diverger,
certaines rapportant une moindre présence des GR aprés un HFD 42% ou 60% commencé apres
le sevrage (Sasaki et al., 2013 ; Arcego et al., 2018) et d’autres une présence exacerbée aprés une
exposition similaire chez le rat (Maniam et al., 2016). De maniére intéressante, cette derniéere
étude n’a pas observé de déficits mnésiques et émotionnels apres plusieurs semaines
d’exposition au HFD, ce qui pourrait indiquer qu’une diminution de I'expression des GR soit un
corrélat important des problemes comportementaux des animaux HFD. Dans notre laboratoire,
nous avons pu montrer qu’'un HFD a I'adolescence diminuait la phosphorylation des GR dans
I'hippocampe (Biyong et al., 2021).

Au niveau fonctionnel et comportemental, I'application d’un antagoniste GR au niveau
systémique rétablit une LTP normale dans le CA1l et restaure les déficits d’OLM suite au HFD
juvénile (Khazen et al., 2019). De méme la diminution des glucocorticoides circulants améliore
les déficits de mémoire dans I'obésité d’origine alimentaire (Stranahan et al., 2008a ; Janthakhin
et al., 2022). L'antagonisme MR, lui, atténue la résistance a l'insuline liée a I'obésité, en partie
grace a la réduction des processus inflammatoires et de la production de ROS dans les graisses
(Hirata et al., 2009). En effet, I'activation inappropriée des MR est un facteur causal dans
plusieurs conditions pathologiques telles que I'inflammation vasculaire, le dysfonctionnement
endothélial, la résistance a l'insuline et I'obésité (Feraco et al., 2013). |l est probable que ces
effets soient dus aux MR centraux, une délétion de ces derniers dans les cellules adipeuses ayant
été montrée comme n’ayant aucun effet dans le poids, la tolérance au glucose ou la sensibilité a
I'insuline (Hayakawa et al., 2018). En outre, la présence de CORT en exces a été montrée comme
entrainant une libération accrue de ROS, un exces de glutamate et de calcium dans I’hippocampe
(et donc une augmentation de I’excitabilité), et une apoptose aberrante (Miller et Spencer,
2014). Enfin, il a été montré que les effets de la consommation de HFD sur les neurotrophines, la
neurogenese et la morphologie neuronale hippocampique pourraient étre médiés, au moins en
partie, par les glucocorticoides (Stranahan et al., 2008a).

En outre, le bon fonctionnement de la région CA2 étant fortement dépendant de I'activité des
MR, en particulier pendant les périodes développementales (voir 2.3.5), il est possible que la
suractivation de I'axe HPA induise des effets délétéres dans la région CA2 pendant le
développement, perturbant ainsi la mémoire sociale.

De maniéere intéressante, les systemes endocannabinoide et corticotrope semblent travailler de
concert dans I’hippocampe, modulant ainsi les performances mnésiques et le stress (Atsak et al.,
2012 ; Morena et al., 2016). De plus, I'injection de CORT est capable d’augmenter les taux d’eCBs
dans I'hippocampe (Atsak et al., 2012 ; Busquets-Garcia et al., 2016). Dans le PVN, la CORT stimule
la biosynthese et la libération d’eCBs, une stimulation susceptible d’étre bloquée par la leptine
(Malcher-Lopes et al., 2006). Tous ces systemes pourraient donc agir en synergie pour provoquer
le phénotype propre aux animaux HFD.

4.5.6 Obésité et systeme ocytocinergique

Role du systeme ocytocinergique dans le comportement alimentaire

Ocytocine et prise alimentaire sont intimement liés. Chez I'humain, il a par exemple été montré
gue l'administration intranasale d'OT réduisait la prise alimentaire (Kerem et Lawson, 2021), cet
effet étant plus marqué lors d'une alimentation hédonique que lors d'une alimentation motivée
par la faim. Des études de neuro-imagerie réalisées lors de I'injection intranasale d'OT vont dans
le méme sens, montrant que I'OT réduit |'activation de la VTA en réponse a des aliments
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hautement palatables (Plessow et al., 2018). En raison du potentiel thérapeutique de I'OT, les
mécanismes sous-tendant ces changements sont largement étudiés (Spetter et Hallschmid, 2017
; Liuetal., 2021).

Chez les rongeurs, l'injection systémique ou intra-cérébroventriculaire d'OT active les neurones
a OT du PVN et supprime la prise alimentaire chez les souris nourries avec un aliment standard
et avec du HFD (Maejima et al., 2011 ; Zhang et Cai, 2011). Inversement, une injection
d’antagoniste OTR ou la délétion des OTR dans le PVN induisent une hyperphagie et une prise de
poids chez les souris, indiquant un réle de I'OT endogene dans la régulation de ces parametres
(Inada et al., 2022). Une étude récente a montré que le signal de satiété induit par l'injection
systémique d'OT chez la souris dépendait de l'activation des neurones a OT du PVN via le nerf
vague (lwasaki et al., 2019), ceux-ci projetant a leur tour sur les neurones a POMC du noyau
arqué (connus pour diminuer la prise alimentaire et augmenter la dépense énergétique)
exprimant des OTR (Maejima et al., 2014). Les effets anorexigénes de I'OT passent également par
le NAc, les injections d'OT dans le NAc entrainant une diminution de la prise alimentaire et une
activation des cellules du PVN (Herisson et al., 2016). En tant que centre de récompense du
cerveau, les altérations de la signalisation OTR dans cette région pourraient moduler la réponse
hédonique a la nourriture. Il a également été suggéré que I'hippocampe pourrait jouer un réle
dans le comportement alimentaire, car il peut intégrer les indices sensoriels, I'état énergétique
interne et les expériences apprises (Kanoski et Grille, 2017). Les projections OT vers I'hippocampe
pourraient donc jouer un réle dans ce domaine.

Impact d’un régime obésogéne sur le systéme ocytocinergique

Si certaines études ont trouvé des corrélations positives entre les niveaux d'OT plasmatique et
I'indice de masse corporelle (Szulc et al., 2016 ; Skinner et al., 2019 ; Weingarten et al., 2019),
d’autres ont révélé des niveaux plus faibles d'OT dans le plasma chez les personnes obeses (Qian
et al., 2014 ; Fu-Man et al., 2019 ; Moghaddam et al., 2019), ce qui serait cohérent avec une
satiété diminuée. Il est toutefois important de garder a I'esprit que certains facteurs (tels que le
diabete, le statut hormonal, le niveau de stress, le sexe et le microbiome) sont susceptibles
d'influencer les taux d'OT, rendant leur interprétation difficile (Kerem et Lawson, 2021).

Chez les souris nourries au HFD 60 % pendant 12 semaines, on remarque une réduction des
concentrations d'OT circulante (Zhang et Cai, 2011) mais également des taux de libération d'OT
dans le PVN (Zhang et Cai, 2011 ; Wu et al., 2017). Des données non publiées de notre laboratoire
montrent également qu’un HFD 45% pendant 12 semaines démarrant au sevrage diminue I'OT
circulante et altere la signalisation ocytocinergique en réponse a une interaction sociale ainsi que
la mémoire sociale.

Il semble donc que les souris nourries au HFD présentent des altérations de la libération d'OT
dans le PVN, qui pourrait a son tour entrainer un dysfonctionnement de la région CA2 de
I’hippocampe. Néanmoins, nous n'avons aucun indice sur les populations d'OT du PVN qui
présentent ces déficits chez les souris HFD, et si elles incluent ou non les projections PVN vers
CA3/CA2.

Comme indiqué en 1.3.1.2, le cholestérol de la membrane plasmique peut agir comme un
modulateur allostérique positif de I'OTR et augmenter ainsi la signalisation Gq associée a I'OTR
(Jurek et Neumann, 2018). Néanmoins, seul le cholestérol libre a été signalé comme étant
augmenté apres un régime HFD (Stranahan et al., 2011) et il reste a déterminer si cela correle
avec une augmentation du cholestérol sur la membrane plasmique.
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Effets cérébraux de I’ocytocine dans I'obésité

En ce qui concerne les OTR, une étude récente s’intéressant au profil d'expression des genes au
cours du développement a révélé que les genes associés a I'obésité, au diabete et a Ila
morphologie du corps figuraient parmi les 20 genes les plus fortement corrélés avec celui de
I’OTR, la corrélation étant particulierement forte dans le cerveau (Rokicki et al., 2022).

A notre connaissance, seules deux études sur les rongeurs ont étudié a ce jour I'effet du HFD sur
I'OT hippocampique. La premiere a montré une diminution des niveaux d'OTR dans I'hippocampe
de souris nourries avec un HFD 60 % (Hayashi et al., 2020). Cette diminution d’expression de
I’OTR était visible dans I’hippocampe mais pas dans les autres zones étudiées (PFC, LS, amygdale
et hypothalamus). La seconde a révélé une réduction des niveaux d'OT dans le CA1 apres une
exposition courte (7 jours) a un HFD 60 % juvénile (Khazen et al., 2023). Si les déficits de SRM
observés chez les animaux nourris au HFD ont pu étre restaurés par une injection systémique
d’OT (Hayashi et al., 2020 ; Khazen et al., 2023) ces études ne se sont cependant pas encore
penchées sur les zones de I'hippocampe et les mécanismes impliqués.

En ce qui concerne l'interaction entre stress, fonction sociale, régime alimentaire et OT, les
études sont plus rares. Une étude a cependant montré qu’un stress chronique de défaite sociale
augmentait I'expression du gene de I'OT dans le PVN chez les souris nourries avec un régime
standard mais pas avec du HFD a I’age adulte (Coccurello et al., 2018). Le HFD serait donc
susceptible de perturber la signalisation OTR en réponse a un stress, empéchant ainsi les
adaptations comportementales en aval de cette signalisation.

Conclusion du Chapitre 4

Ce chapitre indique que les animaux nourris avec du HFD a I'adolescence présentent des déficits
mnésiques mais également émotionnels, associés a des dysfonctionnements hippocampiques,
en particulier une hyperactivité.

Si de nombreuses études se sont intéressées aux effets du HFD sur les mémoires spatiales et de
reconnaissance d’objet et le réle de I'hyperactivité hippocampique dans ces effets, peu ont
abordé la mémoire sociale et aucune ne s’est focalisée sur le réle de la région CA2, pourtant
fondamentale dans cette mémoire. De fagon intéressante, la région CA2 est fortement modulée
par I’OT, un peptide prosocial dont la signalisation est perturbée par le HFD.

De plus, la consommation de HFD concomitante a un stress de défaite sociale bloque I’évitement
social et altere la signalisation ocytocinergique. La encore, la zone CA2 nous semble de prime
importance compte tenu de sa forte modulation par I’OT et de son réle potentiel dans les effets
du stress sur la fonction sociale.

Compte-tenu de ces données, I'implication de la région CA2, en particulier son activité et sa
signalisation ocytocinergique, dans les effets du HFD sur la mémoire sociale et I'évitement social
di au stress fera 'objet de la partie expérimentale de cette these.
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Il. Objectifs

Si I'obésité est un réel probleme de santé publique, générant une diminution de I'espérance de
vie en raison des maladies qu’elle entraine (hypertension, cancers, diabéete), elle est également
associée a des déficits cognitifs, en particulier a des déficits de mémoire. Cela est d’autant plus
problématique lorsque I'obésité survient pendant I'enfance et I'adolescence, qui sont des
périodes clés pour la maturation de certaines structures du cerveau indispensables a la mémoire,
comme I"hippocampe. Notre équipe a été pionniere dans la mise en évidence chez le rongeur de
ces déficits mnésiques liés a I'alimentation obésogene péri-adolescente. Il a en effet été montré
que la consommation d’un aliment hyperlipidique (HFD) pendant I'adolescence perturbait les
mémoires dépendantes de I'hippocampe, telles que la mémoire spatiale, relationnelle et de
reconnaissance d’objet.

Des études récentes indiquent que la consommation d’'un HFD induit également des déficits de
mémoire sociale ainsi qu’une altération des systeme ocytocinergiques et corticotropes, liés tous
les deux a la fonction sociale et au stress. En outre, dans I’"hippocampe, ces systemes ont un role
tout particulier au niveau de la zone CA2, qui est connue spécifiqguement pour son réle dans
différentes fonctions sociales.

Cependant, aucune étude n’a jusqu’ici évalué si les déficits de mémoire et d’autres fonctions
sociales présents chez les animaux HFD pouvaient étre causés par les mémes dérégulations
hippocampiques.

Le premier objectif de ma thése a donc été de caractériser le role de la zone CA2 de
I’hippocampe, au travers de son activité et de sa modulation ocytocinergique, dans les déficits
de mémoire sociale des souris exposés a une alimentation obésogéne a I’adolescence.

Nous avons tout d’abord mis en évidence que I'exposition a un régime HFD du sevrage a I'age
adulte (de 3 a 15 semaines d'age), donc couvrant I'adolescence, engendrait un déficit de mémoire
sociale, évaluée en test de choix avec un délai de 3 heures, sans affecter leur sociabilité. Par
ailleurs, nos collaborateurs parisiens (these de Maud Muller sous la direction de Vivien
Chevaleyre et Rebecca Piskorowski, Institut de Psychiatrie et de Neurosciences de Paris) ayant
révélé lors d’expériences d’électrophysiologie ex vivo une hyper-excitabilité des neurones
pyramidaux de la zone CA2 chez les animaux sous HFD, nous avons entrepris de manipuler
I'activité du CA2 grace a lutilisation de souris transgéniques Cacgn5-Cre, exprimant
spécifiguement la recombinase Cre dans les neurones pyramidaux du CA2. Nous avons ainsi pu
montrer que la diminution chémogénétique de I'activité de ces neurones du CA2 annulait les
déficits mnésiques des males HFD.

Nos collaborateurs parisiens ayant mis en évidence un réle de la signalisation ocytocinergique
dans les changements d’excitabilité et de plasticité de I'aire CA2 des souris HFD, nous avons dans
un second temps évalué I'implication du systéme ocytocinergique dans ces déficits. Nous avons
pu montrer que I'injection d’ocytocine dans la zone CA2 restaurait, de maniere dose-dépendant,
une mémoire sociale normale chez les souris HFD.

En conclusion, les animaux nourris avec un HFD pendant I’adolescence présentent des déficits de
mémoire sociale dus a une hyper-excitabilité de la zone CA2, possiblement liée a un
dysfonctionnement de la modulation ocytocinergique.

Dans la seconde partie de cette these nous avons abordé un autre aspect de la cognition sociale,
a savoir les préférences sociales et leur modulation par le stress. En particulier, le deuxieme
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objectif de mes travaux de thése a été de caractériser les effets d’'un HFD sur la néophobie
sociale induite par le stress afin de déterminer le réle du CA2 dans ces effets, au travers de son
activité et de sa signalisation ocytocinergique.

La curiosité sociale naturelle des souris fait qu’elles préferent explorer un congénere nouveau
plutét que familier, indépendemment du régime qu’elles consomment. Cependant, un stress
aigu modifie cette orientation sociale chez les souris sous aliment standard, avec une exploration
alors équivalente des congéneres familiers et nouveaux, mais pas chez les souris HFD, qui
préferent toujours le congénéere nouveau. De méme, alors que les souris sous aliment standard
ou HFD ne montrent pas de préférence pour une litiere familiere par rapport a une litiere
nouvelle avant stress, un stress engendre une préférence pour la litiere familiere uniquement
chez les souris sous régime standard. Apres stress, les souris HFD présentent une augmentation
de leur comportement de type anxieux similaire aux souris controles, et ne présentent aucun
déficit de détection ou de discrimination d’odeurs sociales. Ces résultats indiquent donc que le
stress modifie les orientations sociales en annulant la néophilie sociale et que I’alimentation HFD
bloque cet effet sans altérer la perception olfactive ou les réponses émotionnelles.

Afin d’investiguer le role potentiel de la zone CA2 de I'hippocampe dans cette différence de
néophobie sociale induite par le stress, nous avons d’abord enregistré |'activité calcique in vivo
des neurones pyramidaux de la zone CA2 par photométrie de fibre. Nous avons pu observer que
les animaux HFD présentaient une activité neuronale du CA2 plus importante lors de
I'investigation d’odeurs sociales. La encore, la manipulation du CA2, au travers d’'une diminution
chémogénétique de I'activité des neurones pyramidaux ou de l'injection d’ocytocine, a permis
de rétablir chez les souris HFD la préférence pour la litiere familiere apres stress.

En conclusion, ces travaux montrent qu’une alimentation obésogéne a I’adolescence perturbe
la mémoire sociale mais également la néophobie sociale induite par le stress et que cela
implique un dysfonctionnement de la signalisation ocytocinergique et de I'activité de la zone
CA2 de I’hippocampe.
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ABSTRACT

Obesity induces cardio-metabolic disorders but also cognitive deficits whose underlying neural
mechanisms remain unexplored. In mice, exposure to an obesogenic high-fat diet (HFD) induced
social memory deficits, a function dependent upon hippocampal area CA2 and oxytocin signaling.
Inputs onto CA2 were stronger and led to increased CA2 firing in HFD-fed mice, without altering
intrinsic properties or basal inhibitory transmission. Chemogenetic CA2 inhibition rescued HFD-
induced social memory deficits, confirming the role of CA2 hyperexcitability in these effects. In
CA2, oxytocin receptor activation resulted in membrane depolarization, spontaneous action-
potential firing and permitted endocannabinoid-mediated plasticity in control diet-fed mice, but
not HFD-fed littermates. In a concentration-dependent manner, oxytocin restored potentiation
of excitatory responses and endocannabinoid plasticity at CA2 glutamatergic synapses as well as
social memory deficits in HFD-fed mice. By investigating the influence of diet on hippocampal
area CA2, this study uncovers novel mechanisms linking neuromodulation and plasticity in social

memory encoding.

Keywords: High-Fat Diet, Hippocampal area CA2, Oxytocin Synaptic plasticity, Social

Recognition Memory
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INTRODUCTION

Nearly half of the global population and almost 20% of children and adolescents are overweight
or obese. While these levels seem to be plateauing in high-income countries, global obesity levels
are increasing in both young and adult populations (Alfaris et al., 2023; Chooi et al., 2019).
Excessive caloric intake, particularly from western diets rich in saturated fat and refined sugar,
stands as a pivotal driver of this epidemic (Bliher 2019). While the adverse metabolic
consequences, cardiovascular risks, and the oncogenic potential of obesity are well-documented,
the impact on cognitive function remains comparatively unexplored. Nonetheless, clinical studies
have reported adverse effects of obesity or western diets on cognition (Martin and Davidson
2014; Yeomans, 2017) and learning and memory performance (Loprinzi and Frith 2018). With this
evidence, the underlying mechanisms related to these changes are unexplored.

Amongst widespread impairments in cognition, rodents fed an obesogenic diet, have been
reported to undergo hippocampal learning and memory deficits (Abbott et al. 2019; Cordner and
Tamashiro 2015; Fadd et al. 2022; Tsan et al., 2021). Interestingly, social recognition memory
(SRM) has been shown to be impaired following exposure to an obesogenic high-fat and sugar
diet (HFD) (Takase et al. 2016; Reichelt et al., 2019; Yaseen et al. 2019; Hayashi et al. 2020; H. Wu
et al. 2023). Area CA2 of the dorsal hippocampus (dCA2) has been shown by targeted lesions,
chemogenetic and optogenetic studies to play a central role in SRM (Hitti and Siegelbaum 2014;
Stevenson and Caldwell 2014; Meira et al. 2018; Oliva et al. 2020). With this, afferents from the
lateral entorhinal cortex (EC), hypothalamic paraventricular nucleus (PVN), supramammillary
nucleus and septum have been proven necessary for SRM (Chen et al. 2020; Lin and Hsu 2018;
Lopez-Rojas et al. 2022; Pimpinella et al. 2021). Interestingly, oxytocin (OT), a prosocial
neuropeptide, seems to regulate dCA2 function. Specifically, dCA2 pyramidal neurons (PNs)
express OT receptors (OTR), that, when activated result in increased excitability and spontaneous
burst firing of CA2 PNs (Tirko et al. 2018) and also in a synaptic potentiation at the CA3-CA2 and
EC-CA2 glutamatergic synapses (Lin et al. 2018; Pagani et al. 2015). OT inputs from the PVN have
been shown to be important for SRM (Raam et al. 2017; Lin et al. 2018; Tsai et al. 2022). It is
known though, that disruption in OT signaling is associated with obesity. OT plays a role in
appetite suppression, has been shown to modulate food intake (Kerem and Lawson 2021) and
studies have reported changes in plasma OT concentrations in obese individuals (Fu-Man et al.
2019; Qian et al. 2014; Moghaddam et al. 2019). In HFD-induced obese mice, reduction of blood
OT concentrations has been documented (Zhang and Cai 2011), alongside a decrease in OT
signaling in the hippocampus (Hayashi et al. 2020; Khazen et al. 2022). Additionally, the
endocannabinoid (eCB) system has been highlighted as a key player in the pathogenesis of
obesity (Di Marzo 2008) and exposure to a HFD has been reported to alter endocannabinoid
signaling in the hippocampus (Massa et al. 2010; Rivera et al. 2013). In area CA2, eCB-mediated
inhibitory long-term depression (iLTD) of GABAergic inputs onto CA2 PNs has been shown to be
required for SRM (Loisy et al. 2022). Thus, the exposure to HFD may be altering the function of
CA2 by two separate mechanisms: eCB and OT signaling.

In order to understand the mechanisms underlying SRM deficits in HFD-fed mice, we examined
synaptic transmission in area CA2, its OT signaling and eCB-mediated plasticity of GABAergic
transmission. We provide evidence that the CA2 PNs of HFD-fed mice are hyperexcitable and
chemogenetic inhibition of these cells is sufficient to resolve SRM deficits. Furthermore, we show
that OT-induced potentiation of excitatory responses onto CA2 PNs is impaired in HFD-fed mice
and that OT signaling in area CA2 is permissive for the eCB plasticity in control conditions but
disrupted under HFD exposure. Higher concentrations of OT restored potentiation of excitatory
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responses and endocannabinoid plasticity at CA2 glutamatergic synapses in sliced prepared from
HFD-fed mice. CA2 infusion of OT, in a concentration-dependent manner, rescued SRM deficits
in HFD-fed mice.

METHODS

Animals and diet

Swiss male and female mice were housed in single-sex groups of two to five per cage where they
had ad libitum access to food and water. The animal facility was temperature controlled (22°C),
and maintained under a 12h light/dark cycle. All procedures were performed in accordance with
institutional regulations (French Ministry of Research decision #12406-2016040417305913 v10).
At weaning (3-weeks of age), litters were divided up by sex and into two-groups: one given a
control diet and one a high-fat diet (HFD) in order to have age-matched, sex-matched sibling
controls. The diets were given ad libitum for 12 weeks (and in some experiments, for 10 days or
5 weeks only) until the mice were euthanized and used for experiments. The HFD (D12451,
Research Diet) consisted of 4.7 kcal/g. The control diet consisted of 2.9 kcal/g (A04, SAFE).

Hippocampal slice preparation

Animals were euthanized in accordance with institutional regulations under ketamine (20
mg/kg), xylazine (1.4 mg/kg) and isoflurane, and perfused transcardially with a modified sucrose
cutting solution containing the following (in mM): Sucrose 110, NaCl 10, KCI 2.5, NaH2P0O4 1.25,
NaHCOs 30, HEPES 20, glucose 25, thiourea 2, Na-ascorbate 5, Na-Pyruvate 3, CaCl2 0.5, MgCl;
10. The hippocampi were rapidly harvested, placed in an Agar mold and cut into transverse 400
um slices with a vibratome (Leica VT1200S, Germany) in the same sucrose cutting solution at 4°C.
The slices were then transferred to an immersed-type chamber containing artificial cerebrospinal
fluid (ACSF) at 32°C (in mM: 125 NaCl, 2.5 KCI, 10 glucose, 26 NaHCOs, 1.25 NaH;PO4, 2 Na
Pyruvate, 2 CaCl, and 1 MgCl,) for approximately 15 minutes and then maintained at room
temperature for at least 1.5 hours before recording. Cutting and recording solutions were both
saturated with 95% O and 5% CO..

Electrophysiological recordings

All electrophysiological experiments were performed in a recording chamber allowing perfusion
with ACSF at 3 ml/min at 30°C. Data were obtained using a Multiclamp 700B amplifier and
digitized using a Digidata 1550. Data were sampled at 10 kHz. pClamp10 and Axograph software
were used for data acquisition.

Field recordings

Extracellular field recordings of postsynaptic potentials (fPSPs) were recorded in current-clamp
mode using a recording patch pipette (3-5 MQ) containing 1 M NaCl and positioned in the middle
of stratum radiatum in CA2. For measure of population spike (PS) activity, the recording electrode
was placed in stratum pyramidale of CA2. In order to stimulate the Schaffer collateral (SC)
pathway, a monopolar stimulating electrode (containing aCSF, and with a broken-off tip) was
placed in stratum radiatum of CA1 in order to antidromically excite CA3-CA2 synapses. Synaptic
potentials were evoked with a constant voltage stimulating unit (Digitimer Ltd.) set at 0.1 ms at
a voltage range of 10-30 V.

Plasticity was induced with high-frequency stimulation (HFS; 100 pulses at 100 Hz repeated
twice) in the case of delta opioid receptors-dependent plasticity induction, or 10 Hz stimulation
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(100 or 25 pulses at 10 Hz repeated twice, at 30 or 20V) in the case of eCB plasticity induction.
When studying eCB plasticity without pre-incubation in DPDPE, an antagonist of delta-opioid
receptors (Naltrindole) was bath-perfused during the induction in order to prevent delta opioid
receptors-dependent plasticity.

Whole-cell recordings

All whole-cell recordings of CA2 pyramidal neurons (PNs) were performed “blind.” Area CA2 has
extremely dense extracellular matrix, making visually guided recordings very challenging. A
recording pipette with positive pressure was inserted deeply into the pyramidal cell layer parallel
to stratum so that the tip of the recording pipette was even with the end of the mossy fibers. The
pipette was then stepped deeper into the slice while a voltage step was delivered through the
pipette. The amplitude of a 1 5-10 mV current step was monitored and used to determine when
the pipette was close to a neuron, positive pressure was released, and a giga-ohm seal was
formed.

Whole-cell recordings were performed with either a potassium or cesium-based intracellular
solution depending on the experiment. The cesium-based solution contained the following (in
mM): Cs- methyl sulfonate 135, KCI 5, EGTA-KOH 0.1, HEPES 10, NaCl 2, MgATP 5, Na,GTP 0.4,
Naz-phosphocreatine 10 and had a pH of 7.2 and an osmolarity of 286—295 mOsm. The potassium
based one contained (in mM): 135 potassium methyl-sulfate, 5 KCl, 0.1 EGTA-Na, 10 HEPES, 2
NaCl, 5 ATP, 0.4 GTP, Naz-phosphocreatine 10 and had a pH of 7.2 and an osmolarity of 286—295
mOsm. The liquid junction potential was not corrected. The series resistance (typically 9-25 MQ)
was monitored throughout each experiment; cells showing a series resistance >25 MQ or a
change in series resistance > 15% were excluded from the analysis.

Post-synaptic potentials (PSPs) were recorded using K*-internal solution in whole-cell current
clamp mode with current injected to maintain Vgest at -70mV. Excitatory-PSPs (EPSPs) were
obtained in the same configuration in the presence of GABAa and GABAg blockers. Inhibitory
post-synaptic currents (IPSCs) were obtained in voltage-clamp mode at +10mV (reversal potential
for glutamatergic transmission) using a Cs-internal solution. In order to obtain IPSCs free of
feedforward inhibition, AMPAR and NMDAR blockers were applied in the bath.

Synaptic potentials and currents were evoked by stimulation with a patch pipette filled with aCSF
and positioned in the middle of CA1 stratum radiatum or stratum lacunosum moleculare to
stimulate SC or the perforant path, respectively. Like for field recordings, stimulation was evoked
through a constant voltage stimulating unit (Digitimer Ltd.) set at 0.1 ms at a voltage range of
10-30 V.

In order to allow for eCB plasticity under whole-cell configuration which does not allow for CA2
PN action potential firing using electrical stimulation (due to feedforward inhibition, see
(Chevaleyre and Siegelbaum 2010)), short pulses of 1200pA at 100ms intervals were injected into
the cell in voltage-clamp mode in order for the CA2 PN to fire. This was done via two trains of 25
7ms-long current injections. PSP and IPSC amplitudes were normalized to the baseline amplitude
in plasticity experiments. The extent of long-term plasticity was estimated by using the mean
response of each cell at 40-50 min after the induction protocol for whole-cell recordings, and at
50-60 min after the induction protocol for extracellular recordings and normalizing it to mean
baseline response (10 minutes before induction).

Because recordings were performed blind, biocytin (HelloBio, 4 mg/mL) was added to internal
solutions in order to confirm the identity of the recorded cell post-hoc via its position as well as
its morphology (see section histology). In cells recorded from with K*-based internal solution,
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electrophysiological properties of CA2 PNs were also used to confirm the identity of the cell
(input resistance, membrane capacitance, resting membrane potential, and firing pattern) as
described previously (Chevaleyre and Siegelbaum 2010).

AP shape analysis

AP shape analysis was always performed on the first AP elicited at rheobase. Axograph was used
to measured AP amplitude, 20-80% rise-time, half-width (the width of the AP at half of its
maximum amplitude), decay time-constant (measured as the time of 67% AP decay) and after-
hyperpolarization (measured as the minimal potential after each AP subtracted from the cell
potential before AP firing) for each spike.

Burst analysis

Bursts were defined as groups of at least 2 action potentials firing at a frequency of more than
0.5Hz, lasting at least 1.5 seconds, and characterized by a slow rampant depolarization as well as
an after-hyperpolarization (as is observed on the example shown in figure 111.10). Bursting onset
(measured as the time from drug application to first burst), Burst duration (measured as the
duration of the depolarizing plateau phase of the burst), firing rate during bursts, number of APs
per burst, inter-burst intervals and total number of bursts elicited (calculated withing 15 minutes
of drug application) were measured via Axograph.

Pharmacology

Pharmacological agents were added to the ACSF at the concentrations reported in Table Ill.1.

Pharmacological Function Concentration Source Identification
agent used in ACSF (uM)
CGP 5584_5 GABAA recgptor ) Hello Bio HB0960
hydrobromide antagonist
SR 95531_ GABAg recgptor 1 Tocris 1262
hydrobromide antagonist
D-AP5 NMDA receptor 25 Hello Bio HB0225
antagonist
NBQX AMPA receptor 10 Hello Bio HB0443
antagonist
DPDPE Delta-opioid receptor 0.5 Tocris 166293-
agonist
Naltrindole | D&/ta-opioid receptor 0.1 Tocris 0740
antagonist
ACEA CB1R agonist 16 Tocris 1319
AM251 CB1R inverse agonist 4 Hello Bio HB2776
Oxytocin acetate | Oxytocin receptor
salt agonist Lorlo Bachem | 175100025
1-371,257 Oxytocin receptor 1 Tocris 2410
antagonist
Histology

After successful whole-cell recordings, slices were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) in
phosphate buffered saline (PBS) at 4°C. Post-hoc labeling of filled cells with streptavidin-

102



conjugated Alexa 488 was performed. Slices were permeabilized with 0.2 % Triton in PBS and
blocked overnight with 3 % goat serum in PBS with 0.2 % triton. Slices were incubated overnight
at 4°C in in 3 % goat serum in PBS, containing streptavidin-conjugated Alexa 488 (Life
technologies, used at a 1:300 dilution) and Neurotrace Nissl (Life technologies, used at a 1:300
dilution). Slices were then washed in PBS and mounted. Slices were mounted with Pro-Long
Diamond (Thermofisher) and z series confocal images were collected with a Zeiss 710 LSM
microscope. Image analysis was performed with Image) and cellular morphologies were
reconstructed from confocal images.

Reconstruction and analysis of PNs

PNs were reconstructed using Neurolucida software 360 (MBF Bioscience 2022) using the user-
guided “directional kernels” algorithm. Neurolucida Explorer (MBF Bioscience 2022) was used in
order to extract quantitative measures. Cell soma location was measured in order to make sure
one group did not have a bias in the radial axis.

Sholl analysis (an analysis counting the number of dendritic intersections with a progressively
larger concentric circle around the cell soma) was also accomplished through Neurolucida
Explorer. 10um steps were used for the sholl analysis of both basal and apical dendrites.
Individual neuron sholl analyses were exported to Python in order to regularize by cell total
length percentage (as cell length was highly dependent upon slice mounting) and average plots.
This was done by taking the largest cell soma-dendritic end length as reference and doing a linear
interpolation of missing data points for the smaller cells.

DREADD viral injections into hippocampal area CA2 and CNO injection

After 7-8 weeks under CD or HFD, CA2-Cre mice were anesthetized with air/isoflurane (4.5%
induction; 1.5% maintenance) at 1L/min, injected with the analgesic buprenorphine (Buprécare,
0.1 mg/kg s.c. in 0.9% saline) and the non-steroidal anti-inflammatory drug carproxifen
(Carproféne, 20mg/kg s.c. in 0.9% saline) and were placed on a stereotaxic apparatus (David Kopf
Instruments). The scalp was shaved, disinfected with 10% povidone iodine and locally
anaesthetized with a subcutaneous injection of lidocaine (Lurocaine 20mg/mL, 0.1ml non
diluted). An anterograde adeno-associated virus carrying Cre-dependent inhibitory DREADD
(AAV8-hSyn1-dlox-hM4DGi-mCherr) or control virus (AAV8-hSynl-dlox-mCherry) was infused
bilaterally using a 10 pL Hamilton syringe (Hamilton) and an ultra-micro pump (uMP3, World
Precision Instruments, USA) over 2 min (100 nL/min) in the dorsal CA2 in each hemisphere (AP -
1.5 mm, ML + 2.4 mm, DV -1.8mm relative to Bregma). The pipette was left in place for a 5
minutes diffusion period, before being slowly removed. The incision was closed with sutures and
the animal was kept on a heating pad until recovery. Mice were single housed for 2 days and
their body weight and behavior were closely monitored during the 4 days following the
procedure. Then, they were housed in groups of 4 to 8 mice per cage and behavioral tests started
4 weeks later, enabling optimal virus expression.

To decrease the activity of CA2 PNs during social memory encoding, mice received an i.p.
injection of the exogenous DREADD ligand Clozapine-N-oxyde (CNO, 2 mg/kg dissolved in 0.9%
saline) 45 min before the sociability session. After behavior, mCherry expression in CA2 was
verified histologically.

Intra-CA2 cannulas implantation and injection procedure
Stainless steel guide cannulae (28-gauge, Plastics One) were implanted bilaterally 1mm above
the CA2 (AP -1.5 mm; ML £2.4 mm; DV -0.8 mm from Bregma). Guide cannulae were maintained
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in position with dental cement and dummy cannulae were kept in each guide at all times except
during microinfusions. Mice were allowed at least 5 days to recover from surgery, during which
they were handled and weighed daily. The OT (Sigma-Aldrich) was dissolved in saline (0.9% NaCl)
to obtain a final concentration of 1ng or 10ng /0.2 pl, corresponding to a concentration of 5uM
and 50uM. The vehicle solution was saline. OT or saline was infused by inserting a 33-gauge
internal cannula into the guide cannula. The internal cannula was connected to a 1ul glass syringe
attached to an infusion pump (Harvard Apparatus) and projected an additional 1 mm ventral to
the tip of the guide cannula. A total volume of 0.2ul was delivered bilaterally at a rate of 0.1
ul/min. The internal cannula remained in place for a further 1 min after the infusions and was
then removed. The concentration, rate and infusion volumes were chosen based on previous
literature (Ferguson et al., 2001; Lahoud & Maroun, 2013; Lukas et al., 2011).

All mice were sacrificed after behavioral testing. Animals were deeply anaesthetized with a mix
of pentobarbital and lidocaine (Exagon, 300 mg/ kg and Lurocaine, 30 mg/kg) before transcardiac
perfusion with phosphate-buffered saline solution followed by 4% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich) diluted in phosphate-buffered saline. Brains were collected and post-fixed in 4%
paraformaldehyde at 4°C, then stored at 4°C until slicing. 40um coronal sections were cut on a
vibratome (Leica) and stored in cryoprotective solution (glycerol and ethylene glycol; Sigma-
Aldrich) at -20°C. Every sixth section was mounted on gelatin-coated slides, covered by medium
(Southern Biotech) and cover-slipped. The slices were visualized under a microscope and each
section was photographed (Nikon-ACT-1 software), enabling assessment of correct cannulae
implantation.

Test for sociability and SRM

CD and HFD-fed mice behavior was assessed in an open-field Plexiglas arena (45 x 25 cm and 20
cm high) placed in a sound attenuated room adapted from Okuyama et al., 2016 and Rani et al.,
2021. The assay paradigm comprises three sessions: habituation, training, and test. In the first
session, mice were placed in the arena containing two empty pencil-wire cups positioned on
opposing sides and left free to explore for 10 min. Then, 24 h after this session, a juvenile mouse
(stimulus, 6-7 weeks old), which had no prior contact with the subject mice, was placed under
one of the wire cups while the other cup remained empty. The subject mouse was then placed
in the arena and was left free to explore it for 10 min. During the third session, performed 3 hours
later, the same stimulus animal was again placed under the wire cup and a novel unfamiliar
juvenile mouse was placed under the opposing cup. Experimental mice were then placed again
in the arena and tested for discrimination between novel and familiar mouse in a 10 min session.
Each experimental mouse was subjected to the procedure separately, and care was taken to
remove any olfactory/taste cues by cleaning carefully the arena and wire cups between trials.
The positions of the social stimuli (empty x social; familiar x novel) were counterbalanced across
subjects and trials to prevent bias due to place preference. All juvenile stimulus mice were
habituated to remain under the wire cups for 30 min during several days before behavioral
testing. The animal’s behavior during all sessions was videotaped, and the time spent actively
exploring the stimuli was analyzed by experienced observers unaware of the experimental
groups. Exploration was defined as direct snout-to-cup contact, and the time spent climbing on
the cups was not considered. Data are expressed as a percentage of time spent exploring each
cup (social x non-social during the second session or familiar x novel during the third session).
The raw exploration time data were also employed to determine social and discrimination
indexes, according to the following equations: Sociability index = (time exploring social cup- time
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exploring non-social cup)/ total exploration time of both cups; Discrimination Index = (time
exploring novel mouse- time exploring familiar mouse)/ total time of exploration of both mice).

Test for social discrimination between cagemate and novel mouse

The assay paradigm was similar to the one above used for SRM but comprises only two sessions:
habituation and discrimination test. In the first session, mice were placed the arena containing
two empty pencil-wire cups positioned on opposite sides and left free to explore for 10 min.
Then, 24 h after this session, the subject mouse was placed in the arena again and left free to
explore for 10 min two mice placed under the wire cups. One mouse (novel) never had contact
with the subject and the other mouse was a familiar co-housed littermate of the subject mouse
(cagemate). Novel and cagemate stimulus mice were habituated to remain under the wire cups
for 30 min the day before behavioral testing. Data are expressed as Discrimination Index = (time
exploring novel mouse- time exploring cagemate)/ total time of exploration of both mice).

Object recognition memory

During training, two identical new objects were presented in a novel open field arena (40 x 40 x
40 cm, wood) and each mouse was left freely to explore them. Long-term memory was assessed
24 hours later, by randomly replacing one of the objects by a novel one. In both phases, object
exploration, defined as nose and whiskers pointed towards the object in a distance of less than
1-1.5 cm away, was quantified by a trained experimenter blind to experimental groups. In both
phases, the session duration was 10 min max but the mouse was removed from the apparatus
after 20 s of total exploration for both objects which reduces inter-individual variability (Leger et
al., 2013), otherwise mice were excluded from analysis. Data are presented as the percentage of
exploration of novel object over total exploration time of both objects.

Data analysis and statistics

Origin Pro software was used for electrophysiology data analysis and statistics. The Shapiro-Wilk
test was used to determine whether the data followed a normal distribution and an F-test to see
if was homoscedastic. We used Student’s t tests (two-sample or paired-sample) and 2-way
ANOVAs when the data followed a normal distribution and were of equal variance. When the
distribution was not normal or the variances unequal, we used non-parametric tests (Mann-
Whitney, Friedman test). Statistical significance was set to p < 0.05 (*** indicates p < 0.001, **
indicates p < 0.01, and * indicates p < 0.05). All values are reported as the mean + SEM.

RESULTS

HFD exposure induces SRM impairments

In order to determine how exposure to an obesogenic diet compromises physiology and
hippocampal-dependent SRM, we exposed male and female mice to a HFD consisting of 45% kcal
from saturated fat, for 12 weeks just after weaning at 21 days. This exposure lasted until mice
were 15 weeks-old, an age that is considered to be adulthood (Dutta and Sengupta 2016). This
exposure to HFD induced stronger weight gain and increased fat mass in both male and female
mice (Sup Fig 1 A-C). Shorter periods of exposure to the HFD, 10 days and 5 weeks, did not result
in overweight.

To assess the effect of adolescent HFD exposure on SRM, we adapted a social discrimination test
(from Okuyama et al., 2016 and Rani et al., 2021) using 3 hours retention delay between training
and test (Fig 1A).
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Figure 1: A 12-week HFD impairs social recognition memory and can be rescued by CA2 PN inhibition A. Behavioral
paradigm. B. HFD and CD mice explore the social stimulus for more time than the non-social one (CD: n=16, HFD n=15,
p<0.001 for comparison between time exploring social and non-social stimulus in both groups). HFD-fed mice are more
sociable than CD-fed mice (p>0.01 for comparison between percent time exploring social stimulus for CD and HFD-fed mice).
C. Sociability index for social and non-social stimulus is different than 0 in both CD and HFD-fed mice (CD: n=13, HFD n=14,
p<0.001 for comparison with 0). HFD-fed mice have a higher sociability index than CD-fed mice (p<0.01). D. CD mice explore
the novel mouse a greater amount of time compared to the familiar mouse (CD: n=16, p<0.01 for comparing time
exploration between familiar and novel mouse). HFD mice explore the novel and familiar mice the same amount of time
(HFD: n=15, p>0.05). Percentage time exploring the novel mouse is greater in CD vs HFD-fed mice (HFD: n=15, CD: n=16;
p<0.05). E. Discrimination index is positive for CD-fed but not HFD-fed mice (HFD: n=15, p>0.05; CD: n=16; p<0.01).
Discrimination index is higher in CD-fed compared to HFD-fed mice (p<0.05). F. Behavioral paradigm of AAV-mediated Gi-
DREADD expression in CA2 PNs. G. Example confocal image of AAV virus-mediated delivery of vectors in dCA2. H. HFD and
CD mice, injected either mCherry control virus or Gi-DREADD virus, explore the social stimulus a greater amount of time
compared to the non-social one (p<0.001 for comparison between time exploring social and non-social stimulus in all
groups). 1. Sociability index for social versus non-social stimuli is different than 0 in both CD and HFD-fed mice (p<0.001 for
comparison with 0). J. In the test phase, CD-mCh mice explore the novel mouse a greater amount of time compared to the
familiar one (p<0.01 for comparing time of exploration between familiar and novel mouse). CD-Gi and HFD-mCh mice
explore the novel and familiar mice the same amount of time (p>0.05). HFD-Gi mice explore the novel mouse a greater
amount of time compared to the familiar one (p<0.01). Percentage time exploring the novel mouse is greater in CD-mCh
and HFD-Gi vs HFD-mCh (p<0.05 for both comparisons). K. Discrimination index is higher than 0 in CD-mCh and HFD-Gi
(p<0.01 and p<0.001 respectively), but not in CD-Gi or HFD-mCh mice(p>0.05). The number of animals used per group is
shown on the figure.

To first examine the mice’ sociability during training, we compared their preference for a novel
social conspecific in a cage, versus the same empty cage. Both groups explored more the social
stimulus (Fig 1B, CD: n=16, HFD: n=15, p<0.001 comparison with 50%) and exhibited a sociability
index higher than 0 (Fig 1C; p<0.001) implicating robust sociability, although the HFD-fed mice
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explored the social stimulus more than the CD-fed group (Fig 1B-C, p<0.01). Three hours later,
memory for the stimulus mouse was tested in both groups (Fig 1D-E). CD-fed mice explored more
the novel stimulus mouse over the familiar one (CD: n=16, p<0.01), indicative of normal SRM,
whereas the mice exposed to a HFD for 12 weeks did not discriminate between the familiar and
novel mice (HFD: n=15, p>0.05), indicating impaired SRM.

Inhibition of dCA2 PNs rescues SRM deficits in HFD-fed mice

Because a HFD impaired SRM, increased dCA2 excitability and enhanced dCA2 PN output, and
because dCA2 activity is necessary for proper encoding of social information (Hitti and
Siegelbaum 2014; Stevenson and Caldwell 2014), we tested whether reducing dCA2 PN activity
was sufficient to rescue the SRM impairments of HFD-fed mice. To do this, we injected an AAV
vector expressing floxed-hM4D(Gi) DREADDs or a control vector expressing floxed-mCherry
bilaterally in the dCA2 area of Cacng5-Cre mice in order to inhibit CA2 PNs specifically upon CNO
administration (Fig 1F-G). After habituation to the test environment, CNO was injected IP in both
CD and HFD-fed mice before the training trial where the mouse is presented upon a novel
conspecific. We found that sociability was unaltered by the virus injection or the diet (Fig 1H-,
p<0.001 comparison with 50% or 0 in the sociability index). The social discrimination test 3 hours
later showed that CNO injection in the hM4D(Gi) DREADDs-injected HFD-fed mice was sufficient
to rescue their SRM deficits (Fig 1J-K, HFD Gi: n=11, p<0.001). In accordance with the literature
(Meira et al. 2018; Oliva et al. 2020), transient inhibition of CA2 PNs in CD-fed mice impaired SRM
(Fig 1J-K CD Gi: n=8, p>0.05). Interestingly, CA2 inactivation did not affect social recognition when
the mice were confronted to a choice between a novel mouse or a familiar co-housed littermate,
as all groups investigated more the novel mouse, indicating an effect of CA2 manipulation on
social memory formation rather than on social discrimination per se (Sup Fig 2). Moreover,
inhibition of CA2 PNs did not rescue HFD-induced deficits in object recognition memory (Sup Fig
2) stressing that dCA2 activity is mainly required for memory formation in a social context. These
results suggest that an increased excitability of area CA2 in HFD-fed mice underlies their SRM
deficits.

dCA2 excitability is enhanced following a HFD

As hippocampal area CA2 activity is required for SRM, we hypothesized that a HFD may induce
alterations in area CA2 that could explain the mice’ SRM deficits. In order to test this hypothesis,
we used transverse hippocampal slices of HFD-fed and CD-fed mice and compared intra-
hippocampal transmission onto this area. Upon stimulation of Schaffer collateral (SC) afferents,
field post-synaptic potentials recorded in stratum radiatum of area CA2 were larger in the HFD-
fed group compared to the CD-fed group (Fig 2A right, CD: n=13,6; HFD: n=23,10, p=0.0015), after
normalizing to fiber volley (Fig 2B, HFD: n=23,10, CD: n=13,6; p=0.016). We performed whole-cell
recordings of CA2 PNs to directly examine changes in synaptic transmission at the CA3-CA2
synapse. In slices prepared from HFD-fed mice, we observed a consistent increase in the
amplitude of post-synaptic potentials with SC stimulation (Fig 2C, HFD: n=34,18; CD: n=23,17,
p=0.0052 for diet effect stimulation 1; p= 0.014 for diet effect stimulation 2).
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Figure 2. A HFD enhances area CA2 excitability upon SC stimulation. A. Left: Schematic of recording conditions. Middle:
Example traces of CA2 fPSPs upon SC stimulation for HFD and CD-fed mice. Right: fPSP vs FV graph for HFD and CD-fed mice
at 10, 20 and 30V stimulation intensities. B. A HFD increases fPSP normalized on FV per stimulation intensity in CA2 upon
SC stimulation (HFD: n=23,10, CD: n=13,6; p=0.016 for diet effect.). C. Left: schematic of recording conditions. Middle:
example traces of PSPs recorded in HFD and CD-fed mice. Right: A HFD increases PSP amplitudes for a set stimulation
intensity in CA2 PNs upon SC stimulation (HFD: n=34,18; CD: n=23,17; p=0.0052 for diet effect stimulation 1; p= 0.014 for
diet effect stimulation 2). D. Left: schematic of recording conditions. Middle: example EPSP traces in CA2 PNs upon SC
stimulation. Right: A HFD increases EPSP amplitudes in CA2 PNs upon SC stimulation (CD: n=9,4; HFD: n=8,3; p=0.0064 for
diet effect stimulation 1; p= 0.014 for diet effect stimulation 2). E. A HFD decreases excitatory transmission paired-pulse
ratio (CD: n=9,4; HFD: n=8,3; p=0.0041 for diet effect.). F. Left: schematic of recording conditions. Middle: example PS
traces in CA2 upon SC stimulation. Right: A HFD enhances population spike amplitude upon SC stimulation (CD: n=18,7; HFD:
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n=23,6; stimulation 1: 10V p=0.59; 20V: p=0.32; 30V: p=0.0089; stimulation 2: 10V: p=0.072; 20V: p=0.0023; 30V:
p=0.0039). G. Left: Schematic of recording conditions. Middle: example traces of transmission onto CA2 PNs upon PP
stimulation. Right: A HFD increases PSP amplitude in CA2 PNs upon PP stimulation (CD: n=22,13; HFD: n=27,10; p= 0.0012
for diet effect of stimulation 1; p=0.099 for diet effect of stimulation 2).

As hippocampal area CA2 receives a large amount of feedforward inhibition upon stimulation of
CA3 inputs (Chevaleyre and Siegelbaum 2010), we tested whether the enhanced post-synaptic
potentials onto CA2 PNs were the result of decreased feedforward inhibition. We performed
whole-cell voltage-clamp recordings to monitor inhibitory post synaptic potentials (IPSCs) at +10
mV both with and without AMPA and NMDA receptor blockers (D-AP5 and NBQX). No significant
difference in the amplitude of IPSCs were observed between groups when we measured both
direct and feedforward inhibition (Sup Fig 3, CD: n=18,11; HFD: n=17,12; p=0.086 for diet effect
of stimulation 1; p=0.41 for diet effect of stimulation 2) or direct alone inhibition onto CA2 PNs
(CD: n=18,11; HFD: n=17,12; p=0.40 for diet effect of stimulation 1; p= 0.12 for diet effect of
stimulation 2). However, a decrease of the inhibitory paired-pulse ratio of two subsequent IPSCs
was observed in the HFD group (CD: n=18,11; HFD: n=17,12; p= 0.041 for diet effect), possibly
indicating a change in presynaptic properties of GABA release in area CA2. Neither the amplitude
not the frequency of spontaneous inhibitory activity onto area CA2 in the presence or absence
of excitatory transmission blockers was altered by a HFD (Sup Fig 3D-G). Overall, we could not
explain the HFD-induced increased excitatory transmission onto area CA2 by a decrease of
inhibitory transmission.

As inhibitory transmission onto CA2 was mostly unaltered by 12 weeks of a HFD, we measured
the strength of excitatory transmission via patch-clamp recordings of CA2 PNs maintained at -70
mV in the presence of blockers of GABAa and GABAg receptor blockers (SR95531 and CGP55845).
HFD exposure enhanced the strength of excitatory transmission onto CA2 PNs evoked by SC
stimulation (Fig 2D, CD: n=9,4; HFD: n=8,3; p=0.0064 for diet effect stimulation 1; p=0.014 for
diet effect stimulation 2). When we examined the ratio of the second evoked EPSP amplitude to
the first, the ratio for the HFD-fed group was significantly lower as compared to the CD-fed group
(Fig 2E, CD: n=9,4; HFD: n=8,3; p=0.0041 for diet effect). A reduction in PPR indicates that the
probability of glutamate release at the CA3-CA2 synapse may be increased by 12 weeks of HFD.

To verify if the hyperexcitability of area CA2 influences the probability of CA2 PN AP firing, we
performed field recordings and recorded population spikes (PS) in the somatic layer of area CA2
upon SC stimulation. Stimulation of this input induced strong population-level AP firing of CA2
PNs in HFD-fed mice while stimulation of these inputs barely allowed for AP firing in control-diet
mice, (Fig 2F, CD: n=18,7; HFD: n=23,6; p= 2.2E-4 for diet effect of stimulation 1; p= 7.4E-6 for
diet effect of stimulation 2).

Because cortical input to area CA2 is also important for SRM (Lopez-Rojas et al. 2022) and can
strongly influence CA2 activity (Chevaleyre and Siegelbaum 2010), we next aimed to test whether
the HFD-induced hyperexcitability we observed was specific to the CA3-CA2 synapse. Upon
stimulation of EC afferents to CA2 in hippocampal slices, we observed that the amplitude of the
PSP was significantly larger in HFD-fed mice (Fig 2G, CD: n=22,13; HFD: n=27,10; p= 0.0012 for
diet effect of stimulation 1; p=0.099 for diet effect of stimulation 2). We saw no difference in
inhibitory transmission with a stimulation pipette placed in the stratum lacunosum moleculare
(Sup Fig 4A, CD: n=8,6; HFD: n=5,4; p= 0.087 for diet effect of stimulation 1 without blockers of
excitatory transmission; p= 0.093 for diet effect of stimulation 1 with blockers of excitatory
transmission). However, we did detect a reduction in inhibitory current amplitude on the second
pulse (p=1.2E-5 for diet effect of stimulation 2 without blockers of excitatory transmission;
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p=1.6E-5 for diet effect of stimulation 2 with blockers of excitatory transmission). Similar to what
we observed at the CA3-CA2 synapse, we also detected a significant decrease in the PPR of
inhibitory transmission when distal inhibitory inputs were directly stimulated. (Sup Fig 4B. CD:
n=8,6; HFD: n=5,4; p= 0.048 for diet effect), possibly indicating a change in the inhibitory
transmission onto area CA2 in this dendritic compartment.

Because some reports have shown a HFD effect as early as after one week of diet (Khazen et al.
2019), we examined synaptic transmission at different timepoints. We fed mice with a HFD or CD
for 10 days or 5 weeks and compared the amplitude of the recorded CA3-CA2 field PSPs
normalized by fiber volley amplitude. 10 days or 5 weeks of a HFD was not sufficient to increase
SC to CA2 transmission (Sup Fig 5B-C, 10 days: CD: n=12,4; HFD: n=12,4, p=0.071; 5-weeks: CD:
n=23,6; HFD: n=31,8, p=0.83).

Intrinsic properties of CA2 PNs and action potential properties following HFD exposure

To better understand the effect of HFD-exposure on CA2 PN physiology, we examined the
intrinsic properties of the cells in both HFD-fed and CD-fed mice. HFD exposure did not affect
CA2 PN resting membrane potential, membrane resistance, membrane capacitance, sag,
rheobase current nor AP threshold (Sup Fig 6A-F). For a set injected current, CA2 PNs of HFD-fed
mice fired APs similar to CD-fed CA2 PNs (Sup Fig 6G). Nevertheless, we observed that a HFD
modified the AP shape of CA2 PNs upon current injection. Indeed, although rise time, amplitude
and after-hyperpolarization of CA2 PN APs were unaltered, a HFD reduced the half-width and the
decay-time constant of CA2 PN APs (Sup Fig 7), CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p=0.020 for AP half-
width; p=0.035 for AP decay time-constant). This difference in AP shape may be the result of a
homeostatic compensation for the hyperexcitability of area CA2 in HFD-fed mice.

A HFD does not alter delta opioid receptors or CB1R-mediated inhibitory plasticities in area
CA2

The inhibitory transmission in area CA2 has been found to be very plastic and mediated by both
pre-synaptic activation of delta opioid receptors as well as activation of pre-synaptic eCB
receptors. Furthermore, the CB1R-mediated inhibitory long-term depression (iLTD) in area CA2
has been found to be essential for normal SRM (Loisy et al. 2022). The release of eCB by CA2 PNs
was found to be dependent on CA2 PN AP firing (Sup Fig 8A). This plasticity decreases inhibitory
transmission onto CA2 PNs resulting in disinhibition of the CA3 to CA2 transmission: its effect is
reflected by an increase of post-synaptic potentials at the CA3-CA2 synapses. Because a HFD
enhances CA2 PN firing upon SC stimulation, we questioned whether a HFD may modify this
plasticity. To induce this plasticity, we induced it through electrical stimulation of SCs (two trains
of 100 @10 Hz, 30V) after disinhibition of the slices in DPDPE (a delta-opioid receptor agonist
which decreases inhibition in area CA2 and allows for CA2 PN AP firing upon SC stimulation). This
10 Hz induction protocol induced an increase in the CA3-CA2 extracellular field recordings of
postsynaptic potentials (fPSP), yet a HFD did not alter the amplitude of the plasticity (Sup Fig 8B-
C, CD: n=20,6 35.01%+6.80%; HFD: n=15,6; 44.70%+11.91%, p=0.56). A HFD did not alter the
plasticity either when induced by application of a CB1R agonist nor via post-synaptic current
injection to elicit APs in the CA2 PN recorded, nor did it affect the delta-opioid disinhibitory
plasticity in CA2 which allows for eCB plasticity (Sup Fig 8B,D-E). Taken together, these results
suggest that while a HFD enhances CA2 excitability, it does not affect eCB plasticity after
disinhibition.
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A HFD reduces basal dendrite complexity of CA2 PNs

Because HFD exposure has previously been shown to alter morphology of CA1 PNs and dentate
gyrus granule cells (Sarfert et al. 2019), we investigated whether it altered the morphology of
CA2 PNs. In order to study dendritic morphology, we reconstructed the dendritic tree of patched
PNs that had been biocytin-filled during whole-cell recording and stained with streptavidin-
conjugated dye (Sup Fig 9A). Although the total apical and basal length of neurons were similar
in both groups (Sup Fig 9B-C), sholl analysis revealed a reduction in the complexity of basal but
not apical dendrites (Sup Fig 9D,G). Indeed, quantification of the dendritic nodes and order
number revealed a reduction of both for basal but not apical dendrites in the HFD group
compared to CD (Sup Fig 9E-F,H-I). Interestingly very similar results were reported with a knock-
out of the OTR in CA2 PNs, with a decrease in basal, but not apical, dendritic complexity of CA2
PNs (Lin et al. 2018), stressing the potential involvement of altered OT signaling in the altered
morphology of dCA2 PNs of HFD-fed mice.

OT-induced CA2 PN depolarization, bursting, and enhancement of excitability is functional in
HFD-fed mice

OTR activation in area CA2 has been shown to regulate excitability and plasticity of CA2 PNs
(Pagani et al. 2015; Lin et al. 2018; Tirko et al. 2018) and to be necessary for normal SRM (Lin et
al. 2018; Raam et al. 2017; Tsai et al. 2022). As previous studies have suggested that hippocampal
OT signaling is impaired in HFD-fed rodents (Hayashi et al. 2020; Khazen et al. 2022), we sought
to investigate if OT signaling was altered in area CA2 after 12 weeks of HFD exposure. We first
found that OTR expression was specifically enhanced in CA2 after social interaction in CD- but
not in HFD-fed mice (Fig 3A), suggesting that social interaction induces an OT signaling
enhancement in CA2 that is impeded by HFD consumption.

OTR activation has two major effects on CA2 PNs: application of OTR agonists in slice results in
CA2 PN depolarization and bursting (Tirko et al. 2018) and in potentiation of the CA3-CA2 and
EC-CA2 synapses, as well as a depression of inhibitory transmission recruited by perforant path
stimulation (Pagani et al. 2015; Lin et al. 2018). To examine this further, we first tested whether
HFD exposure altered OT-induced CA2 PN depolarization and bursting using whole-cell
recordings of CA2 PNs following 1uM OT application in slice. Application of OT induced burst
firing in CA2 PNs in both groups. Although not statistically significant, a stronger proportion of
CA2 PNs burst upon OT application in HFD-fed mice (Fig 3B-C, CD: 40%, n=20,10; HFD: 64.7%,
n=17,9; p=0.13). Furthermore, CA2 PN depolarization upon OT application was stronger in HFD
compared to CD-fed siblings (Fig 3D-E, CD: n=17,9, 7.56£0.70mV; HFD: n=16,78, 10.56+0.86mV;
p=0.018). However, in CA2 PNs that burst, HFD exposure did not alter burst onset, duration, the
number of bursts or the number of APs per burst, firing rate during the bursts or the inter-burst
interval. We then studied whether a HFD altered OT’s effect on CA2 PN enhancement of
excitability. In order to do this, we studied the number of APs elicited per a set current injected
and intrinsic properties of CA2 PNs before and during OT application. OT application caused a
leftward shift in the AP number per current injected in both CD and HFD groups (Sup Fig 10A-B,
CD: n=11,7 p=0.0078 before and after OT; HFD: n=10,7; p=2.5E-4 before and after OT). OT induces
a decrease in rheobase current, an increase in membrane resistance and sag in both CD and HFD
groups (Sup FiglOC-F). OT increased AP threshold of CA2 PNs as well in the CD-fed group, but not
HFD-fed group (Sup Fig 10E, CD: n=11,7; HFD: n=10,7; p= 0.021 for comparison before and after
OT for CD; p=0.27 for comparison before and after OT for HFD).
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Figure 3. Effects of HFD-exposure on OTR expression and OT-induced CA2 PN depolarization or bursting. A. Effects of HFD
consumption and social stimulation on OTR mRNA relative concentration in dorsal hippocampal regions and the PVN. A
high fat diet decreases the expression of OTR in the CA1 regardless of social stimulation (two-way ANOVA, diet effect
p<0.05). In the CA2, social stimulation elicited higher OTR expression in CD- but not HFD-fed mice (two-way ANOVA,
interaction p<0.05, Tukey’s post hoc). B. Top: 8 of 20 (40%) of CA2 PNs of CD-fed mice burst upon 1uM OT application.
Bottom: 11 of 17 (64.7%) of CA2 PNs of HFD-fed mice burst upon 1uM OT application (CD: n=20,9; HFD: n=17,8; p=0.13). C.
Example traces of OT-induced CA2 PN bursting for a CD and a HFD CA2 PN. D. Average depolarization of CA2 PN upon 1uM
OT application. E. OT-induced depolarization 5-minutes after application onset is stronger in CA2 PNs of HFD compared to
CD-fed mice (CD: n=17,9, 7.56£0.72mV; HFD: n=16,7, 10.56£0.86mV; p=0.018).

As reported (Tirko et al. 2018), OT application also led to changes in the shape of CA2 PN APs
(Sup Fig 11A-F). Indeed, AP half-width and AP decay time constants were reduced by OT
application in both diet groups (Sup Fig 11D-E). Unlike previous findings, after-hyperpolarization
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was unaltered by OT application in both groups (Sup Fig 11F). Because AP half-width and decay
time constants were already reduced at baseline in HFD-fed mice, these measures were also
lower in HFD-fed mice compared to CD-fed mice upon OT application (Sup Fig 11D-E, AP half-
width: p=0.080 between CD OT and HFD OT; AP decay time constant: p= 0.0064 between CD OT
and HFD OT).

A HFD impairs OT-induced long-term potentiation of CA3-CA2 responses in a concentration-
dependent manner

Although no differences were observed in HFD-fed mice concerning OT-induced depolarization,
bursting and enhancement of excitability of CA2 PNs, we know that OT also induces long-term
alterations in transmission. We tested whether a HFD impaired potentiation of CA3-CA2
responses via whole-cell recordings upon application of 1uM OT for 5 minutes while maintaining
the cells at -70 mV in current-clamp mode. A short application of OT led to a much lower
potentiation of CA3-CA2 responses in HFD-fed mice (Fig 4A-B, CD: n=15,13 p=1.0E-4 baseline vs
40-50min; HFD: n=15,12 p=0.0023 baseline vs 40-50min; CD vs HFD: p=0.0081). Because this
potentiation could be the result of an eLTP or an iLTD onto CA2 PNs, we tested whether a HFD
altered OT-induced GABAergic transmission using whole-cell recordings whilst maintaining the
cell at +10mV to isolate IPSCs and applying blockers of excitatory transmission (AP-5 and NBQX).
5-minute OT application led to a long-term depression of IPSCs onto CA2 PNs, as had previously
been reported upon stimulation of the perforant path input to CA2 (Lin et al. 2018). A HFD did
not modify the amplitude of this iLTD (Fig 4C-D, CD: n=7,5 p=0.0049 baseline vs 30-40min; HFD:
n=8,6, p=0.0041 baseline vs 30-40min; CD vs HFD: p=0.63). These results suggest that a HFD does
not impact OT signaling on presynaptic interneurons. Indeed, we also observed an increase in
the paired-pulse ratio of subsequent IPSC amplitudes in both groups, reflecting a possible
presynaptic change in release probability (Fig 4E, CD: n=7,5; HFD: n=8,6; p= 0.011 for CD before
and after OT application; p= 0.024 for HFD before and after OT application). We performed
extracellular recordings of excitatory transmission onto area CA2 in the presence of GABAR
blockers and confirmed that 1uM OT application induced a smaller potentiation of transmission
in HFD-fed mice as compared to the potentiation induced in their CD-fed siblings (Fig 4F-G, CD:
n=13,7, p=2.0E-5 baseline vs end; HFD: n=13,9, p=2.4E-4 baseline vs end; CD vs HFD: p= 0.021).

Because HFD-fed mice exhibit increased excitatory transmission in CA2, we postulated that
perhaps the reduced potentiation following OT application was due an occlusion of the OT-
dependent potentiation in HFD-fed mice. Although we could not test if more constitutive activity
of the OTR in HFD-fed mice could explain the hyperexcitability of CA2 in HFD-fed mice as no
inverse agonists of the OTR exist, we tested whether our electrical stimulation may lead to higher
OT release in slices of HFD-fed mice compared to CD-fed mice. Antagonizing OTRs via application
of 1uM of L-37 did not alter excitatory transmission onto CA2 PNs in HFD or CD-fed mice (Sup Fig
12), suggesting that no basal OT is released and has an effect on CA2 PNs upon electrical
stimulation in hippocampal slices of CD or HFD-fed mice.

To test whether the impairment in OT-induced LTP in HFD-fed mice can be rescued via application
of a higher concentration of OT, we applied 10uM of OT for 5 minutes in order to study the
induced potentiation of transmission. This high OT concentration rescued the potentiation in
HFD-fed mice back to CD-fed levels (Fig 4H-1, CD: n=12,5, p=0.0026 baseline vs end; HFD: n=9,5,
p=0.017 baseline vs end; CD vs HFD: p= 0.67), suggesting that HFD-fed mice exhibit functional
OTRs and downstream pathway leading to plasticity in CA2 PNs, but that the OTRs may be less
sensitive to OT or less efficacious.
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Figure 4. A HFD impairs OT-induced long-term potentiation of CA3-CA2 responses in a concentration-dependent manner.
A. Left: Schematic of whole-cell PSP recording of CA2 PN upon SC stimulation. Middle: 5-minutes 1uM OT application induces
a stronger long-term increase in PSP amplitude in CA2 PNs in CD versus HFD-fed mice. Right: Example traces of 1uM OT-
induced CA2 PSP responses in CD and HFD-fed mice. B. Percentage of 1uM OT-induced PSP potentiation for each recorded
CA2 PN (measured at 10 last minutes of recording normalized to baseline) (CD: n=15,13 p=1.0E-4 baseline vs end; HFD:
n=15,12 p=0.0023 baseline vs end; CD vs HFD: p=0.0081). C. Left: Schematic of whole-cell recording of CA2 PN upon
stimulation in SR, in the presence of excitatory transmission blockers. CA2 PNs were held at +10mV in voltage-clamp. Middle:
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5-minutes 1uM OT application induces a long-term decrease in IPSC amplitude in CD and HFD-fed mice CA2 PNs D.
Percentage of 1uM OT-induced IPSC depression for each CA2 PN (measured at 10 last minutes of recording normalized to
baseline) (CD: n=7,5 p=0.0049 baseline vs end; HFD: n=8,6, p=0.0041 baseline vs end; CD vs HFD: p= 0.63). E. IPSC PPR
increase upon OT application in CA2 PNs of both CD and HFD-fed mice (CD: n=7,5; HFD: n=8,6; p= 0.011 for CD before (a)
and after OT application (b); p= 0.024 for HFD before and after OT application). F. Left: Schematic of field EPSP recording of
CA2 PN upon SC stimulation in the presence of blockers of inhibitory transmission. Middle: 5-minutes 1uM OT application
induces a stronger long-term increase in CA3-CA2 fEPSP amplitude in CD compared to HFD-fed mice. Right: Example traces
of 1uM OT-induced CA2 fEPSP responses in CD and HFD-fed mice. G. Percentage of 1uM OT-induced fEPSP potentiation for
each slice recording (measured at 10 last minutes of recording normalized to baseline) (CD: n=13,7, p=2.0E-5 baseline vs
end; HFD: n=13,9, p=2.4E-4 baseline vs end; CD vs HFD: p= 0.021). H. Left: Schematic of whole-cell PSP recording of CA2 PN
upon SC stimulation. Middle: 5-minutes 10uM OT application induces a long-term increase in PSP amplitude in CD and HFD-
fed mice CA2 PNs. Right: Example traces of 10uM OT-induced CA2 PSP responses in both CD and HFD-fed mice. I. Percentage
of 10uM OT-induced PSP potentiation for each recorded CA2 PN (measured at 10 last minutes of recording normalized to
baseline) (CD: n=12,5, p=0.0026 baseline vs end; HFD: n=9,5, p=0.017 baseline vs end; CD vs HFD: p= 0.67). Filled circles
represent CA2 PNs from male mice; empty circles represent CA2 PNs from female mice.

A HFD impairs OT-induced long-term potentiation of EC-CA2 responses

As with the HFD-induced increase in CA2 PN excitability, we aimed to determine of the HFD-
induced impaired OT-induced potentiation of glutamatergic transmission was input specific. We
found that a short application of an OTR agonist (here 1uM OT) led to potentiation at the EC-CA2
synapse in CD-fed but not HFD-fed mice (Fig 5A, CD: n=8,7 p=0.0030 baseline vs 30-40min; HFD:
n=6,5 p=0.084 baseline vs 30-40min; p=0.060). Through isolation of IPSCs in voltage-clamp mode,
we did not observe depression of inhibitory synapses following application of 1uM OT (Fig 5B,
CD: n=9,6 p=0.35 baseline vs 30-40min; HFD: n=5,4 p=0.54 baseline vs 30-40min; p= 0.94) in
either CD-fed or HFD-fed groups. The fact that both CA3-CA2 and EC-CA2 OT-induced
potentiation of excitatory transmission was impaired in HFD-fed mice suggests a post-synaptic
impairment, either at the level of the OTR itself, or via the downstream mechanism leading to
synaptic plasticity.

A low concentration of OT is permissive for eCB plasticity in area CA2 in CD but not HFD-fed
mice

While it is known that CA2 PN OT signaling is necessary for SRM (Raam et al. 2017; Lin et al. 2018;
Tsai et al. 2022), the mechanism underlying how OTR activation enables SRM is unknown.
Because OTR activation leads to membrane depolarization and AP firing, we postulated that OTR
activation may be permissive for eCB plasticity. In order to test this hypothesis, we used a sub-
threshold induction protocol to induce low levels of plasticity in both CD and HFD conditions. The
stimulus protocol consisted of two trains of 25 pulses at 20V and 10 Hz (Sup Fig 13, CD: n=17,16,
16.04+3.85%, p= 0.0011 baseline vs 50-60min; HFD n=15,14, 25.75+4.47%, p= 2.8E-4 baseline vs
50-60min; p= 0.17 for CD vs HFD). In CD-fed mice, we applied 5-minutes of 1uM OT 5 minutes
before applying the sub-threshold induction protocol. This chain of events effectively induced a
strong potentiation of CA3-CA2 responses (Fig 6B-C, 39.23+5.38% potentiation, p=9.6E-5
baseline vs 50-60min, CD OT+10 Hz: n=10,8) that was blocked by application of a CB1R inverse
agonist (Fig 6B-C, 9.00+6.07% potentiation, p= 0.16 for baseline vs 50-60min; OT+10 Hz+AM251.:
n=8,7; p=0.0022 for difference between groups). Short application of 1uM is therefore
permissive for eCB plasticity induction in area CA2. We verified that the potentiation of CA3-CA2
fPSP responses were not due to either 10 Hz induction alone or OT application alone: the
combination of both OT application and subsequent 10 Hz induction led to greater potentiation
than either of these effects alone (Fig 6B,D, p=0.024 for OT+10 Hz versus OT only; p=0.0015 for
OT+10 Hz versus 10 Hz alone).
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Figure 5. A HFD impairs 1uM OT-induced long-term potentiation of EC-CA2 responses. A. Left: Schematic of whole-cell
PSP recording of CA2 PN upon PP stimulation. Middle: 5-minutes 1uM OT application induces a stronger long-term increase
in PSP amplitude in CD versus in HFD-fed mice CA2 PNs. Right: % 1uM OT-induced PSP potentiation for each recorded CA2
PN (measured at 10 last minutes of recording normalized to baseline) (CD: n=8,7 p=0.0030 baseline vs end; HFD: n=6,5
p=0.084 baseline vs end; p= 0.060). B. Left: Schematic of whole-cell recording of CA2 PN upon stimulation in stratum
lacunosum moleculare, in the presence of excitatory transmission blockers. CA2 PNs were held at +10mV in voltage-clamp.
Middle: 5-minutes 1uM OT application does not alter IPSC amplitude in CD and HFD-fed mice CA2 PNs. Right. % 1uM OT-
induced IPSC depression for each CA2 PN (measured at 10 last minutes of recording normalized to baseline) (CD: n=9,6
p=0.35 baseline vs end; HFD: n=5,4 p=0.54 baseline vs end; p= 0.94). Filled circles represent CA2 PNs from male mice; empty
circles represent CA2 PNs from female mice.

Figure 6. (on following page) OT is permissive for eCB plasticity In CA2 of CD but not HFD-fed mice. A. Schematic of CA2
fPSP recording with SC stimulation. B. Experimental protocols to test for OT-induced eCB plasticity. C. 5-minute application
of 1uM OT 10 minutes before an induction protocol (2*25 @10 Hz, 20V) allows for CB1R-dependent fPSP potentiation.
Middle: example traces of fPSPs before and after induction protocol with and without AM251 (CB1R antagonist). Right: 5-
minute application of OT + induction allows for long-term potentiation of fPSPs (p=9.6E-5 for difference with baseline). This
effect is blocked if AM251 is applied (p= 0.16 for OT+AM251 difference with baseline; p=0.0022 for difference between
groups; OT+10 Hz: n=10,8: OT+10 Hz+AMZ251: n=8,7). D. OT+10 Hz protocol allows for stronger fPSP potentiation than OT
alone or induction alone in CD mice. Middle: example traces of fPSPs before and after induction protocol for the three
conditions. Right: 5-minute application of OT+10 Hz allows for stronger long-term potentiation of fPSPs than OT alone or
10 Hz induction alone (p=7.8E-4 for OT alone difference with baseline; p=0.0011 for 10 Hz alone difference with baseline;
p=0.024 for OT+10 Hz versus OT only; p=0.0015 for OT+10 Hz versus 10 Hz alone; OT+10 Hz: n=10,8: OT only: n=16,12; 10
Hz only: n=17,16;). E. 5-minute application of 1uM OT 10 minutes before an induction protocol (2*25 @10 Hz, 20V) allows
for fPSP potentiation in CD but not HFD-fed mice. Middle: example traces of fPSPs before and after induction protocol in CD
and HFD-fed mice. Right: 5-minute application of OT + induction allows for long-term potentiation of fPSPs in CD-fed mice,
but not in HFD-fed mice (p= 0.030 for difference between groups; p= 0.065 for HFD OT+10 Hz for difference with baseline;
CD OT+10 Hz: n=10,8: HFD OT+10 Hz: n=9,7). F. OT+10 Hz, OT only and 10 Hz only protocols allow for the same extent of
fPSP potentiation in HFD mice. Middle: example traces of fPSPs before and after induction protocol for the three conditions.
Right: 5-minute application of OT+10 Hz allows for similar long-term potentiation of fPSPs in three conditions (p= 0.13 for
HFD OT alone difference with baseline; p= 2.8E-4 HFD 10 Hz alone difference with baseline; p=0.80 for OT+10 Hz versus OT
only; p=0.20 for OT+10 Hz versus 10 Hz alone; HFD OT+10 Hz: n=9,7: OT only: n=14,10; 10 Hz only: n=15,14). All experiments
were done in the presence of naltrindole.
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Our results indicate that the necessary molecular pathway required for eCB-mediated iLTD in
area CA2 is functional following HFD exposure. However, we propose that compromised OT
signaling may prevent the eCB-mediated plasticity in HFD mice. As shown in Fig 6 E and F, unlike
CD conditions, OT application followed by a 10 Hz induction protocol did not induce greater
potentiation than 10 Hz or OT application alone (p=0.80 for OT+10 Hz versus OT only; p=0.20 or
OT+10 Hz versus 10 Hz alone; HFD OT+10 Hz: n=9,7: OT only: n=14,10; 10 Hz only: n=15,14). Thus,
HFD exposure results in impaired OT-induced eCB plasticity in area CA2.

OTR activation results in depolarization and bursting of CA2 PNs. It may be that this spontaneous
activity could be inducing eCB release by CA2 PNs. To examine this further, we verified that the
potentiation of transmission at the CA3-CA2 synapse following OT application was not due to eCB
plasticity by applying a CB1R inverse agonist. We found that under these conditions, there was
no change in OT-induced potentiation of transmission (Sup Fig 14, OT only: n=14,12; OT+AM251:
n=8,8; p=0.70 for OT only vs OT+AM251).

A high concentration of OT is permissive for eCB-dependent plasticity in area CA2 in both CD
and HFD-fed mice

Because we saw that a higher concentration of OT was sufficient to rescue the potentiation of
CA3-CA2 synapses in HFD-fed mice (Fig 4H-I), we examined whether a higher concentration of
OT could also recue the OT-induced eCB plasticity in HFD-fed mice. We used the same
experimental paradigm with a short 10uM OT application before a 10 Hz sub-threshold induction
protocol. We found that the resulting increase in field potential was not larger than the
potentiation we observed with 10uM application of OT alone (Fig 7A-C, p=0.93 for CD OT alone
vs CD OT+10 Hz; CD OT+10 Hz: n=7,5: CD OT alone: n=10,7).

Figure 7. (on following page) A high concentration of OT allows for eCB-mediated plasticity in CA2 in CD and HFD-fed
mice. A. Schematic of CA2 fPSP recording upon SC stimulation. B. Experimental protocols to test for OT-induced eCB
plasticity. C. 5-minute application of 10uM OT 10 minutes before an induction protocol (2*25 @10 Hz, 20V) elicits long-term
increase in the fPSP to the same extent as 10uM OT application alone in CD-fed mice. 10 Hz induction alone does not result
in an increase in the amplitude of fPSPs (44.60+5.99%, p= 3.4E-4 for OT+10 Hz baseline vs 50-60min; 45.52+7.93%, p=4.4E-
6 for OT alone baseline vs 50-60min,; 14.6349.28%, p= 0.16 for 10 Hz alone baseline vs 50-60min). Middle: example traces
of fPSPs before and after induction protocol. Right: 5-minute application of 10uM OT + 10 Hz and of 10uM OT alone allows
for larger increase in potential than 10 Hz alone (p= 0.023 for OT alone vs 10 Hz alone; p=0.018 for OT+10 Hz vs 10 Hz alone;
p=0.93 for OT alone vs OT+10 Hz; OT+10 Hz: n=7,5: OT alone: n=10,7; 10 Hz alone: n=7,5). D. Left: AM251 hinders 10uM
OT-induced increase in the field potential by preventing eCB iLTD in CD-fed mice (OT only: 39.0616.26%; p= 2.4E-4 baseline
vs 50-60min; OT+AM251: 17.37+5.31%; p=0.010 for baseline vs 50-60min; OT only: n=10,7; OT+AM251: n=9,6). Middle:
example traces before and after OT application with and without AM251 application. Right: Percentage of 10uM-OT
induced fPSP potentiation is reduced when blocking CB1Rs (p=0.018 OT only vs OT+AM251). E. 5-minute application of
10uM OT 10 minutes before an induction protocol (2*25 @10 Hz, 20V) elicits long-term increase in the field potential that
is the same magnitude as 10uM OT application alone in HFD-fed mice. 10 Hz induction alone elicits a smaller increase in
potential of fPSPs (41.17+6.51%, p=0.022 for HFD OT+10 Hz baseline vs 50-60min; 45.82+6.22%, p=2.4E-5 for HFD OT alone
baseline vs 50-60min; 16.94+7.35%, p= 0.032 for HFD 10 Hz alone baseline vs 50-60min). Middle: example traces of fPSPs
before and after induction protocol. Right: 5-minute application of 10uM OT + 10 Hz and of 10uM OT alone allows for
stronger increase in field potential than 10 Hz alone in HFD-fed mice (p= 0.0074 for HFD OT alone vs HFD 10 Hz alone;
p=0.056 for HFD OT+10 Hz vs HFD 10 Hz alone; p=0.78 for HFD OT alone vs HFD OT+10 Hz; HFD OT+10 Hz: n=7,6: HFD OT
alone: n=11,7; HFD 10 Hz alone: n=9,7). F. Left: AM251 hinders 10uM OT-induced increase of CA2 fPSP amplitude in HFD-
fed mice (HFD OT only: 37.96£5.62%; p= 4.8E-4 baseline vs 50-60min; HFD OT+AM251: 12.72+44.99%, p=0.043 for baseline
vs 50-60min; HFD OT only: n=11,7;, HFD OT+AM251: n=8,4). Middle: example traces before and after OT application with
and without AM251 application. Right: % 10uM-OT induced fPSP potentiation is reduced when blocking CB1Rs in HFD-fed
mice (p=0.0051 HFD OT only vs HFD OT+AM251). All experiments were done in the presence of naltrindole.
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Because a higher concentration of OT elicits strong CA2 PN bursts on its own, we tested whether
10uM OT application alone was sufficient to induce eCB plasticity in area CA2. Indeed, application
of the CB1R inverse agonist AM251 impaired high OT-induced potentiation of CA3-CA2 fPSP
amplitude (Fig 7B,D, p=0.018 CD OT only vs CD OT+AM251), meaning that 10uM OT application
alone is strong enough to elicit the CB1R-dependent iLTD at the SC-CA2 synapse. We next
examined how the OT-eCB plasticity was different for HFD-fed mice with higher OT
concentration. As for CD-fed mice, we found that a high OT concentration led to the same
amount of response potentiation with or without a 10 Hz induction protocol (Fig 7B,E, p=0.78 for
HFD OT alone vs HFD OT+10 Hz), and was sufficient to induce eCB plasticity in HFD-fed mice (Fig
7B,F, p=0.0051 HFD OT only vs HFD OT+AM251). Altogether, we discovered a novel dose-
dependent mechanism of OT-induced eCB plasticity in area CA2.

Injection of a high, but not low, concentration of OT in dCA2 rescues SRM deficits in HFD-fed
mice

Overall, a low concentration of OT is not sufficient in HFD-fed mice to potentiate excitatory
transmission and to induce eCB-mediated plasticity in dCA2. However, a high concentration of
OT rescued these deficits in HFD-fed mice. Because OT signaling in dCA2 has been demonstrated
to be necessary for SRM (Lin et al. 2018; Raam et al. 2017; Tsai et al. 2022), we hypothesized that
bilateral injection of a high concentration of OT could also rescue the SRM deficits of HFD-fed
mice. In order to test this, we bilaterally implanted cannulas in dCA2 (Fig 8B) and delivered either
1 or 10ng/0.2uL OT (corresponding to 5uM and 50uM) or vehicle bilaterally, 10 minutes prior to
the training phase of the SRM test in both CD-fed and HFD-fed mice. Injection of vehicle or OT at
both concentrations did not modify sociability either in the CD-fed or HFD-fed mice (Fig 8C-D).

Although CD-fed mice injected with vehicle exhibited proper discrimination between the familiar
and novel conspecifics, a low and high OT injection impaired SRM in these mice, as evidenced by
their poor discrimination between the familiar and novel stimuli. HFD-fed mice injected with
vehicle injection showed SRM impairment and a high, but not a low, dose of OT rescued these
deficits as shown through increased interaction time with the novel over the familiar conspecific
(Fig 8E-F). Altogether, these results indicate that while exogenous OT injection in dCA2 in CD-fed
animals perturb SRM, this manipulation at a high concentration is sufficient to rescue SRM
deficits in the HFD animals, suggesting that impairments in dCA2 OT signaling are at play in HFD-
induced SRM deficits.
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Figure 8. High, but not low, concentration of OT injected bilaterally in dCA2 rescues SRM in HFD-fed mice, and both low
and high OT injection in dCA2 impairs SRM in CD-fed mice. A. Behavioral paradigm. B. Example image of cannula
implantations in dCA2. C. HFD and CD mice, injected either vehicle, low or high concentration OT, explore the social stimulus
a greater amount of time compared to the non-social one for comparison between time exploring social and non-social
stimulus in all groups). D. Sociability index for social versus non-social stimuli is different than 0 in both CD and HFD-fed
mice (p<0.005 for comparison with 0). E. In the test phase, CD vehicle mice explore the novel mouse a greater amount of
time compared to the familiar one (p<0.05 for comparing time of exploration between familiar and novel mouse). CD-low
OT and CD-high OT mice explore the novel and familiar mice the same amount of time (p>0.05). HFD-vehicle mice and HFD-
low OT mice do not discriminate between the novel and the familiar mouse (p>0.05). HFD high-OT mice explore the novel
mouse over the familiar mouse (p<0.01). F. Discrimination index is higher than 0 in CD-vehicle and HFD-high OT (p<0.05 and
p<0.01 respectively), but not in CD-low OT, CD-high OT or HFD-vehicle and HFD-low OT mice (p>0.05). The number of animals
used per group is shown on the figure.

DISCUSSION

dCA2 hyperexcitability impairs SRM in HFD-fed mice

Although it does not seem that CA2 PN excitability per se is altered in HFD-fed mice, stimulation
of intrahippocampal afferents from the EC and dorsal CA3 are aberrantly strong. Both of these
inputs onto area CA2 have been reported to affect SRM (Lopez-Rojas et al. 2022; Pan et al. 2022).
Here we showed that inhibition of CA2 PNs through chemogenetics during memory formation of
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a social encounter was sufficient to rescue SRM deficits in HFD-fed mice, while it impaired SRM
in CD-fed counterparts. This result goes hand-in-hand with previously published reports showing
that not only is CA2 activity necessary for SRM, but that its activity must be finely tuned in order
to engage in proper social memory formation (Pan et al. 2022).

Two distinct CA2 strategies to rescue HFD-induced SRM deficits

It is surprising that both chemogenetic inhibition of CA2 PNs and injections of a high dose of OT
in area CA2 rescues SRM impairments in HFD-fed mice, as OT application increases excitability
and spontaneous burst firing of CA2 PNs (Tirko et al. 2018). This apparent contradiction could be
resolved when we think of the problem in terms of a signal-to-noise ratio. Indeed, area CA2
exhibits profuse noise in HFD-fed mice (aberrant basal excitatory transmission). This noise may
be too high for signals such as OT to have a sufficiently strong effect on transmission upon social
interactions, relative to the great basal noise. When CA2 PNs are inhibited, the noise is decreased
allowing the weak OT signal to be strong enough, compared to other inputs, to be effective. It is
possible that a high, but not low concentration, of OT injected in dCA2 rescues HFD-induced SRM
deficits as it allows for the OT signal to be sufficiently strong compared to the basal noise in area
CA2.

Exogenous OT injection in dCA2 impairs SRM in CD-fed mice

It was surprising that both low and high OT injection in dCA2 impaired social discrimination in
CD-fed mice. Indeed, Hsu et al. (2022) had demonstrated that chemogenetic activation of OT
afferents in dCA2 during the training phase enhanced SRM. The exogenous nature and artificially
high concentration of OT application could perhaps explain these contradicting findings. Indeed,
previous report indicated that high levels of OT can trigger social amnesia (Popik and Vetulani,
1991; Popik et al., 1992; Zhan et al., 2024), revealing that an optimal OT level is required for SRM.

A HFD impairs low, but not high, concentration effects of OT signaling

It is notable that low, but not high, OT concentration are ineffective to induce potentiation of
transmission at the CA3-CA2 and EC-CA2 synapse as well as eCB-mediated iLTD in area CA2 in
HFD-fed mice. It is not so clear if these two results are linked as the mechanism of action leading
up to eCB release requires high intracellular calcium concentrations from AP firing. It would be
more probable that enhancement of CA2 PN excitability is what allows eCB plasticity in area CA2,
yet this OT-dependent effect is not affected in HFD-fed mice. We suggest that, in these mice, the
shortening of APs underneath a certain threshold following OT application impairs sufficient
calcium entry in order to induce the eCB plasticity. Because OT induces stronger depolarization
and bursting in higher proportions in HFD-fed mice, high dose of OT inducing eCB plasticity
without electrical stimulation may allow for eCB plasticity in HFD-fed mice through this
compensation.

A link between hyperexcitability and OT signaling impairments in HFD-fed mice

The lack of OT-induced plasticity of the CA3-CA2 synapse in HFD-fed mice may decrease CA2
excitability in some contexts: this dysregulation might have led to a homeostatic compensatory
increase in excitatory hippocampal inputs onto CA2. Indeed, it seems that the hyperexcitability
phenotype observed in HFD-fed mice takes a long time to develop (as 10 days or 5 weeks of a
HFD does not entail larger transmission at the CA3-CA2 synapse for a set number of stimulated
axons, see Sup Fig 3) which could be the result of a delayed adaptation. Nevertheless, even if the
hyperexcitability of area CA2 is an adaptation to a lack of OT-induced effect, it seems to be a
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maladaptive one as it perturbs effective encoding and adds noise to hippocampal information
transfer.

Are there OT release deficits in HFD-fed mice in vivo?

As OT release in the PVN has been reported to be reduced as a consequence of a HFD (Zhang and
Cai 2011; L. Wu et al. 2017), we can image that PVN OT release in dCA2 may be altered as well.
Furthermore, the enhanced depolarization of CA2 PNs upon OT application in HFD conditions
could be a resulting compensation due to lower OT signaling after social interactions. Studying
the PVN-CA2 OT projection and using optogenetic stimulation of PVN OT afferents onto dCA2
area could help us further elucidate what the underlying causes of OT-dependent signaling
impairments in area CA2 are. Regardless, even upon application of exogenous OT, a HFD impairs
OT-dependent signaling. Although this may be a result of altered release onto the dCA2 area in
vivo, this highlights the fact that the consequence of OT release in CA2 (even if adequate) is
malfunctioning under HFD condition.

Two novel mechanisms of neuromodulation-induced plasticity in area CA2

Our results suggest that there could be several mechanisms that can allow for eCB plasticity in
area CA2. As CA2 PNs are notably inhibited by their SC afferents, Loisy et al. (2022) had shown
that prior induction of a disinhibitory plasticity (delta-opioid receptor-mediated ilLTD) is
permissive to allow for CA2 PN AP firing and induce eCB plasticity in area CA2. Here, we show
that OT application is equally permissive for eCB-mediated iLTD. This newly discovered OT-
induced eCB plasticity is a possibly relevant way by which eCB plasticity occurs during social
memory formation in vivo. In another area receiving OT projections from the PVN, the NAc, OT
release (via excitatory DREADD expression) has also been shown to drive eCB-mediated signaling
(Wei et al. 2015). Here, using two different concentrations of OT (1uM and 10uM) we showed
two different outcomes pertaining to eCB-mediated plasticity induction. Upon low concentration
of OT application, electrical tetanus is necessary to induce eCB-mediated iLTD. With high
concentration of OT, OT alone is sufficient to trigger eCB-mediated plasticity, most probably due
to the CA2 PN bursting. As both of OTRs and CB1Rs are necessary for social memory formation,
we propose that OT is released in dCA2 during social interactions and enables eCB-mediated iLTD,
allowing for encoding and consolidation of social information.
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Supplementary Figure 1. A long-term but not short-term high-fat diet induces weight gain in male and female mice. A.
Experimental timeline. B. 10 days or 5 weeks of a HFD did not significantly increase weight of animals (HFD: n=4 and CD:
n=4 for at 10 days, statistics NA; HFD: n=16, CD: n=14 for 5 weeks of diet; p=0.74). Right, 12 weeks of a HFD increases the
weight of male and female mice (CD: n=58, HFD: n=80, p=5.2E-6 for males; CD: n=26, HFD: n=38, p=4.5E-6 for females). C.
A 12-week HFD increases the fat-mass of male and female mice (CD: n=9; HFD: n=6 for males, p<0.001,; CD: n=12. HFD: n=6
for females, p<0.001). Filled circles represent male mice; empty circles represent female mice.

124



Cacng5-Cre mice { "'

°»-

AAV-hSyn-DIO-hM4Di-mCherry

Hm New object
7/ Familiar object

Novel object
Familiar object g\: Em Left object
i l o 8 74 Right object
CA2 Gior =
CA2 mCherry . . . O _§ 2
¢ F
” ) e 2
o s
7 U g :
¥ cNo - g
(2mg/kg) ORM training ORM test F
1 i 1L 1
N T il T
45 minutes 1day

D = -

7/ Cagemate

~ 80 k%
Unknown mouse § * *okk *::* -
Cagfmale o - :_ - T
CA2 Gior T I £ 604 T
CA2 mCherry s |
SO N
” \‘ 8 40 T T
7 £ 7
¥ CNO Social preference test F 2 %
2mo/kg) \ 1010 1313 1oﬁ 10 10
T T T T T
45 mi %
minutes 0‘\ o (}\ q,é\
v'v‘o & .;y‘o &
O Q0 O QO
& o Q X

&

Supplementary Figure 2. A long-term high-fat diet induces object recognition memory but not recognition of cagemates,
and none of these memories are impaired by CA2 PN chemogenetic inhibition. A. Cacng5-Cre mice were bilaterally injected
with a Cre-dependent inhibitory DREADD. B. ORM experimental timeline. C. (Left) ORM Test: time exploring novel and
familiar objects, expressed as a percentage of total investigation time. (Right) ORM Training: time exploring left and right
objects, expressed as a percentage of total investigation time. HFD-fed mice displayed a disrupted ORM that could not be
reversed by CA2 manipulation (one sample T-test againt 50%; two-way ANOVA: diet effect p<0.05). D. Cagemates memory
experimental timeline. E. Time exploring the cagemate and a novel conspecific, expressed as percentage of total
investigation time. All groups displayed higher interest in the novel conspecific, regardless of diet and CA2 PN inhibition
(one sample T-test against 50%). Subject counts are indicated at the bottom of the bars.
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Supplementary Figure 3. (on previous page) Effects of HFD-exposure on inhibitory transmission in area CA2. A. Left:
schematic of recording conditions. Middle: example traces of total inhibitory transmission onto CA2 PNs upon SC
stimulation. Right: A HFD does not alter total evoked IPSC amplitude onto CA2 PNs upon SC stimulation (CD: n=18,11; HFD:
n=17,12; p=0.086 for diet effect of stimulation 1, p=0.41 for diet effect of stimulation 2). B. Left: schematic of recording
conditions. Middle: example traces of direct inhibitory transmission onto CA2 PNs upon SC stimulation. Right: HFD exposure
does not alter evoked direct IPSC amplitude onto CA2 PNs upon SC stimulation (CD: n=18,11; HFD: n=17,12; p=0.40 for diet
effect of stimulation 1; p= 0.12 for diet effect of stimulation 2). C. HFD exposure decreases the inhibitory paired pulse ratio
onto CA2 PNs (CD: n=18,11; HFD: n=17,12; p= 0.041 for diet effect). D. Left: schematic of recording conditions. Right:
example traces of total spontaneous inhibitory transmission onto CA2 PNs. E. HFD exposure does not affect total
spontaneous IPSC amplitude (CD: n=12,7; HFD: n=12,7; p= 0.71). F. HFD exposure does not affect total spontaneous IPSC
frequency (CD: n=12,7; HFD: n=12,7; p= 0.69). G. Left: schematic of recording conditions. Right: example traces of direct
spontaneous inhibitory transmission onto CA2 PNs. H. HFD exposure does not affect direct spontaneous IPSC amplitude (CD:
n=12,7; HFD: n=12,7; p= 0.57). I. A HFD does not affect direct spontaneous IPSC frequency (CD: n=12,7; HFD: n=12,7; p=
0.58).
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Supplementary Fig 4. A HFD increases EC-CA2 transmission and decreases inhibitory transmission in stratum lacunosum
moleculare. A. Left: Schematic of recording conditions. Middle: example traces of inhibitory transmission onto CA2 PNs
upon PP stimulation. Right: A HFD decreases IPSC amplitude in CA2 PNs upon PP stimulation (CD: n=8,6; HFD: n=5,4; p=
0.087 for diet effect of stimulation 1 without blockers of excitatory transmission; p= 0.093 for diet effect of stimulation 1
with blockers of excitatory transmission; p= 1.2E-5 for diet effect of stimulation 2 without blockers of excitatory
transmission; p=1.6E-5 for diet effect of stimulation 2 with blockers of excitatory transmission). B. A HFD decreases the
direct inhibitory EC-CA2 paired pulse-ratio (CD: n=8,6; HFD: n=5,4; p= 0.048 for diet effect).
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Supplementary Figure 5. A long-term but not short-term exposure to HFD increases CA3 to CA2 transmission. A. Schematic
of recording condition. B. A 10-day HFD does not alter CA2 fPSPs normalized to the FV upon SC stimulation (CD: n=12,4;
HFD: n=12,4, p=0.071). C. A 5-week HFD does not alter CA2 fPSPs normalized to the FV upon SC stimulation (CD: n=23,6;
HFD: n=31,8, p=0.83). D. A 12-week HFD increases CA2 fPSPs normalized to the FV upon SC stimulation (CD: n=13,6; HFD:
n=23,10, p=0.016 for diet effect).
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Supplementary Figure 6. Effect of a HFD on intrinsic properties and excitability of CA2 PNs. A. Resting membrane potential
of CA2 PNs (CD: n=33,24; HFD: n=37,26; p= 0.56). B. Membrane resistance of CA2 PNs (CD: n= 49,36; HFD: n=54,35; p=
0.052.). C. Membrane capacitance of CA2 PNs (CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p=0.35)). D. A HFD does not alter the membrane
capacitance of CA2 PNs (CD: n= 49,36; HFD: n=54,35; p= 0.51). E. A HFD does not alter the rheobase of CA2 PNs (CD: n=
49,36, HFD: n=54,35; p=0.33). F. A HFD does not alter the action potential threshold of CA2 PNs (CD: n=49,36; HFD: n=54,35;
p=0.48). G. A HFD does not alter the number of APs elicited per current injected (CD: n= 49,36; HFD: n=54,35; p=0.78 for
diet effect). Filled circles represent CA2 PNs from male mice; empty circles represent CA2 PNs from female mice.
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Supplementary Fig 7. A HFD shortens CA2 PN action potentials. A. Example shape of an action potential of a CA2 PN for
CD and HFD-fed mice. B. A HFD does not alter AP rise time (CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p=0.22). C. A HFD does not alter AP
amplitude (CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p= 0.47). D. A HFD decreases AP half-width (CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p= 0.020).
E. A HFD decreases AP decay time-constant (CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p= 0.035). F. A HFD does not alter AP after-
hyperpolarization (CD: n=49,36; HFD: n=54,35; p= 0.88). Filled circles represent CA2 PNs from male mice; empty circles
represent CA2 PNs from female mice.

Supplementary Fig 8. (on following page) A HFD does not alter eCB plasticity in area CA2. A. Cartoon illustrating the
mechanism of action of eCB plasticity in area CA2. B. Experimental protocol allowing for eCB plasticity in area CA2. C. Left:
Schematic of CA2 stratum radiatum field recording upon SC stimulation. Middle: After prior DPDPE incubation, a 2*100
@10 Hz, 30V induction protocol induces a long-term increase of SC-CA2 fPSPs in both CD and HFD-fed mice. Right: 10 Hz-
induced fPSP potentiation is similar in HFD and CD-fed mice (CD: n=20,6; 35.01%+6.80%; HFD: n=15,6; 44.70%+11.91%,
p=0.56). D. Left: Schematic of CA2 stratum radiatum field recording upon SC stimulation. Middle: 15 minutes of 16mM ACEA
application induces a long-term increase of fPSPs in both CD and HFD-fed mice (CD: n=9,5; 29.13%+9.82%, HFD: n=11,9;
37.84%+12.28%. Right: ACEA-induced fPSP increase is similar in HFD and CD-fed mice (CD: n=9,5; HFD: n=11,9; p=0.59). E.
Left: Schematic of CA2 whole-cell recording upon SC stimulation. Middle: A post-synaptic induction of 2*25 @10 Hz action
potential trains induces a long-term increase of PSPs in both CD and HFD-fed mice. Right: 10 Hz-induced PSP increase is
similar in HFD and CD-fed mice (CD: n=10,9, 60.09%+17.40; HFD: n=9,6; 45.57%+17.06; p=0.41). F. Left: Schematic of CA2
stratum radiatum field recording upon SC stimulation. Middle: A 2*¥100 @100 Hz induction protocol induces a long-term
increase of fPSPs in both CD and HFD-fed mice. Right: 100 Hz-induced fPSP increase is similar in HFD and CD-fed mice (CD:
n=8,4; HFD: n=11,4; p= 0.44).
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Supplementary Figure 9. A HFD reduces basal dendrite complexity of CA2 PNs. A. Example reconstructions of CA2 PNs of
CD (left) and HFD (right) mice. B. Total basal dendritic length for CD and HFD CA2 PNs (CD: n=17,10; HFD: n=20,13; p=0.46).
C. Total apical dendritic length for CD and HFD CA2 PNs (CD: n=17,10; HFD: n=20,13; p=0.12). D. Sholl analysis of basal
dendrites for HFD (blue) and CD (black) CA2 PNs (CD: n=17,10; HFD: n=20,13). E. Number of basal branches for CD and HFD
CA2 PNs (CD: n=17,10; HFD: n=20,13; p=0.036). F. Number of orders of basal dendrites for CD and HFD CA2 PNs (CD:
n=17,10; HFD: n=20,13; p=0.044). G. Sholl analysis of apical dendrites for HFD (blue) and CD (black) CA2 PNs (CD: n=17,10;
HFD: n=20,13). H. Number of apical branches for CD and HFD CA2 PNs (CD: n=17,10; HFD: n=20,13; p=0.39). I. Number of
orders of apical dendrites for CD and HFD CA2 PNs (CD: n=17,10; HFD: n=20,13; p=0.60). Filled circles represent CA2 PNs
from male mice; empty circles represent CA2 PNs from female mice.
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Supplementary Figure 10. 1uM OT application shortens CA2 PN action potentials in CD and HFD-fed mice. A. Example
traces of CD and HFD CA2 PN action potentials induced by current injection, in the presence and absence of 1uM OT. B. AP
rise-time in CD and HFD CA2 PNs is unchanged before and during OT application (CD: n=11,7; p=0.20 before and during OT;
HFD: n=10,7; p=0.23 before and during OT). C. AP amplitude in CD and HFD CA2 PNs before and during OT application (CD:
n=11,7; p= 0.0066 before and during OT; HFD: n=10,7; p= 0.15 before and during OT). D. AP half-width is decreased in CD
and HFD CA2 PNs during OT application (CD: n=11,7; p= 0.026 before and during OT; HFD: n=10,7; p= 0.0023 before and
during OT; p= 0.080 between CD OT and HFD OT). E. AP decay time-constant is decreased in CD and HFD CA2 PNs during
OT application (CD: n=11,7; p= 0.013 before and during OT; HFD: n=10,7; p= 0.0039 before and during OT; p= 0.0064
between CD OT and HFD OT). F. AP during-hyperpolarization in CD and HFD CA2 PNs is unchanged before and during OT
application (CD: n=11,7; p= 0.61 before and during OT; HFD: n=10,7; p= 0.40 before and during OT).
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Supplementary Figure 11. (on previous page) A HFD does not modify OT-induced enhanced CA2 PN excitability. A.
Example of CA2 PN depolarization and AP firing in response to positive current injection before and after 1uM OT
application. B. AP number elicited by current injection for CA2 PNs of CD and HFD-fed mice before and after 1uM OT
application (CD: n=11,7 p=0.0078 before and after OT; HFD: n=10,7; p=2.5E-4 before and after OT). C. Rheobase current for
CA2 PNs of CD and HFD-fed mice before and after 1uM OT application (CD: n=11,7; HFD: n=10,7; p=0.0085 for comparison
before and after OT for CD; p=0.0028 for comparison before and after OT for HFD). D. Membrane resistance for CA2 PNs of
CD and HFD-fed mice before and after 1uM OT application (CD: n=11,7; HFD: n=10,7; p= 2.5E-5 for comparison before and
after OT for CD; p= 1.3E-6 for comparison before and after OT for HFD). E. AP threshold for CA2 PNs of CD and HFD-fed mice
before and after 1uM OT application (CD: n=11,7; HFD: n=10,7; p= 0.021 for comparison before and after OT for CD; p=0.27
for comparison before and after OT for HFD). F. CA2 PN sag of CD and HFD-fed mice before and after 1uM OT application
(CD: n=11,7; HFD: n=10,7; p=1.8E-4 for comparison before and after OT for CD; p=1.0E-4 for comparison before and after
OT for HFD).
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Supplementary Figure 12. Blocking OT receptors does not alter excitatory transmission onto CA2 PNs upon SC
stimulation. A. Schematic of whole-cell EPSC recording in the presence of inhibitory transmission blockers. CA2 PNs were
held at -70mV in voltage-clamp mode. B. 1uM L-37 application did not modify CA3-CA2 excitatory transmission amplitude
in either CD and HFD-fed mice. Example traces of CA2 PN EPSPs from CD and HFD-fed mice. C. L-37-induced EPSC change
for all CA2 PNs recorded (CD: n=8,6 p=0.27 baseline vs end; HFD: n=7,4 p=0.65 baseline vs end; CD vs HFD: p= 0.88).
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Supplementary Figure 13. Sub-threshold 10 Hz induction protocol. Left: Schematic of CA2 fPSP recording upon SC
stimulation. Middle: A 2*25@10 Hz, 20V induction protocol induces a small increase in fPSP amplitude in CA2 of both CD
and HFD-fed mice without prior DPDPE incubation. Right: Long-term fPSP potentiation is significant (16.04+3.85%, p=
0.0011 for CD; 25.75+4.47%, p= 2.8E-4 for HFD) and similar in both CD and HFD-fed mice (CD: n=17,16; HFD n=15,14; p=
0.17). Filled circles represent CA2 PNs from male mice; empty circles represent CA2 PNs from female mice.
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Supplementary Figure 14. 1uM-OT-induced long-term fPSP increase is independent of CBI1R signaling. A. Schematic of
CA2 fPSP recording upon SC stimulation. B. Left: 5-minute 1uM OT application induces long-term increase of CA2 fPSP
amplitude (OT only: p= 0.0021; OT+AM251: p=0.062 for difference with baseline), with or without the presence of AM251
(CB1R antagonist). Middle: example traces before and after OT application with and without AM251 application. Right: %
1uM-OT induced fPSP potentiation is similar with and without blocking CB1Rs (OT only: n=14,12; OT+AM251: n=8,8;
p=0.70).
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ABSTRACT

Juvenile obesity is a concerning public health issue leading to peripheral cardio-metabolic comorbidities,
but also to the deterioration of specific areas of the brain. Rodents fed an obesogenic high-fat and high-
sugar diet (HFD) during adolescence display for instance hippocampal dysfunction linked to broad
cognitive alterations, deteriorating — among others — social behaviour. As stress is a strong modulator of
social interactions, we investigated the effects of HFD on stress-induced changes in social orientations
and whether they could depend on alterations of the dorsal CA2 area of the hippocampus and its

modulation by the pro-social neurohormone oxytocin.

Acute stress (electric shock or restraint) changed the preference for individuals and social odors, inducing
specific avoidance of unknown social targets, in male and female CD-fed mice but not in HFD-fed males
and females. This diet effect was not due to differential emotional responses to stress or to perceptual
alterations in HFD-fed mice, since they displayed after stress similar anxious behaviour and perfectly
detected and discriminated social odors. Focusing on CA2, we revealed that a peri-adolescent HFD
enhanced basal calcium activity in CA2 pyramidal neurons, dampening their reactivity to stress and social
odors. Specific CA2 chemogenetic inhibition reversed HFD-induced changes in stress modulation of
conspecific and social odor preferences. Finally, we revealed that a HFD induced alterations of the
oxytocinergic system, particularly in CA2, and that a local CA2 injection of oxytocin could normalize social
odor preference after stress. Altogether, these results indicate that HFD-induced oxytocinergic
dysregulation in CA2 impeaches selective social avoidance after stress, potentially through social memory

impairments.

Keywords: social avoidance, odor, stress, CA2, hippocampus, high-fat diet, adolescence
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INTRODUCTION

Juvenile obesity is associated with several medical comorbidities, including type 2 diabetes,
hypertension, fatty liver disease and dyslipidemia (Pulgarén, 2013 ; Kumar et Kelly, 2017 ; The
GBD 2015 Obesity Collaborators, 2017 ; Bohn et al., 2017 ; Koutny et al., 2020 ; Obita et Alkhatib,
2022). It is also notably linked to psychological conditions (such as increased prevalence of
anxiety and depression) as well as with behavioural and cognitive deficits of a yet unknown
extent (Pulgarén, 2013). Because of the abundance of energy-dense food and an increasingly
sedentary lifestyle, the worldwide prevalence of overweight and obesity among children and
adolescents aged 5-19 has risen dramatically from 8% in 1990 to 20% in 2022 (Murray et al.,
2020 ; Okunogbe et al., 2022), stressing the importance to know the cognitive consequences of
such conditions. Few studies show that a high-fat high-sugar diet (HFD) consumption disrupts
executive and memory functions (especially hippocampal dependent memory) in young adults
(Francis et Stevenson, 2011 ; Atak et al., 2023 ; Yeomans et al., 2023) and that obesity is linked
with hippocampal atrophy in children (Mestre et al., 2017).

Modeling these troubles in rodent studies have enabled scientists to investigate the
neurobiological basis of such impairments. It has appeared that mice and rats fed a HFD
throughout adolescence fail to perform basic hippocampal-dependent memory tests, the
animals being less performant in spatial, contextual and object-based memory (Boitard et al.,
2012 ; Valladolid-Acebes et al., 2013 ; Boitard et al., 2014 ; Del Rio et al., 2016 ; Khazen et al.,
2019 ; Glushchak et al., 2021 ; Janthakhin et al., 2022 ; Ribeiro et al., 2023 ; Bakoyiannis et al.,
2024; N'Diaye et al., 2024). More recently, several studies also pointed out a disrupted social
memory in HFD-fed rodents (Reichelt et al., 2019 ; Yaseen et al., 2019 ; Hayashi et al., 2020 ; Zizza
et al., 2022). At the level of the hippocampus, it has been observed that pyramidal neurons of
HFD-fed mice displayed an enhanced activity compared to mice fed a control diet (CD) (Biyong
et al.,, 2021; Bakoyiannis et al.,, 2024; N'Diaye et al., 2024) and an increased glutamate load
(Ribeiro et al., 2023). Reducing the activity of pyramidal cells in the hippocampus of HFD-fed mice
can restore performances in spatial, contextual and object memory (Naneix et al., 2021 ;
Bakoyiannis et al., 2024 N'Diaye et al., 2024).

We recently focused on CA2 area of the hippocampus, known to be crucial for social memory
(Hitti et Siegelbaum, 2014), and reported an overactivity of CA2 pyramidal neurons in HFD-fed
mice. Moreover, chemogenetic decrease of activity specifically in CA2 pyramidal neurons rescued
HFD-induced social memory deficits (Muller, Fermigier et al., submitted). These social memory
deficits were also linked to lower signaling of oxytocin (OT), a prosocial neuropeptide, in HFD-fed
mice, and systemic or local CA2 infusion of OT during encoding normalized social memory in HFD-
fed mice (Hayashi et al., 2020; Muller, Fermigier et al., submitted).

In addition to social memory deficits, HFD seems to affect other social dimensions, particularly
the effect of stress on social behaviors. Stress is indeed a strong modulator of social interactions,
promoting antisocial behaviors in control animals (Sandi et Haller, 2015 ; Wichmann et al., 2017
; Rogers-Carter et al., 2018 ; Rieger et al., 2022) and HFD is able to mitigate the consequences of
social defeat stressors and in particular to attenuate social avoidance of the aggressor mouse
(MacKay et al., 2017 ; Otsuka et al., 2019). It is not yet clear whether these results are related to
HFD effects on memory, stress or stress-induced social adaptation and a thorough
characterization of the effect of stressors on social behaviors is required in HFD-fed mice.
Moreover, the underlying mechanisms remains to be determined, particularly the role of CA2 as
it was recently reported that juvenile stress altered CA2 plasticity and social function
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(Raghuraman et al., 2023). We therefore explored the impact of acute non-social stressors
(footshock or restraint) on social investigation in CD and HFD-fed mice, hypothesizing that HFD-
fed mice would display impaired social responses after stress through CA2 alterations.
Furthermore, as most studies on stress-induced social neophobia used conspecifics as social
targets, we also used social odors to ensure that the avoidance was not solely triggered by
aggressive cues from unknown mice.

Both CD-fed males and females showed social neophobia after stress for either conspecifics
(novel over cagemate) or social odors (novel bedding over homecage one) whereas this was not
the case for HFD-fed males and females. Using calcium-dependent fiber photometry, we showed
that HFD-fed mice displayed higher baseline activity in the CA2 area (corroborating what we
recently found using electrophysiological approaches; Muller, Fermigier et al., submitted),
inducing a lower reactivity to stress and social odor investigation. In line with these results,
chemogenetic inhibition of CA2 pyramidal neurons during the social preference tests
reestablished normal stress-induced avoidance of novel social targets over familiar ones in HFD-
fed mice but impaired it in CD-fed mice. We finally focused on the oxytocinergic system as it
regulates CA2 synaptic transmission and plasticity (Pagani et al., 2015; Lin et al., 2018; Tirko et
al., 2018; Muller, Fermigier et al., submitted), is highly activated by stressors (Nishioka et al., 1998
; Engelmann et al., 1999 ; Zhan et al., 2024) and controls the interaction between emotion and
social function (Duque-Wilckens et al., 2018 ; Ferretti et al., 2019 ; Williams et al., 2020 ; Wu et
al., 2021 ; Zhan et al., 2024). Moreover, OT signaling is altered by HFD intake (Zhang et Cai, 2011),
particularly in the hippocampus (Khazen et al., 2023 ; Hayashi et al., 2020). Gene expression
quantification showed altered oxytocinergic reactivity to stress in HFD-fed mice, and local OT
infusion in the CA2 area normalized stress-induced specific social avoidance in HFD-fed mice but
seemed to impair it in CD-fed mice. Altogether, this suggests the deleterious effect of HFD on
stress modulation of social preferences is mediated by overactivity and OT hypo-signaling in
hippocampal CA2 area.

MATERIAL AND METHODS

Animals and diets

C57BL/6J male and female mice, received at 3 weeks old (Janvier Labs, France) were used for
behavioral characterization and biochemical experiments. Experiments involving CA2 area
manipulations were conducted with a transgenic mouse line, Swiss/J-Cacng5-Cre male and
female mice, in which Cre recombinase expression is restricted to CA2 pyramidal neurons.
Cacng5-Cre female mice were kindly provided by Vivien Chevaleyre, Rebecca Piskorowski and
Tom McHugh (Boehringer et al., 2017 ; Loisy et al., 2022) and were bred in our animal facility
with wild-type C57BL/6J males. Experiments were performed on F1 individuals. Mice that were
homozygous for the Cacng5-Cre gene were used for chemogenetic or fiber photometry
experiments and their wild-type siblings were used for cannulae implantation and local oxytocin
injection.

All mice were group housed in cages enriched with paper houses, nesting material and small
wooden sticks, and had ad libitum access to a control diet (CD; 2.9 kcal/g; 8% lipids, 19% proteins,
73% carbohydrates mostly from starch; A04, SAFE) or a high fat and high sugar diet (HFD; 4.7
kcal/g; 45% lipids mostly saturated fat from lard, 20% proteins, 35% carbohydrates mainly from
sucrose; D12451, Research Diet). Diet exposure started at 3 weeks of age until death of the
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animals. Behavioral assays begun at 15 weeks of age, enabling 12 weeks of CD or HFD intake
before assessing the effect on behavior.

All animals were housed in temperature-controlled rooms (22 + 1°C) maintained under a 12-hr
light/dark cycle (lights on at 8:00 am, lights off at 8:00 pm). All animal care and experimental
procedures were in accordance with the INRAE Quality Reference System and with both French
(Directive 87/148, Ministére de I’Agriculture et de la Péche) and European legislations (Directive
86/609/EEC). Protocols were 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 CEEASO. Every effort was made to minimize suffering and reduce the
number of animals used. Animals were weighted regularly and fat mass was measured the day
before euthanasia by nuclear magnetic resonance (minispec LF90 II, Bruker, Wissembourg,
67166) and divided by body weight to express the percentage of fat content for each mouse
(Bakoyiannis et al., 2024). The day of sacrifice, after 4-5 h of fasting, blood glucose was measured
at a tail nick using a glucose monitor (Accu-Check, Roche).

Behavioral testing and analysis

Mice were submitted to tests assessing conspecific preference and social odor preference before
or one day after acute stressful procedures (footshocks or restraint). To ensure that different
social odor preference in HFD-fed mice was not due to olfactory impairments, social odor
detection and discrimination were assessed. Anxiety-like behavior was also evaluated before or
one day after stress induction. Effect of CA2 manipulation was also assessed on object
recognition memory. All tests were conducted under dim light (30-40 lux) in sound-attenuated
rooms. All behavioral tests except the elevated plus maze were analyzed through manual scoring
on Boris software (Friard et Gamba, 2016) by an experimentator blinded of the group origin.

Conspecific preference test

Social preference behavior was assessed in a modified social recognition memory test (Okuyama
et al., 2016; Rani et al., 2021). In the first session, mice were placed in a rectangular Plexiglas
arena (45 x 25 cm and 20 cm high) containing two empty pencil-wire cups positioned on opposite
sides and left free to explore for 10 min. Then, 24 h after this session, the subject mouse was
placed in the arena again and left free to explore for 10 min two mice placed under the wire cups.
One mouse (novel) never had contact with the subject and the other mouse (cagemate) was one
of the cagemates of the subject mouse. Each experimental mouse was subjected to the
procedure separately, and care was taken to remove any olfactory/taste cues by cleaning
carefully the arena and wire cups with 30% ethanol between trials. The positions of the stimuli
were counterbalanced across subjects and trials to prevent bias due to place preference. Novel
and cagemate stimulus mice were habituated to remain under the wire cups for 30 min the day
before behavioral testing. All sessions were performed between 1 and 6 p.m. The animals’
behavior was videotaped, and time spent actively exploring the stimuli was measured by
experienced observers unaware of the experimental groups. Exploration was defined as direct
snout-to-cup contact, and the time spent climbing on the cups was not considered. Data are
expressed as a percentage of time spent exploring each cup (cagemate versus novel during the
second session).

Social odor preference test

Mice were placed in a clean cage at least 30 minutes before the test begun. The testing arena
was a Y-maze in which perforated flasks were placed at the end of the left and right arm of the
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maze. The flasks randomly contained either soiled bedding from the own cage of the mice, or
soiled bedding from a cage containing same sex, same age unknown animals. Tested mice were
placed at the end of the empty arm and left free to explore during 5 minutes. They then returned
to the clean cage with their cagemates. Each experimental mouse was subjected to the
procedure separately, and care was taken to remove any olfactory cues by cleaning carefully the
arena and wire cups with water between trials. The positions of the stimuli were counterbalanced
across subjects and trials to prevent bias due to place preference. Stress influencing the results
of the test, mice were handled twice a day during 4 days before testing begun. The last day of
handling was performed in the testing room, and the cages were then left 1 hour in the testing
room. The following day, mice were habituated twice to the empty Y-maze during 2 minutes.
Testing begun the day after.

The animal’s behavior during all sessions was videotaped, and the time spent actively exploring
the stimuli was analyzed by experienced observers unaware of the experimental groups.
Exploration was defined as direct snout-to-flask cap contact, and the time spent climbing on the
flasks was not considered. Data are expressed as a percentage of time spent exploring each flask.

Social odor detection test

To assess normal social odor detection, the previously described test was adapted with one
perforated flask containing soiled bedding (either new or the homecage bedding of the tested
mice) and one flask containing clean bedding.

Social odor discrimination test using plethysmograph chamber

We tested for normal social odor discrimination with a modified habituation-dishabituation
paradigm. A plethysmograph chamber (Emka Technologies, Paris, France) was used to record
mouse respiratory activity during odor stimulation as described in (Soubeyre et al., 2023). Briefly,
pressure changes induced by mouse breathing were measured by a differential pressure sensor.
The respiratory signal collected from the plethysmograph was interfaced to a computer equipped
with AxoScope (Axon Instruments; sampling rate = 1 kHz). The day before the test, the mice were
habituated to the plethysmograph chamber (5min) and to stimulation with an empty glass cup
(5 stimulations over 5min). On the test day, mice were allowed to acclimate to the experimental
device during 5 minutes before starting the test. After recording breathing activity without
odorant stimulation (baseline), odorant stimulations were applied as follows: 3x clean bedding,
2x soiled homecage (or novel) bedding, 2x soiled novel (or homecage) bedding. The order of the
social odor stimuli presentations was counterbalanced to avoid potential biases. The recordings
were analyzed using custom Python routines. Inspiration and expiration phases were extracted
to calculate respiratory frequency.

Anxiety-like behaviour using elevated plus maze test

Mice were allowed to freely explore the plus-shaped acrylic maze sized 30 x 8 x 15 cm (closed
arms) and 30 x 8 cm (open arms) connected by a central part (8 x 8 cm) for 10 min. The maze is
elevated 120 cm above the floor. The animals’ position was automatically tracked during the test
by SMART system (Bioseb, Vitrolles, France), and results are depicted as a percentage of open
arm time over total time spent in both open and closed arms (with exclusion of time spent in the
central area). A decreased percentage of open arm time indicates higher anxiety.

Footshocks-induced acute stress

To induce acute stress, mice were given 2 mild footshocks (1sec, 0.3mA) over a 300 second
period. The procedure was performed in a fear conditioning cubicle (Imetronic, France) and
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videotaped to enable subsequent freezing time measurement. Each mouse was subjected to the
procedure separately, and care was taken to remove any olfactory cues by cleaning carefully the
cage and grid with 30% ethanol between trials. After the procedure, mice were placed in a group
clean cage to avoid transmission of stress to mice that had not yet underwent the footshock
procedure. Once all mice of one cage had gone through the procedure, they were transferred
back to their homecage.

Restraint stress

To test if other stressful procedures could alter conspecific and social odor preferences, we
submitted mice to a 1-hour restraint paradigm. Mice were placed in a 50 ml polyethylene Falcon
tube modified to provide ventilation and externalization of the animal’s tail. Mice were then
transferred back to their homecage.

Stereotaxic surgeries

Calcium sensor and optic fiber implantation

Mice analgesia was achieved with the subcutaneous injection of buprenorphine (Buprecare, 0.05
mg/kg s.c.) and carprofen (Carprox, 5 mg/kg s.c.). The animals were then anesthetized using
isoflurane (4% induction, 1.5% maintenance) and placed in a stereotaxic frame (David Kopf
Instruments) onto a heating pad. The scalp was shaved, cleaned, and locally anaesthetized with
a subcutaneous injection of lidocaine (Lurocaine, 0.1 ml).

For measures of calcium dynamics by fiber photometry, AAV5-hSyn1-dlox-jGCaMP8m(rev)-dlox-
WPRE-SV40p(A) viral vector solution (titer 8.0 x 10%2 vg/ml) was injected in Cacgn5-Cre mice for
Cre-dependent expression of GCaMP8m. Virus solution (0.2 ul) was unilaterally injected in the
CA2 area using a 10 pl Hamilton syringe and an ultra-micro pump (UMP3, World Precision
Instruments, USA) at a rate of 80 nl/mn at the following stereotaxic coordinates relative to
Bregma (in mm): AP =-1.5; ML = +/- 2.4; DV = -1.8. The syringe was left in place for 4 min before
being slowly removed. An optic fiber (RWD Fiber Optic Cannulae 0,5 NA, 400 um flat tip, L:3 mm)
was implanted just above the viral vector infusion site (DV = -1.7mm) and sealed with an opaque
dental cement. The skin incision was sutured and mice were placed on a heating pad until full
recovery from the anesthesia. Behavioral experiments started 4 weeks after the surgeries,
enabling optimal virus expression.

Chemogenetics

For chemogenetic experiments, AAV8-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry (titer 4.5 x 102 vg/ml) was
used in Cacgn5-Cre mice for Cre-dependent expression of hM4D(Gi) receptor and AAV8-hSyn-
DIO-mCherry virus (titer 1 x 1012 vg/ml) was used for Cre-dependent expression of mCherry. Virus
solution (0.4 pl) was injected in the CA2 area of both hemispheres as described above. The skin
incision was sutured and mice were placed on a heating pad until full recovery from the
anesthesia. Behavioral experiments started 4 weeks after the surgeries, enabling optimal virus
expression. To decrease the activity of CA2 pyramidal neurons during behavioural tests, mice
received an i.p. injection of the exogenous chemogenetic ligand Clozapine-N-oxyde (CNO, 2
mg/kg dissolved in 0.9% saline) 45 min before the test. Mice were habituated to the injections at
least twice before beginning of the tests. After behavior, mCherry expression in CA2 was verified
histologically.
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Cannulae implantation and oxytocin injection

Stainless steel guide cannulae (28-gauge, Plastics One) were implanted bilaterally 1mm above
the CA2 (AP -1.5 mm; ML £2.4 mm; DV -0.8 mm from Bregma). Guide cannulae were maintained
in position with dental cement and dummy cannulae were kept in each guide at all times except
during microinfusions. Mice were allowed at least 5 days to recover from surgery, during which
they were handled and weighed daily. The oxytocin (Sigma—Aldrich) was dissolved in saline (0.9%
NaCl) to obtain a final concentration of 10ng /0.2 pl. The vehicle solution was saline. Oxytocin or
saline was infused by inserting a 33-gauge internal cannula into the guide cannula. The internal
cannula was connected to a 1l glass syringe attached to an infusion pump (Harvard Apparatus)
and projected an additional 1 mm ventral to the tip of the guide cannula. A total volume of 0.2pl
was delivered bilaterally at a rate of 0.1 pl/min. The internal cannula remained in place for a
further 1 min after the infusions and was then removed. The concentration, rate and infusion
volumes were chosen based on previous literature (Ferguson et al., 2001; Lahoud & Maroun,
2013; Lukas et al., 2011).

Tissue collection and histology

All mice were sacrificed after behavioral testing. Animals were deeply anaesthetized with a mix
of pentobarbital and lidocaine (Exagon, 300 mg/ kg and Lurocaine, 30 mg/kg) before transcardiac
perfusion with phosphate-buffered saline solution followed by 4% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich) diluted in phosphate-buffered saline. Brains were collected and post-fixed in 4%
paraformaldehyde at 4°C, then stored at 4°C until slicing. 40 um coronal sections were cut on a
vibratome (Leica) and stored in cryoprotective solution (glycerol and ethylene glycol; Sigma-
Aldrich) at -20°C. Every sixth section was mounted on non-gelatin-coated slides with DAPI
fluoromount (Southern Biotech) and cover-slipped. The signal was visualized under a microscope
and each section was photographed (Nikon-ACT-1 software), enabling assessment of correct viral
expression and cannulae implantation.

In vivo fiber photometry recording of calcium activity during odor sampling and footshocks

Animals expressing GCaMP8m in CA2 pyramidal neurons were group-housed with ad libitum
access to food. Calcium activity in the CA2 area of these animals was recorded during the social
odor discrimination test described above. Animals’ sniffing behavior was recorded synchronously
with the fiber photometry recording, enabling for the alignment of behavioral data with recorded
calcium activity. During footshocks, animals were videotaped and the time of the shock was
manually scored using Boris software.

Fiber photometry and plethysmography data were acquired with Doric Neuroscience Studio
software (Doric Lenses) through a fiber photometry console controlling excitation lights and
receiving fluorescence signals and pressure changes in the plethysmograph. Fiber photometry
uses the same fiber to both excite and record from animal via an optical fiber patch cord (RWD
Optic Fiber 0,5 NA, 400 um flat tip, L:1 m). Blue excitation light (470 nm Doric Lenses LED) and
isosbestic light (405 nm Doric Lenses LED) passed through a filter cube (iFMC4; Doric Lenses).
Light intensity at the tip of the fiber was measured before every recording session and kept at 40
MW for isosbestic light and at 100 uW for blue excitation light. During recording, both light
stimulations were alternatively triggered at 10hz. Then fluorescence signals were collected
through a Fluorescence Detector Amplifier (DC x1, Doric Lenses). Signals were sampled at
12048.19 Hz. Fiber photometry signals were analyzed using a custom Python routine. Isosbestic
and calcium-dependent signals were deinterleaved and down-sampled at 10 Hz. The AF/F was
calculated for both signals, then the isosbestic (405nm) AF/F was subtracted from the 470 nm
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one to correct for artifacts. The denoised signal went through a butterworth lowpass filter (cutoff
1Hz, order 4) to remove high-frequency artifacts. Behavioural data were then aligned with
photometry data and peri-event time histograms (PETH) were plotted for footshocks and for
odor stimulations in the plethysmograph. The photometry signals were z-scored with the whole
trace as baseline to assess the strenght of the behaviour-triggered activity compared with the
whole activity. Variance of the whole trace was also assessed as a measure of variability of the
signal. Frequency and amplitude of the calcium transients were also assessed after the signal
went through a highpass butterworth filter (cutoff 0.005Hz, order 5) to remove very low
frequency variations.

Biochemical measurements

Tissue collection

Mice were divided into two groups: homecage or stress. Mice in the homecage group were left
unstressed until sacrificed. Mice in the stress group were submitted to footshocks, as previously
described, and sacrificed 60 minutes after stress. Glycemia was immediately assessed on
auricular blood samples, followed by plasma sampling via intracardiac blood collection and
centrifugation. Finally, brains were extracted and fast-froze in liquid isopentane at -70°C. Samples
were kept at -70°C until analyzed. The time delay between sacrifice and tissue freezing was less
than 20 minutes.

Cryo-cutting, RNA extraction, RNA quality control and cDNA synthesis

Frozen brains were first mounted on the cryostat stage (Thermo Shandon, France) set at -15°C,
then brains were sliced into 200um-thick slices and bilateral PVN, CA1, CA2 and DG punches were
collected on each slice and kept on carbon ice until storage at -70°C.

RNA from brain punches was extracted using Trizol Reagent™ (Thermofisher Scientific), then
extracted RNA underwent several cleaning cycles with ethanol before storage at -20°C. Purity
and concentration of total RNA were assessed by absorbance readings (Ratio A260/A230 and
A260/A280) using the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE). Then, RNA was reverse transcribed into cDNA using random primers and
Transcriptase inverse SuperScript IVTM (Fisher scientific).

Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)

Gene amplification was performed using an SYBR Green | Master kit (ref RR420L, TAKARA BIO
Europe, France) and appropriate custom primers (Table 1). Comparing the structural organization
of encoding genes across species (human, mouse and ruminants) and mRNA sequences at exon-
exon junctions, we identified highly conserved regions on which primer pairs were designed,
using Primer Express Software, version 2.0 (Applied Biosystems®). Primers were designed and
purchased from Eurofins Genomics (France). Amplification reactions were run in duplicate using
the LightCycler 480 system (Roche Diagnostics). First, primers accuracy was validated with a
standard curve of four serial dilution points of whole hippocampus cDNA pool (ranging from 1000
pg to 1 pg of total RNA reverse transcripts), and a no template control (NTC). Tm calling curves
were examined to verify the specificity of the amplified genes. To estimate CA1 and CA2
enrichment after punches, specific markers of the areas were quantified, using respectively Wfs1
(Luuk et al., 2008) and Rgs14 (Kohara et al., 2014). Three internal control genes, Actin, Gapdh
and Rpl19 were quantified for accurate normalization of data. Normalization to reference genes
and relative quantities determination were done using GenEx™MultiD software, as previously
described (Biyong et al., 2021).
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Oxytocin and corticosterone plasmatic concentration

Oxytocin ELISA kit (Enzo ADI-901-153A-0001) and corticosterone ImmunoAssay (Enzo ADI-900-
097) were respectively used to determine plasmatic OT and corticosterone, following
manufacturer’s instructions (Enzo Life Sciences, Plymoth meeting, PA, USA).

Statistical analysis

7 mice were excluded after histological control (1 CD and 6 HFD). Data were analyzed with Prism
Software (GraphPad). Kolmogorov-Smirnov test was used to ensure normality (parametric
distribution) and F or Spearman’s tests were used to ensure homoscedascity. When data
followed a parametric distribution, comparison between groups was realized using three-way
ANOVA (sex x diet x novelty; sex x diet x DREADD), two-way repeated-measures (RM) ANOVA
(diet x novelty x stress), two-way ANOVA (novelty x stress; diet x DREADD; diet x oxytocin) or
Student’s unpaired T-test depending on the number of compared groups. When the interaction
was significant, three- or two-way ANOVA was followed by Tukey’s post-hoc analysis and three-
or two-way RM ANOVA was followed by Bonferroni’s post-hoc analysis. Non-parametric Mann-
Whitney test was used when conditions of normality were not met. Moreover, for each group,
performances were compared against 50% exploration ratio (chance level) using one-sample t-
tests. Statistical significance was set to p<0.05. All values are reported as mean + SEM.

RESULTS

Stressful events change social preference in CD but not in HFD-fed animals

Naive mice, when confronted to a choice between a novel mouse or a familiar co-housed
littermate, e.g. cagemate, will normally be more interested in investigating the novel one (Moy
et al., 2004; Hitti & Siegelbaum, 2014). As stress is a strong modulator of social behaviours (Sandi
et Haller, 2015; Rogers-Carter et al., 2018; Rieger et al., 2022), we tested whether an acute stress
induced by mild footshocks could modify social preference between a cagemate and an unknown
conspecific (Fig.1a). Furthermore, to test whether a HFD exposure in adolescence could influence
the results, we exposed male and female mice to a HFD consisting of 45% kcal from saturated fat
for 12 weeks starting at weaning. This exposure to HFD induced significantly higher weight gain
and fat mass in both male and female mice (Suppl Fig.1, Table 2).

Both unstressed CD- and HFD-fed mice preferred investigating a novel mouse over a cagemate
but, when stressed, CD-fed mice did not display novelty preference anymore whereas HFD-fed
animals still did (one-sample t-test against 50%, p<0.0001 for all groups except CD stressed:
p=0.20; Fig.1b, Table 2). This yielded significant group differences in the percentage of time
investigating unknown conspecifics between stressed and unstressed CD-fed mice and between
CD and HFD-fed mice after stress (Fig.1b, Table 2). Interestingly, focusing on raw investigation
times, it appeared in CD-fed mice that stress triggered specific reduction in the time investigating
unknown conspecifics whereas the time investigating cagemates was left unchanged (Fig.1c,
Table 2). HFD-fed mice only displayed a general novelty effect and a slight general reduction in
exploration time after stress independently of the conspecifics (Fig.1c, Table 2). The data
obtained in females and males were similar and therefore pooled (no effect of sex, before or
after stress, p>0.1; Suppl Fig.2, Table 2).
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Figure 1: Stressful events change preference for conspecifics and social odors in CD but not in HFD-fed mice. a) Mice were
submitted to a social preference test between a cagemate and an unknown mouse, either unstressed or one day after
experiencing mild stress (two footshocks 0.3mA, 1s). b) Percentage of time spent exploring the novel mouse and the
cagemate over total investigation time. Both unstressed CD- (n=15) and HFD-fed mice (n=16) preferred investigating the
novel mouse over the cagemate (one sample t-test, ####: p<0.0001), with no group difference between the groups. One
day after experiencing a footshock, there was a significant difference between CD-fed mice (n=18), who showed no
preference, and HFD-fed mice (n=18) who kept their preference towards social novelty (one sample t-test, ###: p<0.001;
two-way ANOVA, **: p<0.01, ***p<0.001). c) Regarding raw time mice spent investigating conspecifics, stress impacts
specifically the attraction towards novel mice in CD-fed mice whereas there was simply a novelty effect in HFD-fed mice
(two-way RM ANOVA ***: p<0.001, ns: p>0.05). d) Stressed and unstressed mice were submitted to a social odor preference
test between soiled bedding, either coming from their own homecage or the cage of unknown mice. e) Percentage of time
spent exploring the novel bedding and the homecage bedding over total investigation time in stressed and unstressed mice.
Unstressed CD- (n=23) or HFD-fed mice (n=20) did not show any preference (whereas after stress, a strong preference to
investigate the homecage bedding emerged in CD-fed mice (n=25) but not in HFD-fed mice (n=25), with a difference between
the two groups (one sample t-test, ####: p<0.0001; unpaired t-test: **: p>0.01). f) Raw investigation times indicated that
stress induces specific avoidance of novel but not familiar social stimuli in CD-fed mice, whereas HFD-fed mice reduced their
investigation time after stress independently of social stimuli source (two-way RM ANOVA, **: p<0.01). Bars represent mean
+s.e.m. Detailed statistics are displayed in Table 2.

As mice rely mainly on olfactory cues for social interactions (Chen & Hong, 2018), we evaluated
whether a similar pattern occurred when social stimuli were solely composed of odors. We
submitted mice to a social odor preference test between bedding soiled with urine and feces
coming from either their own homecage or the cage of unknown mice of the same sex (Fig.1d).
Data were similar between females and males and were thus pooled (no sex effect before or
after stress, p>0.1; Suppl Fig.2, Table 2). Unstressed animals did not display any preference, but
a strong preference for the homecage bedding emerged one day after stress in CD-fed mice while
HFD-fed mice still displayed a lack of preference after stress (p>0.1 for all groups except CD
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stressed, p<0.0001; Fig.1e, Table 2). This yielded a significant difference in the percentage of time
investigating homecage bedding between CD and HFD-fed mice after stress (Fig.1le, Table 2). Raw
investigation times showed again that CD-fed mice developed a specific avoidance of unknown
social stimuli after stress, with significant interaction between stress and novelty, while HFD-fed
mice showed only a general stress effect (Fig.1f, Table 2).

Furthermore, odor preference for familiar bedding was also triggered by an acute restraint stress
only in CD-fed mice, with a significant difference between CD and HFD-fed mice (Suppl Fig.3,
Table 2). This demonstrated that this social adaptation to stress in control condition, impaired
after HFD exposure, was not restricted to footshock-induced stress.

HFD did not affect social odor perception or emotional response to stress

As HFD can induce olfactory deficits (Thiebaud et al., 2014 ; Lacroix et al., 2015), and emotional
dysregulation (Tsan et al., 2021) we investigated whether this lack of stress-induced modulation
of social preference in HFD-fed mice could be due to impairments in detecting or discriminating
social odors or to an absence of adapted emotional response to stress.

To test for sensory deficits, we submitted stressed and unstressed mice to a social odor
preference test between clean bedding and bedding soiled with urine and feces coming from
either unknown mice or homecage (Fig.2a). Both CD and HFD-fed mice investigated more the
soiled bedding (either novel or homecage) than the clean one in both unstressed and stressed
conditions, showing normal detection and attraction towards social odors (one-sample t-test
against 50%: p<0.0001 for each comparison; Fig.2b-c, Table 2). Looking at raw exploration times
analysis, we found that time investigating novel or clean bedding was reduced after stress
independently of diet (p<0.0001; Fig.2d,f, Table 2) whereas this was different for homecage
bedding with a reduction of exploration after stress in HFD- but not CD-fed mice (p<0.01; Fig.2e,
Table 2). As for discrimination between soiled beddings (Suppl Fig2), no difference was noted
between females and males in detection of social odors (Suppl Fig.4, Table 2).

We also assessed their ability to discriminate social odors by submitting stressed and unstressed
CD and HFD-fed mice to a modified habituation/dishabituation paradigm in a plethysmograph
chamber (Fig.2g). We recorded the respiratory frequency of the mice before and during
presentations of odors. We first presented clean bedding odor three times, then soiled homecage
and novel bedding twice. Both CD- and HFD-fed mice were able to habituate (decrease
respiratory frequency) and dishabituate (increase frequency) to the different odors in both
unstressed and stressed conditions (Fig.2h, Table 2), confirming intact social odor perception in
HFD-fed mice. Again, no difference was noted between females and males in discrimination of
social odors, both in CD-fed and HFD-fed mice (SupplFig.4, Table 2).

Figure 2: HFD does not affect social odor perception or emotional response to stress. a) Mice underwent a social odor
(either novel or homecage) detection test before or one day after experiencing a mild footshock. b-c) Percentage of time
spent exploring the novel social odor (b) or the homecage odor (c) over the clean bedding, before stress and after stress.
Both CD and HFD-fed mice spent more time investigating the social bedding, either novel or homecage, than the clean
bedding, both before and after stress (one sample t-test, ####: p<0.0001). d) Raw time spent investigating the novel bedding
before and after stress. Both CD and HFD-fed mice decreased the exploration of the novel bedding after stress, and the
exploration time of HFD-fed mice was higher (two-way ANOVA, ***: p<0.001, ****: p<0.0001) e) Raw time spent
investigating the homecage bedding before and after stress. While HFD-fed decreased their exploration time of homecage
bedding, CD-fed mice did not, yielding significant group differences (two-way ANOVA, **: p<0.01, ***: p<0.001). f) Both
CD- and HFD-fed mice decreased their investigation time of clean bedding after stress (two-way ANOVA, p<0.0001).
(continued on next page)
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Figure 2: (continued) g) Mice underwent a habituation-dishabituation paradigm in a plethysmograph chamber. Odors were
presented through a hole located in the walls and the respiratory frequency (RF) of the mice were recorded thanks to a
pressure captor. A constant vertical airflow allowed the odor to be quickly washed away once the odor hole was closed. h)
Mice were subsequently presented 3 times with clean bedding odor, twice with homecage bedding odors and twice with
novel bedding odors. The breathing responses of CD and HFD-fed mice are presented as a percentage of augmentation of
RF based on pre-stimulation RF: (RFstim — RFpre-stim) / RFpre-stim. Both CD and HFD-fed mice habituated to the clean and
social odors and could detect when a different social odor was presented, either before and after stress (two-way RM
ANOVA, **: p<0.01, ****: p<0.0001). i) Mice were tested in an elevated plus maze (EPM) either unstressed or one day after
a mild footshock. j-k) CD- and HFD-fed mice had similar anxiety-like responses to the footshock, as showed by j) a decreased
travelled distance and k) a decreased percentage of time spent in the open arm (two-way ANOVA, **: p<0.01, ****:
p<0.0001). I) Plasmatic corticosterone (CORT) and cFos mRNA in the PVN were quantified in unstressed mice or 60 minutes
after a footshock. m,n) Both CD- and HFD-fed mice showed after stress a drastic elevation of plasmatic corticosterone after
stress (m), with a higher CORT level in HFD-fed mice and of cFos mRNA in the PVN (two-way ANOVA, *: p<0.05, ***:
p<0.001). Bars represent mean * s.e.m. Detailed statistics are displayed in Table 2
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Finally, we evaluated whether HFD could block or attenuate emotional response to stress,
evaluated through behavioral and physiological parameters such as anxiety-like behaviors,
circulating levels of stress hormone corticosterone and brain activation (for review: McEwen,
2007). Anxiety like behaviors was assessed using the elevated plus maze test (Fig.2i). One day
after stress, both CD- and HFD-fed mice drastically reduced their locomotion and the percentage
of time they spent in the open arm, showing similar emotional responses (Fig.2j-k, Table 2).
Plasmatic corticosterone levels were also enhanced after stress in both groups with even a higher
corticosterone level in stressed HFD- than stressed CD-fed mice (Fig.2I-m, Table 2). No particular
changes of glucocorticoid or mineralocorticoid receptors expression were evidenced after stress
in the hippocampus (Suppl Fig.7f, Table 2). Looking at brain activity (through cFos expression),
we also found that stress enhanced activity in the hippocampus and even more in the
paraventricular nucleus (PVN) of both CD and HFD groups (Fig 2n, Suppl Fig.7d, Table 2). Our
results clearly indicate that the altered stress modulation of social preference in HFD-fed mice
was not due to either social odor perceptual deficits or an absence of emotional response to
stress.

HFD modifies CA2 pyramidal activity at baseline, during footshocks and social odors

Previous experiments showed that a HFD consumption during adolescence induced hippocampal
hyperactivity (Biyong et al., 2021; Bakoyiannis et al., 2024; N'Diaye et al., 2024), even in CA2
(Muller, Fermigier et al., submitted), linked with hippocampal-dependent memory deficits
including social memory (Bakoyiannis et al., 2024; Muller, Fermigier et al., submitted; Naneix et
al., 2021 ; N'Diaye et al., 2024). According to the important role of CA2 in social information
processing (Hitti & Siegelbaum, 2014), we examined the potential hippocampal abnormalities
that could cause the observed behavioral differences, focusing on the CA2 area. For this purpose,
we recorded the calcium activity of CA2 pyramidal neurons at baseline, during stress and during
social odor presentations using fiber-photometry, thanks to the use of Cacgn5-Cre mice injected
with a Cre-dependent GCaMP8m in the hippocampus enabling a restricted expression of the
calcium sensor in CA2 pyramidal neurons (Fig.3a-b).

Figure 3: (on following page) Calcium activity in the CA2 area of HFD-fed mice is different at baseline and during stress
and social odors sampling. a) Cacng5-Cre mice were injected a virus bearing the Cre-dependent calcium sensor GcaMP8m
in the CA2 area. b) Coronal section showing restricted expression of the GCaMP8m in CA2 pyramidal neurons and fiber track
ending just above. c) Activity of CA2 pyramidal neurons was recorded during social odor presentations in a plethysmograph
chamber and when animals underwent two mild footshocks (0.3mA, 1s, 13s interval). d) Sample traces showing pressure
change in the plethysmograph chamber (up) and fiber-photometry recordings of a CD- and a HFD-fed mouse (down).
Animals were subsequently presented with clean bedding (x3), novel bedding (x2) and homecage bedding (x2). Opening the
valve between the odor-containing flask and the plethysmograph triggers a pressure decrease enabling us to see when the
odor presentations occurred. Sniffing events corresponding to elevated respiratory frequency and amplitude were manually
scored. Fiber photometry recordings illustrate the higher variability in HFD-fed mice signal. e) Peri-event time histogram
showing pyramidal CA2 z-scored AF/F during clean (left), novel (middle) and homecage (right) bedding odor presentation.
f) Variance of the whole traces after lowpass filtering was higher in HFD- (n=11) than in CD-fed (n=5) mice (Mann-Whitney
test, p=0.055). g) Calcium transients’ frequency was similar between CD- and HFD-fed mice (unpaired t-test, p>0.05), but
mean calcium transients amplitude was higher in HFD-fed mice (Mann-Whitney test, p=0.052). h) Mean and maximum z-
scored AF/F were computed both in the 30s preceding the odor presentations and during the 30s the odors were presented.
Both CD- and HFD-fed mice showed an elevation of the maximum z-scored AF/F during odor presentation, but lower in HFD-
fed mice (two-way RM ANOVA, ** p<0.01). i) Peri-event time histogram showing pyramidal CA2 z-scored AF/F during
shocks. j) Mean (left) and max (right) z-scored AF/F, during the 10s preceding the first shock and the 10s following the last
shock. Mean and max z-scored AF/F were higher after the shock than before for CD-fed mice, but not HFD-fed mice (two-
way RM ANOVA, *: p<0.05, ***: p<0.001). Bars represent mean * s.e.m. Detailed statistics are displayed in Table 2.
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We recorded the activity of CA2 neurons during the presentation of odors in a plethysmograph
and during a footshock (Fig.3c). As shown in Figure 3d, odor presentation was aligned with fiber
photometry traces. Peri-event time histograms show an elevation of z-scored AF/F during social
odor sampling in both CD- and HFD-fed mice (Fig.3e). However, a higher variability was observed
in baseline calcium activity of HFD-fed mice’s neurons, as shown by higher variance and
amplitude of calcium transients despite equal frequency (Fig 3f-g, Table 2). As a result, the
difference between maximum z-scored AF/F before and during odor presentation (Amax) was
overall lower in HFD-fed mice than in CD-fed mice (Fig.3h, Table 2). This seems to indicate a lower
specific activation of the CA2 area during odor sampling compared to baseline activity. Similarly,
a mild footshock (Fig.3c), triggered elevation of normalized activity in CD- but not HFD-fed mice,
as shown by mean and maximum z-scored AF/F before and after shock (Fig.3j, Table 2). These
findings are consistent with a higher overall activity in HFD-fed mice leading to a lower signal-to-
noise ratio in the CA2 area.

Chemogenetic CA2 manipulation restored social adaptation after stress in HFD-fed mice

Fiber photometry data suggest that a higher overall activity of the CA2 area could be the cause
of the behavioral disfunction after stress witnessed in HFD-fed mice. This concurs with previous
findings showing that HFD-fed mice exhibit more activation in the hippocampus after training
than CD-fed mice (Bakoyiannis et al., 2024; Biyong et al., 2021; N'Diaye et al., 2024), and that
chemogenetic silencing of the hippocampus during training can reverse spatial and relational
HFD-induced memory deficits (Bakoyiannis et al., 2024; Naneix et al., 2021; N'Diaye et al., 2024).
More recently, we were able to reverse HFD-induced social recognition memory deficits by
specific chemogenetic inhibition of the CA2 area in unstressed HFD-fed mice (Muller, Fermigier
et al., submitted). Following this, we wondered whether decreasing activity of the CA2 area could
reestablish a normal stress-induced modulation of social preferences in HFD-fed mice.

We thus injected a virus bearing a Cre-dependent inhibitory designer receptor exclusively
activated by designer drugs (Gi DREADD; Roth, 2016; Fig.4a) in the dorsal hippocampus of
Cacng5-Cre mice, expressing Cre-recombinase specifically in CA2 pyramidal neurons (Boehringer
etal.,, 2017; Fig.4b). Few weeks later we injected its ligand, clozapine-N-oxide (CNO, 2 mg/kg, i.p.)
to inhibit specifically CA2 pyramidal neurons 45 minutes before the conspecific preference test
or the social odor preference test in stressed mice (Fig.4c-d). No difference between females and
males was detected during the conspecific preference test or the social odor preference test
(Suppl Fig.6, Table 2) so the results were pooled.
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Figure 4: Chemogenetic CA2 manipulation restores normal stress modulation of social preferences in HFD-fed mice. a)
Cacng5-Cre mice were injected a virus bearing a Cre-dependent inhibitory DREADD (hM4D-Gi) in the CA2 area. b) A coronal
section of a Cacng5-Cre mouse brain shows restricted expression of the mCherry reporter in CA2 pyramidal neurons. c-d)
Mice underwent the social preference test (c) and the social odor preference test (d) one day after a mild footshock. The
DREADD ligand, clozapine-N-oxide (CNO, 2mg/kg), was injected intraperitoneally 45 minutes before the test to decrease
the activity of CA2 pyramidal neurons. e) Results of the social preference test after stress, expressed as percentage of total
investigation time (left) and raw investigation time (right). As expected, in mCherry-expressing mice (CA2 mCh), CD-fed
(n=13) had no preference for the novel mouse after stress whereas HFD-fed mice (n=10) preferred investigating the novel
mouse, showing a deficit in stress modulation of social preferences. Reducing CA2 pyramidal activity during the test restored
a normal phenotype in HFD-fed mice (CA2 Gi, n=8) but altered the behavior of CD-fed (n=10) mice (one sample t-test, ####:
p<0.0001; two-way ANOVA: *: p<0.05, **: p<0.01, ****: p<0.0001). Raw investigation times indicated a significant
difference between cagemate and novel mouse in mCherry HFD-fed mice (three-way RM ANOVA, ****: p<0.0001). f) Results
of the social odor preference test after stress, expressed as percentage of total investigation time (left) and raw investigation
time (right). As expected, CD-fed mCherry-expressing mice (n=21) had a clear preference for the novel mouse after stress,
but mCherry HFD-fed mice (n=31) had no preference (one sample t-test, ####: p<0.0001). Reducing CA2 pyramidal activity
during the test restored a preference for their homecage odor in HFD-fed mice (n=29) but abolished it in CD-fed (n=17) mice
(one sample t-test, ###: p<0.001, ####: p<0.0001; two-way ANOVA, *: p<0.05, **: p<0.01). Raw investigation times
indicated a significant difference between homecage and novel bedding in mCherry CD-fed mice and CA2 Gi HFD-fed mice
(three-way ANOVA, **: p<0.01, ***: p<0.001). Bars represent mean * s.e.m. Detailed statistics are displayed in Table 2.
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As expected, after stress, mCherry CD-fed mice did not prefer the novel mouse over the
cagemate whereas mCherry HFD-fed mice did (one-sample t-test: p=0.34 and p<0.0001,
respectively; Fig.4e, Table 2). Chemogenetic CA2 inhibition reversed the attraction towards a
novel mouse in HFD-fed mice, showing a similar phenotype as the mCherry CD-fed mice after
stress (p=0.23), whereas CA2 silencing in CD-fed mice tended to reinstate attraction for the novel
mouse (p=0.063; Fig.4e, Table 2). Group comparisons revealed a significant DREADD x diet
interaction with differences between mCherry HFD-fed mice and both mCherry CD-fed mice and
HFD-fed mice expressing Gi (p<0.01; Fig.4e, Table 2). Of note, Gi CD-fed mice showed higher
preference for the novel mouse than mCherry CD-fed mice (p<0.05; Fig.4e, Table 2).

Regarding the social odor preference test performed one day after stress, as expected, mCherry
CD-fed mice preferred the homecage bedding over the novel one whereas HFD-fed mice did not
(p<0.0001 and p=0.60, respectively; Fig.4f, Table 2). An attraction towards the soiled homecage
bedding arose in HFD-fed mice treated with Gi (p=0.0003) whereas inhibiting the CA2 area in CD-
fed mice during the tests abolished social odor preference (p=0.87; Fig.4f, Table 2). Group
comparisons revealed a significant DREADD x diet interaction with differences between mCherry
CD-fed mice and both Gi CD and mCherry HFD groups and most importantly between mCherry
and Gi HFD groups (p<0.05; Fig.4f, Table 2). Our results indicate that decreasing CA2 activity
reestablishes a normal stress-induced social novelty avoidance in HFD-fed mice but impairs it in
CD-fed mice.

CA2 oxytocin infusion restored social odor preference after stress in HFD-fed mice

We then wondered which neuromodulatory system important for CA2 function could be involved
in the effect of HFD on social adaptation after stress. We focused on the prosocial neuropeptide
oxytocin (OT) as oxytocinergic projections from the paraventricular nucleus (PVN) to the
hippocampus are concentrated into CA2 area and OT receptors are highly expressed in CA2
(Mitre et al.,, 2016; Raam et al., 2017). Moreover, OT signaling in CA2 regulates synaptic
transmission and plasticity (Lin et al., 2018; Pagani et al., 2015; Tirko et al., 2018) as well as social
recognition (Lin et al., 2018; Raam et al., 2017; Tsai et al., 2022). Interestingly, HFD intake
decreases circulating oxytocin (Zhang et Cai, 2011) and OT signaling in the hippocampus (Khazen
etal., 2023 ; Hayashi et al., 2020) and systemic or hippocampal OT reverses HFD-induced memory
deficits in unstressed rodents (Hayashi et al., 2020; Khazen et al., 2023; Muller, Fermigier et al.,
submitted). The OT system has been also linked to stress (Maroun et Wagner, 2016 ; Matsushita
et al., 2019), as OT neurons from the PVN are higly activated by stressors (Zhan et al., 2024), and
OT is a strong regulator of the interaction between emotion and social function (Duque-Wilckens
et al., 2018 ; Ferretti et al., 2019 ; Williams et al., 2020 ; Wu et al., 2021).

We thus evaluated the integrity of the OT system in HFD- and CD-fed mice at baseline and after
stress (Fig.5a). Circulating OT was significantly lower in HFD groups independently of the
emotional state (Fig.5b, Table 2), in line with the existing literature (Zhang et Cai, 2011). In the
CA2 area, confirmed thanks to specific CA2 markers (Suppl Fig7a-c), OT receptors expression was
higher in HFD-fed mice independently of stress (Fig.5c, Table 2), while it was not affected in other
part of the hippocampus or the PVN (Suppl Fig.7e, Table 2). In the PVN, the main source of OT
projection to CA2, OT expression was enhanced after stress in CD-fed mice, but not in HFD-fed
mice, yielding a close to significant difference between CD- and HFD-fed mice after stress
(p=0.059; Fig.5d, Table 2). Increase of OT expression in the PVN being a basis for stress
modulation of social function (Zhan et al., 2024), its absence in HFD-fed mice could therefore
participate in their deficits in stress modulation of social preferences. We thus explored whether
OT manipulation in the CA2 area could reverse these deficits.
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Figure 5: HFD disturbes oxytocinergic system in basal and stressful conditions and CA2 infusion of oxytocin restores social
odor preference after stress in HFD-fed mice. a) Plasma and brain samples were collected in unstressed or stressed mice,
60 minutes after experiencing two mild footshocks (0.3mA, 1s). b-d) Plasmatic OT (b), OT receptors (OTR) gene expression
in the CA2 area (c), OT gene expression in the PVN (d) were measured. HFD-fed mice showed lower plasmatic OT than CD-
fed mice (b) and higher OTR gene expression in CA2 (c), independently of stress (two-way ANOVA, *: p<0.05, **: p<0.01).
However, stress inversely influenced OT gene expression in the PVN (d) for CD- and HFD-diet fed mice, with a trend toward
a higher OT expression after stress in CD-fed mice (two-way ANOVA, p=0.059). e) Wild-type Cacgn5-Cre mice were
implanted with canulae above the CA2 area and injected with 10ng of OT in 0.2ul of vehicle. f) Coronal section showing the
implantation of the canula above the CA2 area. g) Mice experienced mild footshocks (0.3mA, 1s, x2) were injected the day
after with 10ng of OT 10min before the social odor preference test. h) Results of the social odor preference test after stress,
expressed as percentage of total investigation time (up) and raw investigation time (down). As expected in animals injected
with vehicle, CD-fed mice (n=8) showed a significant preference for the homecage odor but HFD-fed mice (n=9) did not. OT
injection restored a preference for homecage odor in HFD-fed mice (n=9) but abolished it in CD-fed (n=7) mice (one sample
t-test, #: p<0.05, ####: p<0.0001; two-way ANOVA, *: p<0.05, ****: p<0.0001). Raw investigation times indicated a
difference between homecage and novel bedding in HFD-fed mice injected with OT and CD-fed mice injected with vehicle
(three-way ANOVA, p= 0.082, ****: p<0.0001). Bars represent mean + s.e.m. Detailed statistics are displayed in Table 2.
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One day after stress, vehicle or OT was injected into the CA2 area before the social odor
preference test (Fig.5e-g). As expected, vehicle-infused CD-fed mice, but not vehicle-infused HFD-
fed mice, showed a preference for homecage bedding after stress (p=0.023 and p=0.61,
respectively; Fig.5g, Table 2). In contrast, infusion into CA2 of 10 ng of OT in HFD mice reinstated
the preference for the homecage bedding whereas it disrupted it in CD-fed mice (p<0.0001 and
p=0.71, respectively; Fig.5g, Table 2). The two-way ANOVA yielded significant diet x OT
interaction with difference between vehicle-infused HFD group and both vehicle-infused CD and
OT-infused HFD groups (p<0.05; Fig.5h, Table 2). Our results indicate that stimulating OT signaling
in CA2 reestablishes a normal stress-induced social novelty avoidance in HFD-fed mice.

DISCUSSION

Stress induces social novelty avoidance that is prevented by periadolescent HFD

A large body of work, extensively reviewed in (Sandi et Haller, 2015), has shown that stressful
events (either social or non-social) can drastically reduce the eagerness of mice to interact with
conspecifics (Qi et al., 2018 ; Rosenhauer et al., 2019 ; Li et al., 2023 ; Osakada et al., 2024).
However, as withdrawing from one’s familiar support system is evidently not an ideal way to face
challenging situations, this stress-induced social avoidance is likely to be modulated by the
degree to which conspecifics are known. Some human studies indeed demonstrated increased
motivation in former victims to help others, particularly ingroup members (Staub et Vollhardt,
2008 ; Vollhardt et Staub, 2011), and increased ingroup sharing in times of war (Gneezy et Fessler,
2012), but in rodents very few studies addressed this question. Some however demonstrated
impaired social memory after acute or chronic stress, in testing paradigms relying on mice’s
natural eagerness to interact with new conspecifics over familiar ones (i.e. social neophilia)
(Lukas et al., 2010 ; Wang et al., 2020 ; Raghuraman et al., 2023 ; Zhan et al., 2024). Most of these
studies interpreted this impairment as a memory problem, but others pointed out that it could
be simply explained by a stress-induced social neophobia that, on the exact contrary to social
neophilia, would compel animal to avoid unknown conspecifics (Bagosi et al., 2017 ; Bagosi et al.,
2023). This idea is consolidated by the fact that, in some paradigms not relying on simple social
neophilia (through hierarchical connections), stress enhanced rather than deteriorated social
memory retention (Cordero et Sandi, 2007 ; Timmer et al., 2011).

Using paradigms comprising no memory-encoding phase, ours is to our knowledge the first study
to formally address this question and to show that non-social stress, even acute and relatively
mild, can induce social neophobia. We first showed that, if CD-fed mice displayed before stress
a systematic preference for a novel conspecific over a cagemate, this was drastically changed
after stress with a clear decrease of the investigation time towards the unknown mouse whereas
time investigating the cagemate was left unchanged (Fig.1a-c). We replicated this finding with
solely social odors, showing that unstressed CD-fed mice did not display any preference but that
a preference for homecage bedding arose after stress due to reduced investigation time of the
unknown bedding (Fig.1d-f, Fig.2d-f). The replication of this phenotype with social odors
overcomes potential biases linked to aggressive behavior and demonstrates that stress-induced
social avoidance depends on social familiarity rather than on disturbed perception of threats
from conspecifics.

We also found that 12 weeks of exposure to HFD from weaning to adulthood, e.g. during the
periadolescent period, impaired the ability of the mice to modify their social preferences after
an acute stress, thus providing new and exciting perspective on this topic (Fig.1). Indeed, HFD-
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fed mice did not display selective avoidance towards unknown social targets but rather a
generalized avoidance (Fig.1c,f, Fig.2d-f), decreasing their investigation time regardless of the
familiarity of the social target.

Lack of stress-induced social neophobia in HFD-fed mice is not due to sensory or emotional
impairments

As social function in rodents is highly dependent on olfactory function, and as HFD can disrupt
the olfactory sensory system (Thiebaud et al., 2014 ; Lacroix et al., 2015), we carefully assessed
the social olfactory performances of HFD-fed mice. Using two different paradigms, we showed
that HFD-fed mice displayed normal detection of social odors (Fig.2a-c) and could perfectly
discriminate between their own homecage odor and unknown social odors (Fig.2g-h) as
previously shown (Lietzau et al., 2020). Moreover previous publications showed that despite
impaired non-social odors discrimination (Takase et al., 2016 ; Hayashi et al., 2020), HFD-fed mice
conserved detection and higher interest towards social odors, mirroring the well-documented
intact (and sometimes enhanced (Takase et al., 2016)) sociability of HFD-fed mice (Yaseen et al.,
2019 ; Reichelt et al., 2019 ; Hayashi et al., 2020 ; Ribeiro et al., 2023).

As some studies reported emotional dysregulation in HFD-fed mice, we also controlled that our
HFD-fed mice responded to stress as CD mice. Measurements of circulating glucocorticoids and
cellular activation in the hippocampus and PVN did show a typical stress response to footshocks
in both CD and HFD mice (even increased in the case of corticosterone in HFD mice) (Fig.2l-n; Sup
Fig.7c)). Behaviorally, CD and HFD animals also showed similar increase in anxiety-like behaviors
the day after experiencing the footshocks (Fig.2i-k), extending previous findings showing that
HFD intake does not modulate anxiety-like behavior when it is started during the juvenile period
(Boitard et al., 2015 ; Tsan et al., 2022 ; Bakoyiannis et al., 2024). Altogether this suggests that
HFD-induced impairments of social responses after stress are not rooted in social perception
deficits or impaired emotional response to stress per se.

HFD-induced dorsal CA2 hyperactivity is linked with lack of stress-induced social neophobia

Our team showed over the past years that a periadolescent HFD could impair hippocampal
function and memory that depends on it. More recently, we showed that 12 weeks of
periadolescent HFD could trigger social recognition memory deficits linked to pyramidal
hyperactivity in the dorsal CA2 area (Muller, Fermigier et al., submitted). This led us to
hypothesize that HFD-induced impairments in stress-induced social neophobia could also stem
from hippocampal CA2 hyperactivity. Fiber photometry recordings of pyramidal CA2 activity
indeed displayed increased mean transients’ amplitude and variance at baseline in HFD-fed mice
(Fig.3f-g). These recordings also showed decreased normalized activity during footshocks (Fig.3i-
j) and social odor sampling in HFD-fed mice (Fig.3h), strongly suggesting that the increased basal
activity in HFD-fed mice leads to a lower signal-to-noise ratio in CA2 pyramidal activity. This
resonates with our previous in vitro electrophysiological findings, showing increased CA2
pyramidal activity in response to CA3 or lateral entorhinal cortex (LEC) stimulation (Muller,
Fermigier et al., submitted). This increased feedforward excitation is indeed likely to trigger the
aberrant basal activity in HFD-fed mice, especially from CA3 as the CA3-CA2 synapse is usually
very silent due to high feedforward inhibition. This increased noise is thought to interfere with
the signal processing of social information coming from other afferences (mainly the LEC and the
suprammamilary nucleus of the hypothalamus, both conveying social sensory information (Chen
et al., 2020 ; Lopez-Rojas et al., 2022)).
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Supporting this hypothesis, a chemogenetic decrease of CA2 pyramidal activity was sufficient to
reverse stress-induced social neophobia deficits in HFD-fed mice (Fig.4c-f). As this chemogenetic
manipulation was previously shown to induce hyperpolarization of CA2 pyramidal neurons (Leroy
et al.,, 2017 ; Meira et al., 2018), we therefore postulate that the decrease of CA2 pyramidal
activity was sufficient to prevent higher CA3 inputs to trigger action potentials in HFD-fed mice,
thus reestablishing a normal basal activity in CA2 allowing better signal processing during social
stimulation. Of important note, the blockade of novel mouse preference over cagemate after
chemogenetic inhibition of CA2 pyramidal neurons in HFD-fed mice after stress was not simply
due to social agnosia, as we previously showed that this same manipulation does not impair such
preference of a novel conspecific in HFD-fed mice before stress (Muller, Fermigier et al.,
submitted). This suggests that stress conveys information to CA2 trigering social neophilia
adaptation. Similarly, chemogenetically inhibiting these neurons in CD-fed mice led to an
impairment of these behaviours (Fig.4c-f), validating that stress-induced social neophobia
requires a finely tuned activity of CA2 pyramidal neurons. Interestingly, our results support the
idea that CA2 enables specific modification of novel social signals’ valence after stress and that
CA2 dysfunction will induce generalized avoidance of novel and familiar social targets. This is in
line with a recent publication indicating that CA2 is necessary for specific assignment of valence
between danger-predicting and non-danger-predicting conspecifics, by showing that inactivation
of the CA2 region during social fear conditioning leads to generalize social threat to all
conspecifics (Kassraian et al., 2023).

Hypoactivity of the oxytocinergic system is involved in HFD-induced social deficits

We finally focused on the ocytocinergic system. This system is highly susceptible of linking HFD
consumption and disrupted stress-induced social neophobia, as it is strongly activated by stress
(Engelmann et al.,, 1999 ; Zhan et al.,, 2024), has been implicated in stress-induced social
avoidance (Litvin et al., 2011 ; Williams et al., 2020 ; Zhan et al., 2024 ; Grieb et al., 2024) and is
altered by diet-induced obesity (Zhang et Cai, 2011 ; Hayashi et al., 2020 ; Khazen et al., 2023).

We first showed that HFD-fed mice had an elevated OTR gene expression in the dorsal CA2 area
(Fig.5¢) but a reduction in the dCA1 area (Sup Fig.7e) (resonating with previous findings showing
a decreased general OTR expression in the hippocampus of HFD-fed mice (Hayashi et al., 2020)).
We also showed, in line with existing literature, a decreased plasmatic OT in HFD-fed mice
(Fig.5b) (Hayashi et al., 2020 ; Khazen et al., 2023). In addition, stress increased OT expression in
the PVN of CD- but not HFD-fed mice (Fig.5d). The CA2 receiving dense OT afferences from the
PVN (Cui et al., 2013 ; Althammer et al., 2022 ; Tsai et al., 2022) and OT release from the PVN
being potentially responsible for stress-induced social neophobia (Litvin et al., 2011 ; Williams et
al., 2020 ; Zhan et al., 2024 ; Grieb et al., 2024), we wondered whether this lack of OT expression
in the PVN could be responsible for impairments of stress-induced social neophobia in HFD-fed
mice. Injecting OT in the dorsal CA2 area was indeed sufficient to reestablish normal stress-
induced social odor neophobia in HFD-fed mice. However, our modulatory approach on area CA2
was performed during the social preference tests and not during the stressful event. The fact that
a normal phenotype can be restored in HFD-fed mice by modulating CA2 activity during testing
suggests that the plastic modifications of the network enabling social neophobia are normally
established during stress but are not expressed during testing. This also indicates that during
testing, CA2 modulates the negative valence of social signals after stress based on familiarity,
explaining why a normal phenotype could be reinstated in HFD-fed mice or impaired in CD-fed
mice with OT modulation of CA2 during testing. Interestingly, the impairing effect of OT infusion
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in the CA2 area of CD-fed mice adds to previous reports indicating that an extra-physiological OT
action can disturb social behaviors (Popik et Vetulani, 1991 ; Popik et al., 1992 ; Zhan et al., 2024).

Since OT is known to increase neuronal excitability of CA2 PNs (for review: Lin et Hsu, 2018), this
could seem contradictory to the fact that social deficits of HFD-fed animals could be restored by
both inhibition of CA2 NPs and local CA2 infusion of OT. However, in addition to its role on PN
excitability, OT also highly regulates CA2 synaptic plasticity (Tirko et al., 2018). Interestingly, we
recently showed that this synaptic plasticity is disrupted in HFD-fed mice and restored by high
dose of OT (Muller, Fermigier et al., submitted). We therefore postulate that OT action on
synaptic plasticity could bypass its potential effect on excitability and trigger the beneficial effect
of OT on social response. It is thus very likely that upon experiencing stress, high OT release
reorganizes the activity of CA2 to facilitate subsequent modulation of stress-induced social
avoidance. This is supported by the fact that HFD-fed mice showed lower specific CA2 pyramidal
activity upon receiving the footshock than CD-fed mice (Fig.3j). Modulating CA2 area activity
during stress and monitoring OT release (with a specific fluorescent sensor (Ino et al., 2022))
during and after stress would enable us to further address this question.

Role of the CA2 area and its network in the interplay between stress and social function

Based on our results, we hypothesize that stress signals (mediated mainly by OT and
glucocorticoids) induce a remodeling of connexions in the network responsible for social
investigation, with a central role of area CA2, and that this remodeling is responsible for specific
avoidance of unknown social signals after stress. This resonates with a recent study that showed
social defeat stress modulates the activity of the CA2 region and its projections onto ventral
hippocampus and then onto cortico-limbic regions, in particular frontal areas (Radzicki et al.,
2024). A recent study also showed that social trauma occludes social reward via activation of a
subpopulation of neurons in the lateral septum (Li et al., 2023), a region receiving dense
innervation from the dorsal CA2 (Leroy et al., 2018). Interestingly, the lateral septum is linked
with the ventro-medial hypothalamus (Leroy et al., 2018), another region highly related to stress-
induced modulation of social behavior (Silva et al., 2013). Future experiments will focus on the
implication of these different pathways in stress-induced social neophobia and its impairment in
HFD-fed mice.

CONCLUSION

Our study unveils that the widely studied stress-induced social avoidance can be modulated by
familiarity with conspecifics. Furthermore, to our knowledge, this is the first study to show
specific stress-induced avoidance towards unknown social odors (and not conspecifics),
demonstrating that this behaviour is rooted in social attractiveness/avoidance rather than a
disturbed perception of threats from conspecifics. Furthermore, we showed that this ability was
deteriorated in mice fed a HFD throughout adolescence, most probably because of a higher basal
pyramidal activity in the CA2 area and oxytocinergic hyposignaling. The investigation of these
disturbances in our model of juvenile obesity puts in light the necessity of finely tuned pyramidal
and oxytocinergic activity in the CA2 area for this behaviour to unfold. We thus unveiled an
important and previously unknown role of area CA2: the modulation of stress-induced social
avoidance by familiarity.
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Supplementary Figure 1: Time course of experiments and effect of HFD on weight gain and metabolic parameters. a-d)
Time course of procedures performed on mice for a) behavioural characterization and blood and tissue sampling, b)
chemogenetic and fiber photometry experiments and c) oxytocin infusions experiments. Figures indicate the number of days
elapsed since birth. d-f) Twelve weeks of HFD intake starting at weaning (post-natal day 21) increased d) body weight ( CD
males: n=44, HFD males: n=44; CD females: n=45, HFD females: n=40; two-way ANOVA, **: p<0.01, ***: p<0.001), e) fat

mass (CD males: n=9, HFD males: n=19; unpaired Mann-Whitney
unpaired t-test ****: p<0.0001) and f) glycemia (CD males n=20,
statistics are displayed in Table 2.
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Supplementary Figure 2: Similar stress effect on avoidance of novel conspecifics and novel social odors in males and
females. a) Mice were submitted to a social preference test between a cagemate or an unknown mouse, either unstressed
or one day after experiencing two mild stress-inducing footshocks (0.3mA, 1s). b) Percentage of time spent exploring the
novel mouse and the cagemate over total investigation time. Both unstressed females (CD: n=7, HFD: n=8) and males (CD:
n=8 and HFD: n=8) preferred investigating the novel mouse over the cagemate with no effect of sex (one sample t test, **:
p<0.01 ****: p<0.0001). One day after stress, CD-fed mice (females n=10, males n=8) showed no preference whereas HFD-
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**: p<0.01 ****: p<0.0001), with no sex effect (three-way ANOVA). c) Stressed and unstressed mice were submitted to a
social odor preference test between soiled bedding, coming from their own homecage or the cage of unknown mice. d)
Percentage of time spent exploring the novel bedding and the homecage bedding over total investigation time in stressed
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preference (one sample t test, p>0.05). After stress, a strong preference to investigate the homecage bedding emerged in
CD-fed mice (females n=10, males n=15) but not in HFD-fed mice (females n=10, males n=15) (one sample t test, **: p<0.01

***: p<0.001), with no effect of sex (three-way ANOVA). Bars represent mean * s.e.m. Detailed statistics are displayed in
Table 2.
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significant effect of sex (three-way ANOVA). Bars represent mean + s.e.m. Detailed statistics are displayed in Table 2.
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Supplementary figure 7: Effect of diet and stress on genes expression in the hippocampus and the PVN. a-b) Brains were
collected and froze 60 minutes after a footshock in CD and HFD-fed mice. We then performed PVN, CA2, CA2 and DG
punches. ¢) The quality of the sampling in the hippocampus was verified by quantifying specific marker genes. As expected,
Rgs14 expression was higher in the CA2 punches (left) and Wfs1 expression was higher in CA1 punches (right), validating
our punches (Kruskall-Wallis test, Dunn’s post-hoc ****: p<0.0001). d-g) We quantified relative gene expression of cFos (d),
OT receptor (OTR), (e), GR (f) and MR (g) in the hippocampus and the PVN. (d) cFos gene expression was enhanced in CA1,
CA2 and DG after stress regardless of the diet (two-way ANOVA, *: p<0.05). (e) A lower expression of OTR in the CA1 area
of HFD-fed mice was noted, independently of stress (two-way ANOVA, *: p<0.05). (f) Diet decreases the expression of GR in
the CA2, and to a lesser extent in CA1, independently of stress (two-way ANOVA, **: p<0.01 and p= 0.065). (g) No effect of
either stress or diet on MR expression in CA1, CA2 or DG (two-way ANOVA). Bars represent mean #* s.e.m. Detailed statistics
are displayed in Table 2.
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Material and methods
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Table 3 : Plethysmography data

Clean1 Clean 2 Clean 3 HC1 HC2 Novel 1 Novel 2

CD Stressed 8,41+1,82 3,49 £ 3,06 4,97 £3,05 24,69+3,36 | 7,35+3,11 27,53+4,00 | 2,70+2,87

CD Unstressed | 10,32 +2,71 2,67 +2,66 -2,03+2,17 22,49+2,70 | 0,084 +2,83 25,55+2,42 4,99 2,76

HFD Stressed 8,61+2,18 8,87 +2,48 -2,01+2,90 26,06 + 3,31 5,27 £2,65 20,4 +2,72 1,03 +2,08

Pooled HFD Unstressed | 11,16 +2,07 | 3,67 +2,45 0,053+2,31 | 18,03+2,89 | 1,37+1,89 15,7 +3,32 9,92+2,87
CD Stressed 7.09+2.61 5.07 +5.36 11.5+3.94 28.1+5.98 10.4 +4.86 30.6+4.95 |-0.577+5.14

CD Unstressed 15.7+4.31 4.55+5.02 -4.34 £3.92 28.5+3.65 -3.00+3.39 24.2+3.34 459+391

HFD Stressed 7.49 £3.90 9.58+3.11 -2.70£4.27 28.8+3.97 3.32+4.92 18.9+4.05 2.96 +3.48

Females HFD Unstressed | 9.34 +2.66 3.41+3.44 |0.0433+2.79 | 15.4+3.38 2.34+2.55 149+3.21 10.1+2.98

CD Stressed 9.61 +2.60 2.07+3.48 |-0.920+3.86 | 21.6+3.50 4.57 +4.00 24.8+6.28 5.66 +2.72

CD Unstressed 5.50+2.76 0.976+2.45 | 0.0445+2.12 | 17.0+3.17 2.86+4.41 26.7 £3.62 5.34+4.08
HFD Stressed 9.73 £2.15 8.17+4.04 -1.32+4.15 23.4+5.37 9.26 +2.75 19.9+4.09 | -0.903+2.30

Males HFD Unstressed | 13.0 +3.19 3.92+3.67 |0.0637+3.85| 20.7+4.73 | 0.401+291 16.5 + 6.02 9.79 +5.09
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IV.Discussion générale

1. Unrégime obésogene péri-adolescent perturbe la fonction sociale

Mémoire sociale

Ces travaux de theése ont tout d’abord permis de mettre en lumiere les effets déléteres d’une
alimentation obésogene consommée a I'adolescence sur les fonctions socio-mnésiques sous-
tendues par I’hippocampe. Les souris males nourries avec un régime HFD pendant 12 semaines
depuis le sevrage ont une SRM abolie, dans un paradigme de discrimination sociale utilisant un
délai de 3h entre sociabilité et test de choix (Ill. Ch.1. Fig.1), ce qui est en concordance avec une
grande partie de la littérature présentée en tableau 1 (Takase et al., 2016 ; Yaseen et al., 2019 ;
Reichelt et al., 2019 ; Hayashi et al., 2020 ; Zizza et al., 2022 ; Wu et al., 2023). Deux publications
récentes ont néanmoins rapporté une absence de déficits de SRM apres un régime obésogene.
Une d’entre elles indique méme une amélioration de la SRM apres un régime « cafétéria » de 20
semaines. Cependant, le régime « cafétéria » étant caractérisé par une exposition a de
nombreuses sources alimentaires différentes, il peut étre considéré comme un enrichissement
capable d’améliorer la mémoire. Cela a été majoritairement étudié par des enrichissements
environnementaux (Leger et al., 2012 ; Cattaud et al., 2018), mais une étude a pu montrer qu’un
régime cafétéria pouvait améliorer la mémoire spatiale alors qu’un HFD classique la perturbait
dans le méme test, et ce malgré une prise de poids plus rapide avec le régime cafétéria (Pini et
al., 2017). D’autres pointent des effets anxiolytiques du régime cafétéria similaires aux effets
d’un enrichissement environnemental (Zeeni et al., 2015 ; Leffa et al., 2015). De plus, ce régime
a été commencé a un age adulte avancé (17 semaines) contrairement aux autres études
commencées beaucoup plus tét (entre 3 et 8 semaines), I'dge adulte étant une période de
moindre vulnérabilité vis-a-vis des régimes obésogenes en comparaison avec I'adolescence (pour
revues : (Murray et Chen, 2019 ; Tsan et al., 2021)). Une autre publication n’a pas rapporté
d’effets d’un régime riche en beurre sur la mémoire sociale, malgré une détérioration de 'OLM
et de 'ORM (Ribeiro et al., 2023), ce qui pourrait étre expliqué par la teneur plus importante du
beurre en acide gras monoinsaturés que les régimes HFD a base de lard (I’origine des lipides
semblant étre une donnée majeure dans les effets sur la mémoire (voir partie 3)). Une autre
hypothése pouvant expliquer cette absence de déficit est I'utilisation de tests de SRM trop faciles
pour révéler un déficit mnésique chez les souris HFD. En effet, le test de discrimination choisi
avait un ITI nul (le seul déficit de SRM avec un tel délai ayant été mis en évidence aprés un régime
drastique, i.e. HFD 60% pendant 24 semaines (Wu et al., 2023)) et I'autre test était un test
d’interaction directe, pour lequel jamais aucun déficit n’a pu étre mis en évidence chez les HFD.
Des résultats non publiés de notre laboratoire ont d’ailleurs pu mettre en évidence une absence
de déficit dans un paradigme d’habituation/déshabituation sociale chez des souris HFD qui
présentaient malgré tout des déficits en test de discrimination sociale, ce qui suggere que ce test
est moins sensible au HFD que le test de discrimination. Il est d’ailleurs intéressant de constater
que le comportement de choix suite a un apprentissage recrute un réseau de structures
cérébrales différents d’un test sans choix (Ramirez-Lugo et al., 2016). Ce processus de choix serait
donc particulierement impacté chez les souris HFD.

Notre étude vient donc s’ajouter a la littérature relativement restreinte se penchant sur les
déficits socio-mnésiques dus a un régime obésogene, et elle est la premiere a s’intéresser en
particulier a la région CA2 de I"hippocampe. Elle est en outre une des premiéres études, avec
(Yaseen et al., 2019 ; Hayashi et al., 2020 ; Khazen et al., 2023), a s’intéresser a I'implication du
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systéme ocytocinergique dans les déficits mnésiques induits par une consommation de HFD.
Nous avons également pu montrer que les déficits de SRM suite a la consommation de HFD était
liége a une hyperactivité de la région CA2 de I'hippocampe, dont les liens potentiels avec la
perturbation du systeme ocytocinergique seront discutés dans la partie 4.

A l'instar des autres études ayant lié mémoire sociale et HFD, les résultats comportementaux en
[ll. Ch.1 n’ont été générés que chez les males en raison de différences de performances chez les
femelles CD. Nos premiers essais de SRM chez les femelles, sans chirurgie et sans injection de
CNO, ont pu générer comme chez les males une bonne rétention a 3h chez les CD mais pas chez
les HFD (Fig. 26a). Malheureusement, I'application de ce paradigme lors de la modulation de
I’activité CA2 a été inutilisable chez les femelles car la chirurgie et/ou I'injection intra-péritonéale
de CNO a drastiquement perturbé la rétention a 3h chez les femelles CD injectées avec un virus
mCherry (Fig. 26b).

0.06
b Hl Novel mouse
a Kk # Familiar mouse
604 60 -
T —_—
g g T T
D 50 s 2 50 I %
H s /
o T Qo /
3 3 /
g 401 e 40 %
] - /
12 12 1 1 12 é
30-

30 T T
cD HFD

cD

Figure 26 : Effet d’une injection intrapéritonéale sur les performances de mémoire sociale des souris femelles. a) Sans
injection préalable, les souris femelles CD présentent de bonne performances de mémoire sociale mais pas les souris HFD
(test de Student a un échantillon contre 50%, ** p<0.01 ; test de Student non-apparié p=0.06). b) Une injection de CNO 45
minutes avant la phase d’entrainement chez les souris CD mCherry provoque une déterioration des performances socio-
mneésiques. Les performances des souris HFD semblent elles inchangées.

Nous supposons que cet effet est di au stress lié a I'injection intra-péritonéale plutot qu’a la
chirurgie d’injection virale réalisée 4-5 semaines plus tét. En effet, ce test s’appuyant sur la
néophilie sociale, il est tres influencé par le stress et de maniere apparemment plus forte chez
les femelles que chez les males. Cela rejoint bon nombre d’études montrant que les femelles sont
plus sujettes que les males a I’évitement social d( au stress (Bourke et Neigh, 2011 ; Greenberg
et al., 2014 ; Graf et al., 2023), putativement a cause de différences dans la signalisation
ocytocinergique (Steinman et al., 2016), d’'une moindre présence de testostérone pendant la
puberté (Wright et al., 2023) et d’une libération accrue de CORT en réponse au stress (Oyola et
Handa, 2017).

Les études s’étant penchées sur I'effet du HFD sur la SRM ayant été intégralement réalisées sur
des males, il serait intéressant et important de modifier notre paradigme comportemental (avec
par exemple une habituation plus longue aux injections intra-péritonéales et/ou une rétention
moindre) afin de pouvoir tester I'effet de la modulation de CA2 chez les femelles.

Néophobie sociale due au stress

Une large littérature a pu montrer que le stress, qu’il soit social ou non social, chronique ou aigu,
pouvait modifier drastiquement I'appétence des animaux pour les interactions sociales (Sandi et
Haller, 2015 ; Qi et al., 2018 ; Rosenhauer et al., 2019 ; Li et al., 2023 ; Osakada et al., 2024).
Néanmoins, si I'évitement social d( au stress a été largement étudié, I'effet du stress sur la
néophilie sociale est plus ardu a déterminer. La plupart des études sur I’évitement social d( au
stress ont utilisé comme cible sociale soit un animal inconnu soit I’'agresseur lui-méme lorsque le
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stress utilisé était un stress de défaite sociale, et les études se penchant sur la néophobie sociale
due au stress ont en fait utilisé des paradigmes de mémoire sociale avec une familiarisation
relativement courte. Notre étude est donc la premiére a notre connaissance a démontrer, en
utilisant comme cible sociale des individus nouveaux d’'une part et des congéneres de cage
d’autre part, que le stress provoque un évitement social spécifique aux individus inconnus qui ne
se généralise pas aux individus familiers. De plus, notre étude a permis de montrer que cette
orientation sociale était essentiellement médiée par la modalité olfactive car la simple utilisation
d’odeurs sociales nouvelles ou familieres a permis de répliquer ce méme phénotype. Ceci permet
également de montrer que cette néophobie sociale due au stress ne provient pas de signaux
agressifs émis par les souris démonstratrices inconnues ou bien d’une mauvaise interprétation
de la menace de la part des souris stressées, mais bien d’une modulation de I'appétence pour
ces individus et leurs odeurs.

L’étude de ce phénomene dans notre modele d’obésité juvénile permet en outre d’y apporter un
regard nouveau. Nous avons en effet pu montrer que les souris nourries avec un HFD 45%
pendant 12 semaines a partir du sevrage ne présentaient plus d’évitement social spécifique
envers les congénéeres inconnus apres le stress, mais une diminution globale de I'investigation,
suggérant un évitement social généralisé particulierement visible lors de I'investigation d’odeurs
sociales (lll. Ch2. Fig.1f et Fig.2d-f). La généralisation de |'évitement social était lui moins visible
lors de l'investigation de congéneres, mais I'effet stress général était tout de méme proche du
seuil de significativité (0.09 ; Ill. Ch2. Fig.1c). Des expériences sont en cours afin de clarifier cela
en quantifiant I'investigation sociale opposant, avant et apres le stress, les animaux a un choix
entre une cage vide et un congénere inconnu ou familier (analyses similaires a celles présentées
pour les odeurs en lll. Ch2. Fig.2d-f). En outre, I'inhibition des NPs de CA2 ainsi qu’une infusion
locale d’OT pendant le test de préférence olfactive sociale post-stress a suffi a rétablir un
phénotype normal chez les souris HFD, et a le perturber chez les souris CD. Si I'implication de I'OT
dans le lien entre stress et évitement social a pu étre étudié dans de nombreuses publications
(Litvin et al., 2011 ; Zoicas et al., 2014 ; Williams et al., 2020 ; Osakada et al., 2024 ; Zhan et al.,
2024), une seule s’est a notre connaissance penchée sur l'implication de la région CA2 de
I’"hippocampe dans ce comportement en montrant que I'inhibition de dCA2 pendant un stress de
défaite social potentialisait I’évitement social qui suivait (Radzicki et al., 2024). De nombreuses
études ont aussi pu mettre en exergue I'implication de régions directement liées a CA2 (comme
le LS et le vHPC (Litvin et al., 2011 ; Guzman et al., 2013 ; Zoicas et al., 2014 ; Felix-Ortiz et Tye,
2014 ; Li et al., 2023)) ce qui suggére que cette région fait partie d’un réseau distribué servant a
finement moduler les comportements sociaux en fonction de I’état émotionnel.

Nous n’avons pas relevé de différences entre males et femelles dans I'évitement social du au
stress (l1l. Ch2. SupFig.2), ce qui est étonnant au vu des publications précédemment mentionnées
montrant une sensibilité au stress plus important chez les femelles que chez les males dans ce
contexte. Il est néanmoins possible que des paradigmes d’induction de stress plus légers ou plus
éloignés temporellement du test d’interaction aboutiraient a des différences male-femelle. |l est
également possible que ces différences de sexe soient trés peu visibles chez la souris (Mus
musculus), les autres études mentionnées ayant été réalisées chez le rat (Rattus norvegicus)
(Bourke et Neigh, 2011 ; Graf et al., 2023) ou la souris californienne (Peromyscus californicus)
(Greenberg et al., 2014 ; Steinman et al., 2016 ; Wright et al., 2023).
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2. Effets sur la perception olfactive ou effets centraux ?

La fonction sociale chez le rongeur étant tres dépendante de la fonction olfactive et les
régimes HFD étant susceptibles de perturber le systéme sensoriel olfactif (Thiebaud et al.,
2014 ; Lacroix et al., 2015), nous avons porté dans notre étude un soin tout particulier a
I’évaluation des performances olfactives sociales des souris HFD. D’autres publications
étudiant les effets du HFD sur la SRM ont d’ailleurs également identifié ce potentiel biais et
ont évalué les performances olfactives de leurs souris HFD dans des tests
d’habituation/déshabituation sociale (Takase et al., 2016 ; Hayashi et al., 2020). Malgré un
temps de flairage et une habituation similaire entre animaux CD et HFD lors de présentations
successives d’un coton-tige imbibé d’eau, les souris HFD ont présenté des temps
d’investigation moindre lors de la premiere présentation d’un coton-tige imbibé d’odeurs
sociales (i.e. un coton-tige préalablement frotté dans de la litiére souillée) par rapport aux CD.
Néanmoins, le temps d’exploration des odeurs sociales chez les HFD était nettement plus
élevé que celui des odeurs non-sociales, suggérant tout de méme une bonne perception du
caractére social de ces odeurs (Hayashi et al., 2020). Ceci est reflété par une autre expérience
contréle montrant un intérét égal des souris CD et HFD envers une souris anesthésiée (et ne
présentant ainsi que des signaux olfactifs) (Yaseen et al., 2019). Une seule autre étude a notre
connaissance a évalué les performances de discrimination entre différentes odeurs sociales
chez les souris HFD, et ce apres 1 mois, 3 mois ou 8 mois de régime HFD (54% de kcal provenant
des graisses et 17% des sucres raffinés) ou de régime « occidental » (« Western diet » WD ;
43% de kcal des graisses et 34% des sucres raffinés) (Lietzau et al., 2020). Cette étude a pu
montrer que les souris HFD étaient capables de différencier leur propre odeur d’'une odeur
sociale inconnue, et ce jusqu’a 8 mois de régime obésogene, HFD ou WD. De méme, les souris
HFD et WD ont montré une habituation similaire aux souris CD lors de la présentation
successive d’'une odeur sociale avec des intervalle de 5min (la déshabituation n’a
malheureusement pas été évaluée). Par contre, ces souris ont montré une latence plus élevée
que les souris CD dans un test consistant a retrouver une récompense alimentaire enterrée
dans la litiere. Cela suggere une moins bonne détection des odeurs alimentaires (ou une
moindre motivation a les investiguer) mais une détection normale des odeurs sociales chez
les souris HFD et WD. En termes mécanistiques, les auteurs et autrices ont évalué la
neurogénese au sein du MOB ainsi que I'état des populations neuronales dans le cortex
piriforme, sans trouver de différence entre les groupes (Lietzau et al., 2020). D’autres équipes,
en particulier les chercheurs et chercheuses du laboratoire de Debra Fadool, ont pu montrer
gu’un HFD pouvait induire une altération fonctionnelle des cellules mitrales (Fadool et al.,
2011), réduire I'activation des cellules juxtaglomérulaires du MOB (Fardone et al., 2019) et
provoquer une forte apoptose des neurones sensoriels olfactifs (NSO) dans le MOE (Thiebaud
et al., 2014). Une autre équipe a pu montrer que les NSO de souris nourries avec un régime
riche en fructose montraient des réponses réduites aux molécules odorantes, et ce apres
seulement 4 semaines de régime (Riviére et al., 2016). Une derniére étude a pu montrer une
diminution du nombre d’interneurones PV dans le MOB de souris nourries avec un HFD
pendant 10 semaines a partir du sevrage, liée a une sensibilité olfactive diminuée et des
déficits de mémoire olfactive (Zou et al., 2022). De maniére intéressante, un enrichissement
environnemental a été capable de rétablir les déficits cellulaires et comportementaux chez
ces souris. Il est a noter que dans toutes ces études, les odeurs utilisées étaient artificielles ou
alimentaires (Thiebaud et al., 2014 ; Lacroix et al., 2015 ; Riviere et al., 2016 ; Fardone et al.,
2019 ; Zou et al., 2022).
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Ces résultats semblent montrer que malgré une probable détérioration du systeme olfactif chez
les animaux nourris au HFD sur le long terme, cela ne semble que peu ou pas impacter la
perception et la discrimination d’odeurs sociales (méme si le seuil de détection des odeurs
sociales n’a pas a notre connaissance été évalué). Nos résultats dans un paradigme
d’habituation/déshabituation en pléthysmographe ainsi que les tests de détection d’odeurs
sociales (Ill. Ch.2 Fig.2) corroborent cette hypothése. Nous sommes méme allés un peu plus loin
en termes de détection olfactive sociale en intégrant les odeurs de stress. Ainsi, nous avons
évalué si les animaux HFD comme CD pouvaient détecter des signaux chimiques de stress chez
leurs congéneres en les habituant dans le pléthysmographe a une odeur sociale nouvelle, puis en
présentant la méme odeur sociale prélevée une heure aprés un choc électrique (Fig. 27). Cette
expérience nous a permis de voir qu’une fois les animaux habitués a I'odeur sociale, ceux-ci se
déshabituaient lors de la présentation de I'odeur des mémes animaux apres stress, et ce
indépendamment du régime alimentaire.
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Figure 27 : Les rongeurs sont capables de détecter les odeurs de stress indépendemment de leur régime alimentaire. a)
De la litiere souillée a été prélevée dans une cage de souris inconnue juste avant un stress puis 3h apres que les mémes
souris aient subi un choc électrique. Les deux odeurs de différaient donc que par la présence d’odeurs relatives au stress. b)
Les animaux CD et HFD étaient capables de détecter I'odeur sociale puis de s’y habituer, et de détecter la présence d’une
odeur différente lors de la présentation de I'odeur des mémes animaux stressés (ANOVA a deux voies a mesures répétées,
effet du régime p<0.05, post-hoc : **** p<0.0001, *** p<0.001, * p<0.05).

L'ensemble de ces résultats nous permet de proposer que les différences phénotypiques
observées entre CD et HFD proviennent de déficits centraux et non sensoriels. Ceci étant dit, il
est possible que les différences hippocampiques fonctionnelles entre souris CD et HFD impactent
la sensibilité olfactive a certains stimuli car comme indiqué en 1.1.2.1.3 I’hippocampe fournit un
feedback indirect sur les structures sensorielles principales (via le LEC et ’AON) et accessoires
(via la PMCoA).

3. Effet des sucres, des acides gras ou de leurs conséquences métaboliques ?

Sucres raffinés et acides gras saturés

Le régime que nous avons utilisé étant a la fois plus riche en graisses saturées et en sucres
raffinés, il est impossible de déterminer la cause exacte des déficits rencontrés. Néanmoins, un
bon nombre d’études se sont penchées sur cette question et permettent d’apporter des
éléments de réponse. L'étude de (Lietzau et al., 2020) permet de mettre en exergue que les
régimes a plus forte teneur en sucres raffinés semblent provoquer des déficits mnésiques plus
rapidement que les régimes plus riches en graisses mais moins riches en sucres. Corroborant cela,
des régimes riches en sucrose et en fructose pendant I'adolescence ont été montrés comme
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induisant des déficits mnésiques (Hsu et al., 2015 ; Buyukata et al., 2018 ; Noble et al., 2019 ;
Reichelt et al., 2019).

Le type d’acides gras utilisé dans le régime est toutefois également d’importance primordiale
dans I'apparition de ces déficits. En effet, des régimes hypercaloriques mais riches en acides gras
poly-insaturés (AGPI) ne perturbent pas les fonctions mnésiques (An et al., 2022) et n’induisent
pas d’effets inflammatoires (Butler et al., 2023). Une étude ayant comparé les effets de multiples
régimes différents semble indiquer que ces effets sont spécifiques aux AGPI w-3, car ce dernier
n’induisait pas de déficits mnésiques tandis que les régimes enrichis en acides gras saturés a
courte et longue chaine, en AGPIl w-6 et en acides gras monoinsaturés en provoquaient (Fan et
al., 2022). Une étude a méme pu montrer qu’une supplémentation en AGPI w-3 était capable de
rétablir une mémoire spatiale normale chez des jeunes rats nourris au HFD (Wainwright et al.,
1999). Il n'est donc pas a exclure que la déficience en AGPI w-3 de notre HFD soit un facteur
aggravant des pertes mnésiques observées chez nos souris, celle-ci étant capable de potentialiser
les déficits mnésiques induites par une inflammation cérébrale (Delpech et al., 2015 ; Labrousse
et al., 2018). Ce role propre aux AGPI w-3 est néanmoins sujet a débat car d’autres études ont pu
mettre en évidence les effets protecteurs des acides gras monoinsaturés contre le déclin cognitif
(Solfrizzi et al., 1999 ; Capurso et al., 2004) et certains effets néfastes de I'obésité (Sartorius et
al., 2012), dont la perturbation du rythme de sommeil dont nous allons parler plus bas.

Par ailleurs, il semble comme cela a été mentionné précédemment que les régimes HFD sont
capables de provoquer des déficits mnésiques en |'absence d’obésité (Valladolid-Acebes et al.,
2013 ; Takase et al., 2016 ; Yaseen et al., 2019 ; Khazen et al., 2023). Cela est particulierement
important dans la période juvénile car chez les individus adolescents, compte-tenu d’une forte
croissance et d’une intense activité métabolique, une prise alimentaire hypercalorique peut ne
pas étre visible sur le poids tout en induisant des perturbations mnésiques.

Rythmes circadiens

En outre, il a été montré qu’une exposition au HFD pendant |'adolescence induisait une
perturbation des rythmes circadiens (en particulier du sommeil et de la prise alimentaire). Chez
I’'humain, une corrélation tres claire entre rythme de sommeil, obésité et qualité de la prise
alimentaire a depuis longtemps été notée (Knutson et al., 2007 ; Kracht et al., 2019). Des études
pré-cliniques chez le rongeur indiquent qu’'un HFD provoque une dérégulation des genes
responsables de ces rythmes (Kaneko et al., 2009 ; Paula et al., 2020), et qu’il existe une relation
bidirectionnelle entre la dérégulation de ces rythmes et les perturbations métaboliques des
souris HFD (Paula et al., 2020). Ces altérations sont également susceptibles de perturber la
fonction mnésique sociale, en particulier a I'adolescence ou la perturbation du sommeil a été
montrée comme induisant une perte de néophilie sociale par une modification fonctionnelle du
systéme dopaminergique mésolimbique (Bian et al., 2022).

Des études se sont d’ailleurs penchées en détail sur I'importance de ces perturbations de rythme
dans les déficits mnésiques liés au HFD. Elles ont pu montrer que restreindre 'acces au HFD
pendant la période nocturne d’activité (time-restricted feeding TRF), pour imiter le schéma de
prise alimentaire des animaux CD, pouvait rétablir un métabolisme normal (Sherman et al., 2012)
mais également restaurer les déficits mnésiques (Davis et al., 2021 ; Helbling et al., 2024). Dans
un modele murin d’Alzheimer, le TRF a méme été capable de diminuer I'inflammation,
d’améliorer les cycles de sommeil et de diminuer les déficits mnésiques (Whittaker et al., 2023).
Il est intéressant de noter que beaucoup d’hormones liant régime obésogeéne et déficits
mnésiques, comme la CRH et I’OT, ont une rythme circadien de libération qui est perturbé chez
les souris HFD (Kohsaka et al., 2007 ; Zhang et Cai, 2011 ; Appiakannan et al., 2019). La libération
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rythmique de glucocorticoides (sous contréle du noyau suprachiasmatique de I’"hypothalamus) a
en particulier été montrée comme liée a la formation et la consolidation de la mémoire motrice,
en partie via une action sur les MR (Liston et al., 2013). Elle est également primordiale dans la
mémoire de type épisodique, via la régulation de I’expression de certains genes hippocampiques
(Bering et al., 2023). Il a été montré au laboratoire que I’hippocampe présentait une expression
cyclique des GR qui est perturbée chez les animaux HFD, mais peut étre normalisée par un TRF
(Ginieis et al., 2023). Cette méme étude a d’ailleurs montré que le blocage des GR de
I’hippocampe juste apres la phase d’apprentissage améliorait 'ORM chez les animaux HFD.
D’autres publications pointent elles du doigt I'importance de la libération cyclique de cAMP-
MAPK-CREB (qui sont des seconds messagers intra-cellulaires de I’OT — voir 1.1.3.1) dans le lien
entre mémoire et rythmes circadiens (O’Neill et al., 2008 ; Gerstner et Yin, 2010 ; Snider et al.,
2018). La signalisation liée a CREB est d’ailleurs perturbée chez les animaux HFD présentant des
déficits socio-mnésiques (Zizza et al., 2022). En outre, ces rythmes sont étroitement liés au
microbiote intestinal (Frazier et al., 2022 ; Tolba et Leone, 2022), lui-méme potentiellement
impliqué dans les déficits socio-mnésiques induits par le HFD (Wu et al., 2023).

4. Obésité juvénile, hyperactivité hippocampique et ocytocine
Obésité juvénile et hyperactivité hippocampique

Nos enregistrements en photométrie de I'activité calcique des NPs de CA2 permettent de
montrer chez les HFD une plus haute activité basale qui semble abaisser le rapport signal/bruit
lors de la présentation d’odeurs sociales ou de chocs électriques (Ill. Ch.2 Fig.3). Ces
enregistrements ne nous fournissent cependant pas d’explication quant aux mécanismes sous-
jacents a cette hyperactivité, mais les études d’électrophysiologie ex vivo réalisée par nos
collaborateurs clarifient cela. Bien qu'il ne semble pas que les caractéristiques
électrophysiologiques propres des NPs dCA2 soient altérées chez les souris nourries au HFD (ll1.
Ch.1 SupFig.6), la stimulation des afférences provenant du LEC et du dCA3 produit une activation
accrue des NPs du dCA2 (lll. Ch.1 Fig.2), ce qui semble pointer vers des modifications synaptiques.
En outre, cette modification semble spécifique a la transmission excitatrice, les mesures de
transmission inhibitrice a la fois spontanée et en réponse a une excitation depuis le CA3 ou le LEC
étant inchangée chez les souris HFD (lIl. Ch.1 SupFig.3).

Les projections du LEC vers le dCA2 relaient les informations sociales nécessaires a la SRM (Lopez-
Rojas et al., 2022). Il est donc tout a fait possible que la perturbation de cette entrée, que ce soit
par une activité insuffisante ou trop importante, nuise a la SRM. A linverse, l'inhibition
chémogénétique des NPs de dCA3 n'altére pas la SRM chez les souris CD (Chiang et al., 2018),
peut étre car cette synapse est normalement trés silencieuse en raison de la forte inhibition
feedforward. Toutefois, il a été rapporté qu’une activation optogénétique des NPs dCA3
perturbait la SRM (Pan et al., 2022). Il se pourrait donc que le HFD augmente I’activité basale de
CA2 via la synapse dCA3-dCA2, engendrant des interférences au sein de CA2 pendant qu’il regoit
des informations sociales depuis le LEC et d’autres régions extra-hippocampiques (en particulier
le SuM qui relaie au CA2 un signal encodant la nouveauté sociale (S. Chen et al., 2020)).

Ocytocine et obésité juvénile

Ces travaux de these ont également permis de mettre en évidence I'importance de I'OT dans
les déficits de SRM et de néophobie sociale due au stress chez les souris HFD. Les souris HFD
présentaient une expression accrue des OTR dans le CA2 (lll. Ch.1 Fig.5) mais une réduction
dans le CA1 (lll. Ch.1 Suppl Fig.7), ce qui résonne avec une diminution globale des OTR
précédemment rapportée (Hayashi et al.,, 2020). Des données préliminaires de notre
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laboratoire ont également pu montrer que les souris exposées au HFD péri-adolescent ne
présentent pas d’augmentation de neurones exprimant I'OT dans le PVN a la suite d’une
stimulation sociale, contrairement aux souris CD (Fig. 28).
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Figure 28 : Effets d’un régime obésogéne (HFD) sur le nombre de neurones du PVN marqués a I’ocytocine a la suite d’une
stimulation sociale. Si les souris CD semblent présenter une augmentation de la synthése d’ocytocine a la suite d’une
stimulation sociale, cela n’est pas le cas des souris HFD.

De plus, nous montrons que les souris HFD ne présentent pas d’augmentation de I’expression
d’OT dans le PVN en réponse a un stress induit par un choc électrique (lll. Ch.2 Fig.5) (le stress
étant pourtant un des facteurs de libération majeur de I’OT, plus puissant qu’une stimulation
sociale (Zhan et al., 2024)). Ce déficit de libération d’OT dans le PVN a déja été documenté suite
a I'exposition au HFD (Zhang et Cai, 2011 ; Wu et al., 2017) et un traitement a I’OT restaure les
déficits cognitifs induits par ce régime (Hayashi et al., 2020 ; Khazen et al., 2023), comme nous
avons-nous méme pu le montrer au cours de nos recherches. Penchons-nous sur les potentiels
mécanismes impliqués dans cette dérégulation ocytocinergique.

Effets d’un HFD sur la signalisation ocytocinergique dans la région CA2

Les travaux de nos collaborateurs ont pu montrer qu’un HFD péri-adolescent induisait une
perturbation de certains effets de I'OT. Tout d’abord, I'application d’OT induit une
dépolarisation et un bursting des NPs de CA2 aussi bien chez les CD que chez les HFD (lll. Ch.1
Fig.3A) (réplicant les résultats de la littérature sur les souris CD (Tirko et al., 2018 ; Liu et al.,
2022)), mais un plus grand nombre de NPs déchargent en réponse a I'application d’OT chez
les souris HFD que chez les souris CD (65% versus 40% ; Ill. Ch.1 Fig.3B-C) et la dépolarisation
des NPs est plus importante chez les souris HFD (lll. Ch.1 Fig.3D-E).

Une différence notable de plasticité neuronale induite par I'OT chez les souris HFD a
également été notée. En effet, une application de faible dose d’OT (1uM) sur les NPs des CA2
induit une plasticité aux synapses CA3-CA2 et LEC-CA2 chez les souris CD (similaire a ce qui a
été rapporté dans la littérature (Pagani et al., 2015 ; Lin et al., 2018)) mais pas chez les souris
HFD, et ce de maniere indépendante de la plasticité inhibitrice (lll. Ch.1 Fig.4-5). Une forte
dose d’OT (10uM) en revanche induit cette plasticité aussi bien chez les souris HFD que CD (lll.
Ch.1 Fig.4H-I). Ce déficit n’est pas di a un moindre nombre d’OTR, I'expression de ceux-ci
semblant étre accrue dans la région CA2 des souris HFD. Une expression accrue ne signifie
cependant pas que les OTR soient fonctionnels ou bien exprimés a la membrane plasmique,
ce qui pourrait expliquer cette perturbation de la signalisation OTR. Il est difficile avec ces
données de déterminer si ce déficit est di a une moindre affinité des OTR pour I'OT chez les
souris HFD et/ou a une moindre efficacité de la cascade intra-cellulaire liée a I’activation des
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OTR, mais plusieurs seconds messagers impliqués dans cette cascade, comme la voie cAMP-
MAPK-CREB ou bien les canaux K*/ClI KCC2, semblent bien étre perturbés chez les animaux
HFD. Une mesure du taux d’activation des OTR pourrait nous éclairer sur leur bonne
expression a la membrane plasmique et leur affinité a I'OT. Une mesure de I'expression et
I’activation des acteurs moléculaires intra-cellulaires de I’OTR pourrait également fournir des
informations quant aux mécanismes impliqués dans ces déficits.

Effets d’un HFD et de I'OT sur le développement hippocampique

Si I'application aigue d’OT restaure les perturbations de la plasticité synaptique au niveau du
CA2 ainsi que de la SRM, il est toutefois probable qu’une déficience de la signalisation OTR
pendant le développement des souris HFD conduise a un mauvais développement du réseau
hippocampique, induisant des déficits de mémoire a I’age adulte.

Une étude a en effet pu montrer qu’une délétion constitutive des OTR dans les NPs de CA2
conduisait a un moindre développement de 'arborisation dendritique basale de ces NPs,
phénotype qui a été de maniere trés intéressante retrouvé chez les souris HFD par nos
collaborateurs (lll. Ch.1 SupFig.9). Cette action de I’OT durant le développement semble
résonner avec certaines études portant sur des modeles murins d’autisme, qui présentent eux
aussi des perturbations développementales liés a une hypoactivité du systeme
ocytocinergique. Une étude portant sur le modéle Magel2-KO, ou les souris présentaient (a
I'instar de nos souris HFD) une augmentation plus intense de cFos dans CA2/CA3 aprés une
interaction sociale, une augmentation des OTR dans la CA2 et une perturbation de la SRM a
I’age adulte, a pu montrer que ce modele induisait un retard dans la transition excitation-
inhibition de la signalisation GABAergique au cours du développement a cause d’une moindre
phosphorylation des canaux KCC2 (Bertoni et al., 2021). La plupart de ces déficits ainsi que les
déficits de mémaoire sociale ont pu en outre étre rétablis par des injections chroniques d’OT
durant les premiers jours de vie, mais pas a I'age adulte (Bertoni et al., 2021). L'implication
des canaux KCC2 est intéressante dans notre cas car non seulement ceux-ci font partie de la
signalisation OTR ((Busnelli et Chini, 2017), Fig.7) et empéchent [|’hyperexcitabilité
hippocampique en modulant I’équilibre ionique des neurones (Zhu et al., 2008), mais leur
expression peut également étre perturbée par un régime HFD consommé pendant la période
développementale. Une étude a en effet montré qu’un HFD 60% périnatal pouvait diminuer
I’expression de KCC2 dans le noyau moteur dorsal du nerf vague, entrainant un effet non plus
inhibiteur mais excitateur des neurones GABAergiques qui ont pu étre restaurées par la
réexpression virale de KCC2 chez les jeunes souris HFD (Carson et al., 2023). De plus,
I’expression de ce transporteur semble étre modulée négativement par la leptine, si bien
gu’une hyper-leptinémie induite par un HFD maternel semble produire chez les petits un
retard de la transition excitation-inhibition en réponse au GABA (Dumon et al., 2018 ; Dumon
et al., 2020). Enfin, I'expression de ces canaux peut également étre modulée par le stress
(Pozzi et al., 2020). Cependant, nos collaborateurs ont noté que I’'hyperexcitabilité neuronale
dans CA2 liée au HFD était indépendante de la transmission GABAergique et que les
caractéristiques intrinseques des NPs de CA2 étaient inchangés. Il est donc peu probable que
les niveaux de KCC2 soient modifiés chez les souris HFD a I’adge adulte, mais cela n’exclut pas
une implication pendant le développement péri-adolescent. La littérature manque cependant
concernant I'implication de ces canaux pendant I'adolescence, la plupart des publications se
concentrant sur leur role dans le passage d’excitation a inhibition de la signalisation
GABAergique pendant les premiers jours de vie.
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Des déficits d’excitabilité neuronale et de signalisation ocytocinergique ont également été
induits par une ablation bilatérale tres précoce des vibrisses ou dans un autre modele
d’autisme, Fmrl-KO. Ceux-ci-induisent a I'dge adulte une hyperactivité des neurones
glutamatergiques de la région dCA3 et une diminution de I'OT dans I’hippocampe et le PVN
associées a des déficits de SRM (Pan et al., 2022). Les autrices et auteurs ont par ailleurs
montré que les déficits de SRM pouvaient non seulement étre rétablis par une injection aigué
d’OT mais aussi par une inhibition chémogénétique des NPs de dCA3, ce qui n’est pas sans
rappeler nos propres résultats sur la modulation de CA2. De manieére intéressante, cette étude
montre que si une injection d’OT aussi bien au stade précoce qu’a I'dge adulte était capable
de restaurer les déficits socio-mnésiques, seule une injection précoce était capable de corriger
I’"hyperactivité pyramidale CA3 des souris déficientes. Cela pourrait sous-entendre que I'OT a
un role dans le bon développement précoce du réseau hippocampique (en particulier la
balance excitation/inhibition) mais également un réle aigu pendant I'investigation de cibles
sociales, et que ces deux aspects seraient perturbés dans les modeles d’autisme et
potentiellement dans les modeles d’obésité juvénile.

Il serait donc intéressant dans notre modele d’évaluer I'activité hippocampique et
ocytocinergique non pas seulement a I’'age adulte mais au cours de I'exposition au HFD. Il
serait également bienvenu de tester si une supplémentation en OT pendant I'adolescence
pourrait corriger certains des déficits physiologiques et comportementaux des souris HFD.

Origine de la perturbation de la signalisation ocytocinergique chez les souris HFD

Méme si I'OT a été montrée comme impliquée dans divers aspects de I'obésité, le lien entre
régime obésogene et dérégulation ocytocinergique n’est toutefois pas évident. Une des pistes
potentielles est la différence de quantité de cholestérol dans les membranes plasmiques.
Comme mentionné en 1.3.1.2, celui-ci agit comme un modulateur allostérique de I'OTR, le
stabilisant dans un état de haute affinité Gq (Jurek et Neumann, 2018) et il a été montré
gu’une élévation du cholestérol sanguin pouvait apparaitre aprés 12 semaines de régime
obésogene (Stranahan et al., 2011) (il n’est cependant pas certain que celui-ci soit corrélé a la
quantité de cholestérol dans les membranes plasmiques). Il est également possible que les
cytokines pro-inflammatoires, surexprimées chez les animaux HFD, altérent la signalisation
des OTR (Baribeau et Anagnostou, 2015).

Interaction de la signalisation ocytocinergique avec le systéme endocannabinoide

Nos collaborateurs se sont penchés sur la iLTD dépendante des CB1R, primordiale dans la
formation de la mémoire sociale (voir (Loisy et al., 2022). lls ont en particulier montré qu’une
faible dose d’OT était permissive a la iLTD dépendante des CB1R chez les CD mais pas chez les
HFD, alors qu’une forte dose d’OT était suffisante pour permettre la CB1R-iLTD chez les HFD
comme chez les CD (lll. Ch.1 Fig.6). Corroborant un dysfonctionnement de la signalisation eCB-
CB1R dans les déficits comportementaux des souris HFD, des données préliminaires obtenues
pendant ces travaux de thése montrent que la diminution d’expression des CB1R dans
I"hippocampe peut rétablir la SRM ainsi que la néophobie sociale aprés un stress aigu (Fig. 29).
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Figure 29 : Effet d’une diminution de I’expression des récepteurs CB1 dans les neurones hippocampiques sur la mémoire
sociale et la néophobie olfactive sociale due au stress. L’expression des récepteurs CB1 de I’hippocampe dorsal (HPC) a été
abolie par l'injection cérébrale localisée d’un virus exprimant la Cre-recombinase chez des souris CB1-flox. Ces données
préliminaires semblent indiquer qu’une diminution de la signalisation endocannabinoide sur les récepteurs CB1 dans I’HPC
dorsal est capable de rétablir une a) la mémoire sociale (en 3 chambres, ITI 15min, familiarisation 5min) et b) la néophobie
olfactive sociale suite a un stress chez les souris nourries avec un régime obésogene a I’'adolescence.

Néanmoins, il est important de noter que la diminution des CB1R déclenchée par cette
manipulation ne concerne que les neurones glutamatergiques et non les interneurones
GABAergiques, ou la majorité des CB1R hippocampiques sont exprimés. La CB1R-iLTD dépend
des CB1R présents sur les interneurones présynaptiques (voir 2.3.3) et non sur les NPs. Il est donc
probable que la manipulation virale de I'expression des CB1R agisse de maniere completement
indépendante de la CB1R-iLTD. Il est par exemple possible que la moindre expression des CB1R
induise une activation basale moins forte des NPs de I'hippocampe, répliquant les effets d’une
inhibition chémogénétique.

5. Conséquences comportementales : mémoire sociale

Des mesures comportementales nous ont ensuite permis de montrer que I’hyperactivité et le
déficit de signalisation ocytocinergique du CA2 étaient liés aux déficits comportementaux sociaux
notés chez les animaux HFD.

Rétablissement de la mémoire sociale par inhibition chémogénétique de CA2

Comme discuté au début de la partie précédente, il semblerait que 'augmentation du bruit de
fond au sein de la région CA2 soit due a une dérégulation des activités synaptiques depuis les
régions afférentes, ce qui empécherait le dCA2 d’encoder et de rappeler correctement la SRM.
En inhibant par une approche chémogénétique les NPs Cacng5+ (marqueur spécifique d’une
sous-population de NPs de CA2 (Bienkowski, 2023)), nous aurions donc été capables d’abaisser
ce bruit de fond afin de redonner un poids fonctionnel aux informations sociales relayées jusqu’a
I’hippocampe. Cette approche a par ailleurs été validée dans d’autres laboratoires par des
enregistrements électrophysiologiques in vivo, montrant suite a l'injection de CNO une forte
diminution du taux de décharge des NPs de CA2 (Boehringer et al., 2017 ; He et al., 2021). Des
enregistrements ex vivo ont permis de montrer que l'inhibition des NPs de CA2 par I'activation
d’'une DREADD inhibitrice était due a une augmentation de la rhéobase et a une
hyperpolarisation réversible des NPs (Leroy et al., 2017 ; Meira et al., 2018). |l est donc possible
que l'activation de la DREADD inhibitrice hyperpolarise suffisamment les NPs de CA2 pour que la
stimulation depuis CA3 ne déclenche pas de potentiel d’action, tandis que le seuil de
déclenchement de potentiel d’action depuis le LEC serait ramené a un niveau normal. Des
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enregistrements électrophysiologiques couplés a I’activation de la DREADD inhibitrice chez des
souris HFD pourraient éclairer ce point.

En outre, notre étude est la premiere faisant état d’une perturbation de la SRM par I'inhibition
chémogénétique des NPs Cacng5+ (la seule autre étude ayant utilisé la chémogénétique dans ce
but ayant utilisé la lignée Amigo2-Cre (Meira et al., 2018)). Il est également a noter que ni
I'inhibition des NPs Cacng5+ chez les CD, ni un HFD péri-adolescent n’a pu altérer la
discrimination entre un nouveau congénére et un congénere de cage (lll. Ch.1 SupFig 2), alors
que I"étude princeps de (Hitti et Siegelbaum, 2014) avait montré que celle-ci pouvait étre abolie
par I'injection de la toxine tétanique dans le CA2 des souris Amigo2-Cre. Cette différence d’effet
sur la mémoire des congéneres de cage peut s’expliquer par le fait que notre inhibition était
moins puissante fonctionnellement (la toxine tétanique empéche toute libération de
neurotransmetteur ce qui n’est pas le cas de la DREADD) et moins étendue, a la fois
anatomiquement (car Cacng5 s’exprimerait dans une population moins large de NPs CA2 que
Amigo2 (Bienkowski, 2023)) et temporellement (I'inhibition chémogénétique étant transitoire
tandis que l'inhibition par la toxine tétanique était permanente).

Rétablissement de la mémoire sociale par une infusion d’OT dans la région CA2

Nous avons également pu montrer que l'infusion locale dans la région CA2 d’une forte dose d'OT
(10ng), mais pas une faible dose (1ng), rétablissait une SRM normale chez les souris HFD. Or les
OTR sont majoritairement exprimée sur les NPs de CA2 (et dans une moindre mesure sur les
interneurones PV et SST) (Tirko et al., 2018 ; Bertoni et al., 2021 ; Liu et al., 2022) et I'OT a
globalement un effet excitateur. Il n’est pas aisé de comprendre comment les déficits sociaux des
souris HFD peuvent étre a la fois restaurés par une inhibition des NPs de CA2 et une infusion
locale d’OT a haute dose. Nous explorerons ici quelques hypotheses explicatives.

La perte de sensibilité des OTR semble rendre inefficace un signal ocytocinergique physiologique
chez les HFD, empéchant I'induction d’une plasticité dépendante de I'OT dans la région CA2. En
complément de cela, il semblerait qu’une interaction sociale provoque une synthése d’OT
moindre dans le PVN des souris HFD que des souris CD (Fig. 28). Une injection d’OT a haute dose
semble donc capable chez les HFD de rétablir une plasticité efficace pendant la phase d’encodage
de la SRM, contournant I’hyperactivité basale.

D’autre part, comme cela a été mentionné précédemment, nous proposons qu’abaisser le fort
bruit de fond dans CA2, via une inhibition chémogénétique des NPs, aboutisse a une meilleure
intégration des informations sociales arrivant sur le CA2 du LEC et d’autres structures extra-
hippocampiques, en particulier le signal ocytocinergique du PVN devenu plus saillant.

Il est également intéressant de noter ici que les souris CD ayant subi une injection d’OT a haute
dose présentaient un déficit de SRM, indiquant comme cela a déja été montré (Popik et Vetulani,
1991 ; Popik et al., 1992 ; Zhan et al., 2024) qu’une quantité extra-physiologique d’OT est capable
de perturber la SRM.

6. Conséquences comportementales : néophobie sociale due au stress

Nos résultats indiquent qu’un stress non-social aigu (choc électrique ou contention) est capable
d’induire un évitement social spécifique des individus nouveaux. La consommation de HFD a
I’adolescence semble en outre empécher I'établissement de ce phénotype, induisant a la place
un évitement social généralisé.
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Les souris HFD présentent une réponse au stress similaire aux animaux CD

Nous nous sommes tout d’abord assurés que les souris HFD répondaient au stress de maniere
similaire aux souris CD (certaines publications ayant pu mettre en évidence une dérégulation
émotionnelle chez les souris HFD — voir 1.4.4.2). Les mesures de CORT et d’activation cFos dans
le PVN ont bien montré une réponse physiologique typique de stress au choc électrique aussi
bien chez les souris CD que HFD (et méme augmentée dans le cas de la CORT chez les souris HFD ;
[ll. Ch.2 Fig.2m-n). Au niveau comportemental, les animaux CD et HFD montrent une élévation
similaire des comportements de type anxieux le lendemain d’un stress aigu, une autre
manifestation classique du stress (lll. Ch.2 Fig.2j-k). Il ne semble donc pas que le déficit des HFD
se situe au niveau de la réponse émotionnelle per se mais bien dans I'intégration des effets du
stress sur la néophobie sociale.

Potentielle implication du tampon social

Une autre perspective intéressante a explorer serait I'implication des effets modulateurs non pas
du stress sur la fonction sociale mais a l'inverse de la fonction sociale sur le stress. Dans notre
paradigme, les animaux ont été replacés avec leurs congéneéres apres le stress, ce qui a pour effet
notoire de diminuer le stress par un phénoméne nommé tampon social (voir 1.1.1.2.4.2). On
remarque en effet que la CORT était plus élevée chez les animaux HFD que chez les CD une heure
apres le stress, suggérant que le tampon social pourrait étre moins « efficace » chez les souris
HFD que CD. Afin de vérifier cela, il serait important d’évaluer I'effet de I'isolement social suite
au stress sur les niveaux de CORT des souris CD et HFD. Les animaux HFD pouvant détecter les
signaux de stress (Fig. 27), il serait également intéressant de regarder si ces signaux induisent les
mémes comportements chez les CD et les HFD. Observer le comportement de toilettage de
I'autre (« allogrooming ») ou d’agression des individus CD et HFD lors de la réunion apres le
stress, ou méme envers un individu stressé inconnu, pourrait également nous donner des indices
intéressants quant aux potentiels déficits de tampon social des animaux HFD. Enfin le tampon
social permet en général d’atténuer certaines manifestations comportementales émotionnelles
suite au stress. Néanmoins les animaux CD et HFD ont présenté des comportements de type
anxieux augmentés de facon similaire le lendemain du stress. Il est donc peu probable que le
tampon social s’exprime de maniere différente chez les souris HFD mais cela mérite néanmoins
de plus amples investigations.

Rétablissement de la néophobie sociale due au stress chez les souris HFD par modulation
chémogénétique ou ocytocinergique de la région CA2

Comme détaillé précédemment, nous avons été capables de rétablir une néophobie sociale due
au stress chez les souris HFD par inhibition chémogénétique des NPs du CA2 pendant les tests de
préférence sociale (Ill. Ch.2 Fig.4). Nous postulons comme évoqué dans la partie précédente que
I’hyperpolarisation induite par la DREADD a pu compenser I’hyperactivité basale des NPs de CA2
et rétablir un fonctionnement normal de la région CA2 pendant le test.

Tentant de comprendre quels sont les systemes neuromodulateurs potentiellement impliqués
dans ce déficit, nous nous sommes ensuite focalisés sur les glucocorticoides et I'OT, ces deux
systemes étant fortement activés par un stress, ayant été impliqués dans I’évitement social da
au stress (voir 1.3.2) et montrés comme perturbés par un régime HFD (voir I.4.5.5-6). Concernant
les glucocorticoides, comme dit plus haut, les souris HFD présentent apres le stress une CORT
plasmatique supérieure au souris CD (lll. Ch.2 Fig.2m). De plus, nos résultats montrent une
diminution de I'expression des GRs dans le CA1 et le CA2 des souris HFD (lll. Ch.2 SupFig.7f), ce
qui semble différer des publications précédentes montrant que les déficits mnésiques des HFD

188



étaient plut6t lié a une signalisation GR exacerbée puisqu’ils pouvaient étre restaurés par un
blocage des GR (Boitard et al., 2014 ; Khazen et al., 2019 ; Ginieis et al., 2023) ou une inhibition
de la synthése de CORT (Janthakhin et al., 2022). L'importance des MRs dans le fonctionnement
de CA2 (voir 1.2.3.5.1) nous a fait également considérer ce récepteur comme un acteur potentiel
des déficits propres aux animaux HFD, mais aucune différence d’expression n’a pu étre relevée
entre les souris CD et HFD, aussi bien dans CA2 que dans d’autres régions de I"hippocampe (lIl.
Ch.2 SupFig.7).

Concernant le systeme ocytocinergique, les souris HFD présentaient une moindre expression
d’OT dans le PVN aprés un stress que les CD (lll. Ch.2 Fig.5d). Nous avons donc envisagé chez les
animaux HFD que le stress recrute différentiellement les voies ocytocinergiques du PVN
connectées aux régions cérébrales impliquées dans les fonctions sociales, en nous focalisant sur
le CA2. Nous proposons en outre que, chez les CD, ces signaux de stress induisent un remodelage
des poids synaptiques entre les différentes zones détectrices (systeme olfactif, hippocampe,
mPFC) et effectrices (NAc, PAG) afin de changer la valence des signaux sociaux inconnus, avec un
réle central du CA2. En effet, une étude récente montre qu’un stress de défaite sociale module
I'activité de la région CA2 et de ses projections sur le vCA1 puis sur les régions cortico-limbiques,
en particulier I’ACC et le mPFC (trois régions directement liées au NAc) (Radzicki et al., 2024).

Néanmoins, ces effets ont tous été obtenus pendant le stress et non apres le stress. Nous avons
été capables de rétablir chez les souris HFD une néophobie sociale suivant un stress aigu en
manipulant le CA2 (en inhibant I'activité des NPs ou en activant la signalisation OTR), non pas
pendant le choc, mais lors de l'interaction sociale 24h apres le stress. Le fait que I'on puisse
rétablir un phénotype normal chez les souris HFD en modulant I'activité uniquement pendant le
test semble indiquer que les modifications plastiques du réseau (permettant la néophobie
sociale) s’établissent normalement suite au stress mais ne s’exprime pas lors du test. Le fait que
les animaux HFD présentent bien un évitement social généralisé apres le stress nous conforte
dans I'idée que la valence des signaux sociaux est modifiée en réponse a I'expérience du stress
mais qu’un dysfonctionnement du CA2 empéche de moduler la valence négative des signaux
sociaux apres un stress en fonction de leur familiarité. Ces résultats sont a rapprocher d’une
publication récente suggérant que le CA2 est nécessaire a la discrimination entre des congéneres
prédisant un danger ou non lors d’'un conditionnement de peur sociale basé sur I'association d’un
individu a un stimulus aversif. L’étude a en effet pu montrer que I'inactivation de la région CA2
pendant le conditionnement amenait les souris a traiter tous les congéneres comme des
potentiels danger, qu’ils aient été préalablement associés au stress ou non (Kassraian et al.,
2023). Il est également possible que le signal de nouveauté sociale, en partie fourni par le SuM
sur le CA2 (S. Chen et al., 2020)), devienne aversif plutot qu’attractif aprés un stress aigu et que
ce signal ne puisse plus étre correctement interprété par la région CA2 chez les souris HFD. De
maniere importante, il doit étre souligné que ce déficit n’est pas causé par une absence de
discrimination de leurs congéneéres de cages par les souris HFD (lll. Ch.2 Sup Fig 2). Il est donc
possible que la modulation de I’évitement social par le stress nécessite une activité de CA2 plus
finement régulée qu’un simple rappel en mémoire des individus connus de longue date.

Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-tendant ce phénotype et sa perturbation chez
les animaux HFD, la suite de nos recherches devra se concentrer sur deux axes prioritaires. En
premier, il nous faudra évaluer les changements neurobiologiques ayant lieu lors du stress chez
les individus CD et HFD. Il serait en particulier intéressant de comprendre si le déficit d’expression
d’OT dans le PVN et la surexpression de CORT des animaux HFD suite au stress se retrouve dans
certaines régions du cerveau responsables de |’évitement social, en particulier la région CA2. Il
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est a noter que nous avons mis en évidence chez les HFD une moindre activation lors des
enregistrements de I'activité calcique des NPs de CA2 pendant le choc. Mais ces résultats sont a
prendre avec prudence compte tenu de I'activité basale plus intense et variable chez ces souris.
Une alternative serait de moduler par une approche chémogénétique la région CA2 pendant le
stress puis évaluer la néophobie sociale induite. Des résultats préliminaires suggerent que cela
pourrait en effet restaurer une néophobie sociale apres stress chez les souris HFD. Une autre
approche trés instructive serait d’imager directement la signalisation ocytocinergique (a I'aide
d’un marqueur fluorescent adapté (Ino et al., 2022)) dans la région CA2 pendant un stress et lors
des tests d’interaction sociale afin d’évaluer son intensité.

Ensuite, il serait passionnant de comprendre comment, lors du test, le CA2 peut moduler
I'activité des régions effectrices afin de garder inchangée I'attractivité envers les congéneres
familiers. Enregistrer I’activité calcique mais également ocytocinergique des projections aval de
CA2 (tels que le vCA1 et le LS) pourrait fournir des pistes de réponse a cette question. Cela
pourrait étre suivi, comme nous 'avons fait dans les études présentées ici, d’'une approche
causale en utilisant la modulation chémogénétique de ces voies. Cette perspective sera explorée
plus en profondeur dans la partie suivante.

7. Implication du réseau entourant la région CA2

Comme détaillé dans I'introduction, la mémoire sociale fait intervenir non seulement la région
CA2 de I'hippocampe mais également un réseau distribué en amont et en aval, indispensable
pour le relai des informations sociales, la perception de la nouveauté sociale et la manifestation
de comportements sociaux (investigation sociale, agression, affiliation) modulés par cette
mémoire. Il serait donc intéressant d’investiguer plus en détail quels sont les circuits impactés
par le HFD et s’ils sous-tendent différemment les déficits de SRM et de néophobie sociale due au
stress. Il semblerait tout d’abord qu’une suractivation des connexions dCA2-vCA1 soit impliquée
dans ces deux comportements, car une inhibition chémogénétique globale de I"hippocampe
dorsal comme de I"hippocampe ventral (VHPC) chez des animaux HFD s’est montrée capable de
rétablir la néophobie sociale du au stress (Fig. 30) comme la mémoire sociale (Fig. 31).
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Figure 30 : Effet de I'inhibition chémogénétique de I’hippocampe dorsal et ventral sur la néophobie sociale due au stress.
Un virus portant la DREADD inhibitrice (hM4Di) sous contréle du promoteur CaMKIl a été injecté dans I’hippocampe dorsal
(dHPC) ou ventral (vHPC), afin qu’elle soit exprimée dans les neurones pyramidaux glutamatergiques des deux structures.
L’activation de cette DREADD par injection de CNO avant un test de discrimination olfactive sociale chez des animaux
stressés a pu rétablir une préférence pour les odeurs familiéres chez les souris, et ce aussi bien dans le dHPC que dans le
VHPC (tests de Student a un échantillon comparés a 50%, # : p<0.05 ; ANOVA a une voie, * : p<0.05).
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De plus, il semble que les projections du vHPC vers le mPFC, mais pas du vHPC sur le NAc soient
impliquées dans les déficits de SRM chez les souris HFD, car une inhibition spécifique de cette
voie a également pu améliorer la SRM des souris HFD (Fig. 31). Si les deux voies ont été montrées
comme impliquées dans I’encodage et le rappel de la SRM (Okuyama et al., 2016 ; Phillips et al.,
2019 ; Sun et al., 2020), il est possible que la voie vHPC-mPFC soit particulierement touchée par
un régime HFD. Cela résonne de plus grandement avec I'étude de (Reichelt et al., 2019), mettant
en évidence un dysfonctionnement du mPFC liées aux déficits de SRM. De plus, les connexions
du vHPC sur les interneurones a PV du mPFC semblent particulierement importantes dans la SRM
(Sunetal., 2020), ces méme interneurones qui sont étre altérés aprés 4 semaines de HFD juvénile
(Reichelt et al., 2019).
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Figure 31 : Données préliminaires sur I'effet de I'inhibition chémogénétique de I'hippocampe dorsal et ventral et des
projections sur les déficits de mémoire sociale (SRM) diis au régime obésogeéne (HFD). Une inhibition de I'hippocampe
dorsal, de I’hippocampe ventral ou de ses projections sur le cortex préfrontal ventromédian (vHPC-vmPFC), mais pas le
noyau accumbens -vHPC-NAc), a pu améliorer les déficits de SRM dans un test en 3 chambres (ITI 15min, familiarisation
5min ; tests de Student a un échantillon comparés a 50%, * : p<0.05).
Un enregistrement en photométrie de fibre des projections du dCA2 sur le vCA1 chez les animaux
HFD serait donc particulierement intéressante. Il en est de méme pour les projections dCA2-dLS,
ce dernier étant trés impliqué dans I'apparition de la néophilie sociale au cours du
développement et dans la néophobie sociale due au stress. Ceci étant dit, il semblerait que les
connexions CA2-dLS soient spécifiquement recrutées lors d’'un comportement agressif (Leroy et
al., 2018), ce que nous n'avons pas investigué chez nos souris HFD. Il serait donc intéressant
d’évaluer si le stress et/ou le HFD sont capables de moduler I'activité de cette connexion et le
comportement agressif chez nos animaux. Il serait également important d’imager les structures
projetant sur le dCA2, en particulier le septum médial et le SuM, toutes deux fortement
impliquées dans la SRM (S. Chen et al., 2020 ; X. Wu et al., 2021).

Conclusion générale

Ces travaux de these nous ont permis d’explorer les effets socio-mnésiques d’une exposition péri-
adolescente a un régime riche en graisse et en sucres, mais également une facette méconnue de
la région CA2 de I'hippocampe : son implication dans la modulation par le stress de la fonction
sociale. En effet, si le stress a depuis longtemps été montré comme capable de diminuer
I'appétence sociale des animaux, notre étude est la premiére a caractériser que cet évitement
ne s’applique qu’aux animaux inconnus et pas aux congéneres familiers. Grace a |'utilisation de
la lignée Cacng5-Cre, nous avons pu montrer que la région CA2 était clairement impliquée dans
ce comportement.
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Chez les souris nourries avec un régime standard, I'inhibition chémogénétique des neurones
pyramidaux de CA2 perturbe la mémoire sociale d’un individu nouvellement familier, mais pas la
reconnaissance de congéneres de cages tres familiers. En revanche, aprés un stress, la
modulation de l'activité de la région CA2 annule I'effet du stress sur les préférences sociales
individuelles et olfactives (i.e. une réduction de I'investigation des souris et des odeurs nouvelles
mais pas familiéres). Nous supposons qu’un stress aigu entraine une modulation plastique du
réseau impliquant la région CA2, et que cette derniere est ultérieurement recrutée pour
finement et sélectivement réguler I'évitement social induit par ce stress. Cela expliquerait
pourquoi la modulation du CA2 modifie I'investigation des congéneéres tres familiers en présence,
mais pas en absence, de stress.

L’utilisation de notre modele d’obésité juvénile nous a permis de pousser plus loin I'investigation
des mécanismes responsables de ces comportements. La consommation d’un régime obésogene
péri-adolescent semble empécher I'encodage de la mémoire sociale et I'expression de la
néophobie sociale due au stress, et la diminution chémogénétique de I’activité pyramidale du
CA2 ou la stimulation locale de la signalisation ocytocinergique ont cette fois entrainé non pas
une détérioration mais une amélioration des comportements, rétablissant des phénotypes
NOrmMaux.

Le systeme ocytocinergique et |'activité de la région CA2 de I’"hippocampe sont donc des acteurs
importants de la mémoire sociale et du lien entre spheres émotionnelle et sociale. Ces
recherches mettent en valeur le réle primordial des structures responsables de la mémoire, dont
I’hippocampe, dans notre rapport au monde et soulignent I'importance de prévenir les facteurs
environnementaux pouvant lui étre déléteres, comme une alimentation déséquilibrée.
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Résumé

L'obésité juvénile est un probleme de santé publique préoccupant associé a des
comorbidités cardio-métaboliques, mais également a des déficiences cognitives dont
I'ampleur reste mal connue. En raison de 'augmentation de la consommation d'aliments
obésogenes, la prévalence mondiale du surpoids et de I'obésité chez les enfants et les
adolescents agés de 5 a 19 ans a considérablement augmenté, passant de 8 % en 1990 a
20 % en 2022, d'ou l'importance d’en connaitre les conséquences cognitives. L'obésité
juvénile peut étre reproduite en laboratoire chez des rongeurs nourris avec un aliment
riche en lipides saturés et en sucre (HFD) pendant I'adolescence. Notre équipe a
récemment montré que les déficits de mémoire spatiale, contextuelle et de reconnaissance
d'objet induits par un HFD sont associés a une hyperactivité hippocampique et peuvent
étre restaurés par une diminution chémogénétique de l'activité des neurones pyramidaux
de I'hippocampe. Dans ce travail de these, nous avons tenté de déchiffrer si des aires
spécifiques de I'hippocampe pourraient étre responsables des altérations de la mémoire
sociale. Nous nous sommes concentrés sur la zone CA2 de I"hippocampe dorsal, connue
pour son role crucial dans la mémoire sociale.

Des approches électrophysiologiques ex vivo réalisées par I’équipe Chevaleyre-Piskorowski
ont mis en évidence une hyperexcitabilité des cellules pyramidales de CA2, associée a une
moindre modulation ocytocinergique chez les souris nourries avec un HFD. En parallele
nous avons montré que l'inactivation chémogénétique restreinte aux neurones
pyramidaux du CA2 ainsi que l'injection locale d'ocytocine dans la zone CA2 annulaient les
déficits de mémoire sociale des souris nourries avec un HFD.

Par ailleurs, le stress influence les interactions sociales. Aussi, dans une seconde étude,
nous avons évalué I'impact du HFD sur cette modulation des orientations sociales par le
stress ainsi que le réle joué par I'aire CA2. Un stress aigu (choc électrique ou contention)
diminue l'intérét naturel des souris pour les cibles sociales nouvelles, aboutissant a une
diminution de la préférence pour un congénére nouveau et a I'apparition d’'une préférence
pour les odeurs sociales familieres, et ce chez les souris nourries avec un aliment standard
mais pas un HFD. Ce manque de néophobie sociale induite par le stress chez les souris HFD
est associé a une activité calcique basale plus importante dans les neurones pyramidaux de
CA2. De plus, l'inactivation chémogénétique de ces neurones ou l'injection locale
d'ocytocine dans la zone CA2 rétablissent, apres le stress, la néophobie sociale induite par
le stress chez les souris nourries avec un HFD. Dans I'ensemble, nos résultats indiquent
gu’une alimentation haute en graisse et en sucre a I'adolescence perturbe la mémoire
sociale et la néophobie sociale due au stress par une altération de I'activité de I'aire CA2
de I'hippocampe et de sa signalisation ocytocinergique.

Mots clés : obésité, mémoire sociale, préférences sociales, stress, adolescence, CA2,
hippocampe, ocytocine, chémogénétique
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