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RESUME

La carence en vitamine A au cours de la période périnatale, causée par un régime appauvri en
vitamine A, reste un enjeu de santé publique majeur, notamment dans les pays en voie de
développement. En effet, I'acide rétinoique (AR), le métabolite actif de la vitamine A, est essentiel
pour le développement cérébral du foetus et du nouveau-né, et joue un réle trés important dans les
fonctions cérébrales a I'dge adulte. En se fixant sur ses récepteurs nucléaires qui jouent le réle de
facteur de transcription, '’AR régule I'expression de nombreux génes, notamment impliqués dans
la transmission dopaminergique au sein du striatum. D’autre part, une diminution du statut en
vitamine A au cours de la gestation chez la mére ou des polymorphismes génétiques des acteurs
de la voie de signalisation des rétinoides ont été associés a certaines maladies psychiatriques
neurodéveloppementales, comme la schizophrénie, en revanche, les mécanismes sous-jacents

restent a étabilir.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette thése, dont I'objectif était d’étudier les conséquences
d’'une carence en vitamine A débutée lors de la gestation, chez la souris, sur la modulation du
métabolisme de la vitamine A et son impact sur la fonctionnalité de la transmission dopaminergique
chez la descendance adulte. Nous faisons I'hypothése qu’une hypoactivité de la signalisation des
rétinoides pourrait conduire a un dysfonctionnement de la transmission dopaminergique au sein

du striatum, caractéristique de certaines pathologies neurodéveloppementales.

Dans cette étude, nous montrons qu’une carence périnatale en vitamine A chez la souris induit une
hypoactivité de la signalisation des rétinoides associée a des altérations de la transmission
dopaminergique chez la descendance adulte, qui sont plus prononcées dans le noyau accumbens
(NAc) que dans le striatum dorsal. Plus précisément, une diminution d’expression de ’TARNm du
transporteur de la dopamine (DAT) et du récepteur dopaminergique 3 (D3R) est observée chez la
descendance carencée en vitamine A, au sein de l'aire tegmentale ventrale (ATV) et du NAc,
respectivement. Ces altérations neurobiologiques de la voie de transmission dopaminergique
meésolimbique s’accompagnent chez la descendance male carencée d’'une augmentation des
processus motivationnels et de I'impulsivité évalués dans des taches de conditionnement opérant,
contrairement a la descendance femelle carencée qui semble protégée. Pour approfondir I'étude
de la transmission mésolimbique, nous avons étudié l'activité dopaminergique mésolimbique in
vivo dans notre modeéle, en combinant le biosenseur dopaminergique dLight a la photométrie de
fibre. Nous avons ainsi montré que la carence périnatale en vitamine A altére la dynamique
dopaminergique in vivo, conduisant a une augmentation de la libération de dopamine phasique
dans le NAc pendant des taches de conditionnement opérant. Enfin, le lien causal entre les

altérations de la transmission dopaminergique mésolimbique et les altérations comportementales



observées chez la descendance carencée en vitamine A a été étudié par l'utilisation d’approches

virales (DREADD) permettant de manipuler I'activité des neurones dopaminergiques.

En conclusion, ce travail de thése démontre I'importance de la signalisation des rétinoides, pendant
et aprés la période périnatale, pour maintenir I'intégrité de la transmission dopaminergique
mésolimbique. Cette étude suggére que la diminution du statut en vitamine A dans le cadre de
plusieurs pathologies psychiatriques neurodéveloppementales pourrait jouer un role dans certains
aspects de la symptomatologie de ces maladies, tels que les troubles motivationnels ou impulsifs.
Ainsi, la supplémentation nutritionnelle en vitamine A pourrait étre envisagée comme stratégie
nutritionnelle pour prévenir les processus cognitifs altérés par la carence en vitamine A, dans le

cadre de ces pathologies, et permettre un développement cérébral normal chez I'enfant.

Mots-clés : Vitamine A, acide rétinoique, noyau accumbens, striatum, dopamine, mésolimbique,

motivation.



ABSTRACT

Vitamin A deficiency during the perinatal period, caused by a vitamin A-deficient diet, remains a
major public health issue, especially in developing countries. Retinoic acid (RA), the active
metabolite of vitamin A, is essential for the brain development of the fetus and newborn and plays
a very important role in brain function in adulthood. By binding to its nuclear receptors, which act
as transcription factors, RA regulates the expression of numerous genes, notably those involved in
dopaminergic transmission within the striatum. On the other hand, reduced maternal vitamin A
status during gestation or genetic polymorphisms in the retinoid signaling pathway have been
associated with certain neurodevelopmental psychiatric diseases, such as schizophrenia, although

the underlying mechanisms remain to be established.

This is the background to this thesis, with the aim of studying the consequences of vitamin A
deficiency initiated during gestation, in mice, on the modulation of vitamin A metabolism and its
impact on the functionality of dopaminergic transmission in adult offspring. We hypothesize that
hypoactivity of retinoid signaling could lead to dysfunction of dopaminergic transmission in the

striatum, characteristic of certain neurodevelopmental pathologies.

In this study, we show that perinatal vitamin A deficiency in mice induces hypoactivity of retinoid
signaling associated with alterations in dopaminergic transmission in adult offspring, which are
more pronounced in the nucleus accumbens (NAc) than in the dorsal striatum. More specifically,
decreased expression of dopamine transporter (DAT) and dopamine receptor 3 (D3R) mRNA is
observed in vitamin A-deficient offspring in the ventral tegmental area (VTA) and NAc, respectively.
These neurobiological alterations in the mesolimbic dopaminergic transmission pathway are
accompanied in deficient male offspring by an increase in motivational processes and impulsivity
assessed in operant conditioning tasks, in contrast to deficient female offspring who appear to be
protected. To further investigate mesolimbic transmission, we studied mesolimbic dopaminergic
activity in vivo in our model, combining the dLight dopaminergic biosensor with fiber photometry.
We have shown that perinatal vitamin A deficiency alters dopaminergic dynamics in vivo, leading
to an increase in phasic dopamine release in the NAc during operant conditioning tasks. Finally,
the causal link between alterations in mesolimbic dopaminergic transmission and the behavioral
changes observed in vitamin A-deficient offspring was investigated using viral approaches

(DREADDSs) to manipulate the activity of dopaminergic neurons.

In conclusion, this thesis demonstrates the importance of retinoid signaling, during and after the
perinatal period, in maintaining the integrity of mesolimbic dopaminergic transmission. This study
suggests that reduced vitamin A status in several neurodevelopmental psychiatric disorders may

play a role in certain aspects of the symptomatology of these pathologies, such as motivational or



impulsive disorders. Thus, nutritional supplementation with vitamin A could be envisaged as a
nutritional strategy to prevent cognitive processes altered by vitamin A deficiency, in the context of

these pathologies, and enable normal brain development in children.

Keywords : Vitamin A, retinoic acid, nucleus accumbens, striatum, dopamine, mesolimbic,

motivation.
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PREAMBULE

Ce projet de thése vise a mieux comprendre comment une hypoactivité de la signalisation des
rétinoides, pendant le développement cérébral, pourrait impacter la transmission dopaminergique,
au sein dune structure particulierement vulnérable, le striatum, et participer ainsi au
développement de la symptomatologie de certaines maladies psychiatriques

neurodéveloppementales.

La premiére partie de cette thése est une introduction générale. Nous allons, dans un premier
chapitre, nous intéresser au métabolisme et a |la signalisation de la vitamine A. Nous allons détailler
les sources alimentaires de la vitamine A, les mécanismes permettant son absorption et son
stockage dans 'organisme, ainsi que la synthése de son métabolite actif, I'acide rétinoique, et sa
signalisation au niveau cérébral. Nous nous concentrerons ensuite sur son réle au niveau du
cerveau, particulierement dans le développement embryonnaire et cérébral. Enfin, nous ferons un
état de l'art des preuves d'une altération de la signalisation des rétinoides dans le cadre de
plusieurs pathologies psychiatriques neurodéveloppementales. Dans un second chapitre, nous
décrirons la présence d'une symptomatologie commune retrouvée dans ces pathologies
psychiatriques, caractérisée par des altérations des processus motivationnels et de I'impulsivité.
Nous parlerons également des mécanismes neurobiologiques sous-tendant ces aspects
comportementaux, en détaillant la signalisation dopaminergique au sein du striatum. Enfin, nous
dresserons, dans un troisieme chapitre, I'état des connaissances concernant I'implication de la
vitamine A et de la signalisation de I'acide rétinoique dans le développement du striatum et de la
transmission dopaminergique au sein de cette structure, ainsi que les études décrivant les
conséquences d’'une altération de la signalisation des rétinoides sur l'intégrité de la transmission
dopaminergique au sein du striatum. Pour mettre fin a cette premiére partie, nous formulerons les

hypothéses et les objectifs de cette these.

La deuxieéme partie de la thése servira a décrire la démarche expérimentale mise en place pour

répondre aux différents objectifs.

La troisieme partie de la thése présente les résultats obtenus, divisés en deux sous-parties. La
premiére partie concerne I'article scientifique rédigé en anglais. La deuxiéme partie concerne les

autres résultats qui ont été émis au cours de cette thése non inclue dans la publication scientifique.

Enfin, la quatrieme partie de cette thése est une discussion générale qui reprend les principaux
résultats et présente les perspectives de ce projet de thése. Cette partie se conclura par une

conclusion générale.

17



18



INTRODUCTION

19



20



Chapitre 1. La vitamine A, métabolisme et signalisation dans le

cerveau.

l. Généralités sur la vitamine A

1. La vitamine A et la famille des rétinoides

La vitamine A ou rétinol-tout-trans (ou rétinol) est un micronutriment liposoluble qui compte de
nombreux dérivés métaboliques, naturels ou synthétiques, appartenant a la famille des « rétinoides ».
Les rétinoides possédent de grandes similitudes au niveau structural. lls possédent tous une chaine
latérale composée de 4 unités isopréniques (hydrocarbures de 5 carbones ramifiés a doubles liaisons),
leur conférant leur caractere lipophile et hydrophobe, avec des séries de doubles liaisons conjuguées
(cis ou trans). La chaine latérale peut également porter différentes fonctions (alcool, aldéhyde ou
acide), permettant avec la configuration cis ou trans, de fournir une certaine spécificité d'activité aux
différents rétinoides (Carazo et al., 2021 ; Blomhoff et Blomhoff, 2006 ; Asson-Batres et Rochette-Egly,
2016). Les principales fonctions dans l'organisme du rétinol, le rétinoide majoritaire dans I'organisme,
ne sont pas exercées par le rétinol lui-méme, mais par ses dérivés métaboliques. Les principales
molécules biologiqguement actives dérivées du rétinol sont le 11-cis-rétinal (ou 11-cis rétinaldéhyde)
connu pour son réle majeur dans la vision et I'acide rétinoique tout-trans (ATRA ou AR), un puissant
morphogene et facteur de différenciation agissant via la régulation de I'expression génique pour
moduler notamment des processus physiologiques tels que 'embryogénése et le développement
cérébral (Al Tanoury et al., 2013). Outre leurs réles physiologiques, d'autres dérivés métaboliques des
rétinoides sont utilisés en thérapeutique, comme l'acide rétinoique 13-cis, utilisé dans le traitement de
I'acné, sous le nom de Roaccutane® (Bershad, 2001). Des dérivés métaboliques naturels et analogues
synthétiques des rétinoides comme le bexarotene et lalitrétinoine (acide rétinoique 9-cis) sont
également utilisés ou testés dans le traitement de certains cancers (Carazo et al., 2021 ; Bushue et
Wan, 2010). Les rétinoides sont classés en quatre générations, la premiere génération comprenant les
rétinoides présents dans l'alimentation et leurs métabolites et la deuxiéme, troisieme et quatrieme

génération étant les dérivés synthétiques (Carazo et al., 2021) (Figure 1).
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Figure 1. Structure des principaux rétinoides. Les rétinoides de premiére génération sont retrouvés
dans l'alimentation et leurs métabolites formés dans I'organisme. Les rétinoides de deuxiéme, troisiéme
et quatriéeme génération sont des dérivés synthétiques utilisés dans le traitement de diverses maladies
(Carazo et al., 2021).

Un autre mode de classification de la vitamine A et de ses dérivés a émergé ces derniéres années. Les
recherches sur la vitamine A se sont traditionnellement concentrées sur les dérivés de la vitamine A1,
comprenant les rétinoides décrits ci-dessus (Bohn et al., 2023). La vitamine A2 (3,4-déhydrorétinol)
n'a pas d’impact nutritionnel ni physiologique chez 'Homme, donc reste trés peu étudiée, méme si elle
apparait avoir un réle majeur chez les oiseaux et les poissons (Bohn et al., 2023). Les vitamines A3 et
A4 sont des analogues du rétinal et sont impliquées dans la fonction visuelle chez les espéces non
mammiferes (Bohn et al., 2023). Plus récemment un nouveau groupe de vitamine A a été identifié et
nommeé, dans une suite logique, le groupe de la vitamine A5 dont les précurseurs (vitamine A préformée
et provitamine A) sont susceptibles de provenir de l'alimentation (Krezel et al., 2021 ; Bohn et al., 2023).
Limportance majeure de la vitamine A5 est d'étre le précurseur nutritionnel de la molécule active,
I'acide 9-cis-13,14-dihydrorétinoique (9CDHRA) (Krezel et al., 2021 ; Bohn et al., 2023). Cependant,
dans le reste de ce manuscrit nous nous concentrerons sur le métabolisme et la signalisation des

rétinoides de la famille de la vitamine A1.
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2. Les sources alimentaires

La vitamine A ne peut pas étre synthétisée de novo chez les espéces d'origine animale et doit donc
étre apportée par l'alimentation. La source majeure d'apport en vitamine A pour 'Homme est la
vitamine A préformée (esters de rétinol, ER) retrouvée dans les aliments d’origine animale. La vitamine
A sera, par ailleurs, apportée sous cette forme dans nos expérimentations. Le lait, les produits laitiers
et la viande constituent les sources principales, suivis des ceufs et du poisson (Beltran-de-Miguel et
al., 2015). Le foie de divers animaux délevage ou de volaille constitue la source la plus riche en
vitamine A, avec des dizaines de mg de rétinol pour 100g de foie, avec un taux le plus élevé pour le
foie de porc (Majchrzak et al., 2006 ; Carazo et al., 2021). Ceci est également vrai pour le foie de
poisson, ou I'huile de foie de morue est le contributeur majeur avec des taux de 18 a 75 mg de rétinol
pour 100g d’huile (Carazo et al., 2021). Le lait contient de 20 a 80 pg de rétinol pour 100 ml. Ce taux
varie en fonction de la quantité de graisse présente dans la matrice, plus le lait est riche en matiére

grasse, plus il contiendra de rétinol (Barlowska et al., 2011 ; Carazo et al., 2021).

La vitamine A peut également étre apportée sous forme de provitamine A, via les caroténoides, a partir
de produit d’origine végétale (majoritairement les végétaux pigmentés jaune, orange, rouge et vert). |l
existe une cinquantaine de caroténoides mais seulement le [-caroténe, I'a-carotene et la -
cryptoxanthine sont présents en quantité suffisante dans notre alimentation (Reboul, 2019 ; Weber et
Grune, 2012). Le B-caroténe est le plus abondant dans notre alimentation, les carottes, les épinards
et les tomates étant les sources principales. Les sources majeures de B-cryptoxanthine sont les
agrumes et les jus d’agrumes (Kelly et al., 2018 ; Beltran-de-Miguel et al., 2015 ; Maiani et al., 2009 ;
Carazo et al., 2021). Les caroténoides sont présents dans les végétaux sous forme libre ou estérifiee
avec des acides gras, c'est le cas pour la B-cryptoxanthine qui est retrouvé majoritairement sous forme
estérifiée dans le piment, la papaye, la mangue ou les abricots (Maiani et al., 2009 ; Breithaupt et al.,
2001 ; Carazo et al., 2021). La teneur en caroténoides des différentes espéces végétales varie en
fonction de plusieurs facteurs, dont la couleur de la chair ou encore le degré de maturité, ou la teneur
est beaucoup plus élevée dans les fruits les plus mars (Carazo et al., 2021). Certaines plantes ou
herbes médicinales, céréales ou huiles vegétales peuvent également constituer des sources de

caroténoides provitamine A (Carazo et al., 2021).

Lefficacité d’absorption de la vitamine A dépend grandement du type de précurseur apporté par
I'alimentation. Elle est supérieure pour la vitamine A préformée (80-90%) comparée aux provitamines
A (50-60%) (Pallet et Enderlin, 2011). Le mode de préparation (crut ou cuit) ainsi que la matrice
alimentaire influent également sur l'efficacité d’absorption, par exemple une meilleure absorption du -
caroténe (9 fois supérieure) est observée lorsque celui-ci est incorporé dans une matrice huileuse

(Weber et Grune, 2012).
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3. Les recommandations nutritionnelles

Les besoins de consommation en vitamine A se quantifient en unité internationale (Ul) avec 1 Ul
equivaut a 0,3 pg de rétinol, ou en « équivalent rétinol ». Léquivalent rétinol est plus couramment utilise,
puisqu’il prend en compte le type de précurseur apporté par lalimentation et donc son degré de
rendement (fraction absorbée par l'organisme) qui varie entre la vitamine A préformée et les
provitamines A. Ainsi, 1 « équivalent rétinol » correspond a 1 pg de rétinol, 12 ug de B-carotene et 24

g d’autres caroténoides (Trumbo et al., 2001 ; Carazo et al., 2021).

Les références nutritionnelles pour la population (RNP) relatives aux apports en vitamine A, sont les
recommandations pour la population générale en bonne santé. Léquivalent rétinol est classiquement
utilisé par les différentes autorités de santé dans le monde pour donner ces RNP. Cependant ces RNP
incluent seulement les apports en vitamine A préformée, mais non les apports en caroténoides. Ces
références varient en fonction de I'age, du sexe et de I'état physiologique. Elles sont plus faibles pour
les enfants et les nourrissons ainsi que pour les personnes agées. En revanche, elles sont plus élevées
chez la femme enceinte et allaitante compte tenu de I'importance de la vitamine A dans 'embryogenése
et le développement du foetus (Bailey et al., 2019). Les recommandations nutritionnelles en vitamine A
sont disparates et varient d’'un pays a l'autre (Weber et Grune, 2012 ; Bohn et al., 2023). Le tableau
suivant (Tableau 1) résume donc les RNP en « équivalent rétinol » basées sur les recommandations

de plusieurs institutions nationales et internationales (Bohn et al., 2023).

Tableau 1. Recommandations nutritionnelles pour la population pour la vitamine A.
Recommandations nutritionnelles pour la population pour la vitamine A (rétinol) dans différentes
catégories de la population, basées sur les recommandations de plusieurs institutions nationales et
internationales* (Bohn et al., 2023). * EFSA (European Food Safety Authority), USDA (United States
Department of Agriculture), WHO-FAO (World Health Organisation/Food and Agriculture Organization),

DACH (German Austrian and Swiss Recommended Dietary Intakes).

Références nutritionnelles pour la population

Homme adulte 600-900
Femme adulte 500-750
Femme enceinte 700-800
Femme allaitante 850-1300
Enfant 300-950

LEFSA a proposé des recommandations relatives a la consommation de provitamines A, notamment
pour le B-carotene, cependant, il n'existe pas de recommandations générales telles que les RNP. Ainsi,
il est recommandé un apport de 2 a 5 mg/jour pour le B-caroténe apporté par des sources naturelles

(aliments) et de 1 a 2 mg/jour pour le B-carotene provenant d’additifs alimentaires (Bohn et al., 2023).
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Sur la base des effets indésirables de divers essais de supplémentation, I'EFSA recommande un apport
inférieur a 15 mg/jour (EFSA, 2012a ; 2012b).

Il est par ailleurs recommandé que 60% de l'apport en vitamine A soit sous forme de provitamine A et
40% sous forme de vitamine A préformée (Pallet et Enderlin, 2011 ; Cordain et al., 2005). En revanche,
il a été montreé par plusieurs études cliniques, que dans les pays industrialisés, le total de vitamine A
consommeée est apporté principalement par 65% de vitamine A préformée et seulement 35% par les
provitamines A (Weber et Grune, 2012). Al'inverse, dans les pays en voie de développement la majorité
des apports en vitamine A sont couverts par des sources végétales (provitamine A), ceci s'expliquant

par la difficulté d’accés a des denrées d'origine animale (Harrison, 2012 ; Miller et al., 2002).
1. Le métabolisme de la vitamine A

1. Absorption intestinale

La vitamine A est majoritairement apportée par l'alimentation, mais peut aussi étre apportée par
d’autres voies d’administration (intramusculaire ou topique par exemple) notamment dans le cadre d’'un
usage thérapeutique (Carazo et al.,, 2021). Cependant, dans ce manuscrit nous détaillerons

uniguement la voie d’administration orale.

Les micronutriments liposolubles, comme la vitamine A, vont globalement suivre le méme processus
de digestion que les lipides, et 'absorption a lieu dans la premiére moitié de l'intestin gréle (Reboul,
2013). Ainsi, la vitamine A est transférée aux gouttelettes lipidiques, produites de I'émulsion des
graisses alimentaires, présentes dans la lumiere gastro-intestinale au cours de la digestion. Ce
transfert est modulé par de nombreux facteurs, tels que la matrice alimentaire par exemple, et serait
facilité par les enzymes gastriques et pancréatiques participant a la digestion des aliments (Borel et
al., 2003 ; Borel et Desmarcheliers, 2017). La vitamine A transférée dans les goulettes lipidiques est
ensuite incorporée dans des micelles mixtes, sous forme d'esters de rétinol (ER), qui seront hydrolysés
ensuite en rétinol par la lipase pancréatique (Borel et Desmarcheliers, 2017). Les provitamines A ne
sont pas métabolisées et restent telles quelles dans les micelles mixtes (Tyssandier et al., 2003 ; Borel
et Desmarcheliers, 2017). Ensuite, les micelles mixtes transportent le rétinol et les provitamines A vers

la partie apicale de I'entérocyte ou ils vont étre absorbés selon des mécanismes différents.

Le rétinol libre peut ensuite entrer dans les entérocytes par diffusion active, grace a un transporteur
actif saturable, RBPR2 (RBP4-receptor-2) ou par diffusion passive lorsque ce dernier est saturé.
Cependant les mécanismes de diffusion passive ne sont pas encore clairement définis (Reboul, 2013 ;
Carazo et al., 2021). Labsorption des caroténoides par les entérocytes, longtemps considérée comme
passive, impliquerait aussi certains transporteurs actifs comme SR-B1 (Scavenger Receptor Class B1)

et CD36 (Cluster of Differenciation 36) (Borel et al., 2003) (Figure 2).
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Apres avoir traversé la membrane apicale des entérocytes, le rétinol et les caroténoides doivent
traverser la cellule intestinale pour étre sécrétés au niveau basolatéral dans la circulation sanguine.
Dans les entérocytes, le rétinol absorbé (rétinol préformé) ou formé (a partir des caroténoides) se lie a
une protéine de transport spécifique, CRBP2 (Cellular Retinol Binding Protein 2) permettant son
transport intracellulaire. La CRBP existe sous deux formes: CRBP1 et CRBP2. La CRBP1 est
ubiquitaire dans l'organisme, tandis que I'expression de la CRBP2 est majoritairement restreinte aux
cellules intestinales (Kanai et al., 1968 ; Carazo et al., 2021). CRBP2 transporte le rétinol vers les sites
ou: (1) il est oxydé en rétinal puis en acide rétinoique, qui participe a la régulation génique dans
I'entérocyte, soit (2) estérifié en ER, étape nécessaire pour son incorporation dans les chylomicrons
(Borel et Desmarcheliers, 2017). La LRAT (Lecithin Retinol Acyl Transferase) assure cette estérification
du rétinol avec des acides gras a longues chaines, majoritairement du palmitate (Carazo et al., 2021 ;
Napoli, 2017). Ces ER sont ensuite incorporés dans les chylomicrons, des lipoprotéines spécialisées
dans le transport des lipides dans 'organisme, qui vont ensuite rejoindre le systeme lymphatique, puis

la circulation générale (D’Ambrosio et al., 2011) (Figure 2).

Le transport intracellulaire et le métabolisme des caroténoides, majoritairement le B-caroténe, dans
I'entérocyte sont moins connus. La BCO1 (B-carotene oxygenase 1) serait la principale enzyme de
clivage du B-carotene. BCO2 localisée au niveau des mitochondries pourrait aussi étre impliquée dans
la métabolisation du B-caroténe (Amengua et al.,, 2013 ; Raghuvanshi et al., 2015 ; Borel et
Desmarcheliers, 2017). Quant au transporteur intracellulaire du B-caroténe, ce pourrait étre une
protéine de liaison aux acides gras (FABP, Fatty Acid Binding Protein) (Borel et Desmarcheliers, 2017).
Environ 70% du [B-caroténe est absorbé et métabolisé dans les entérocytes. La fraction non
métabolisée est incorporée dans les chylomicrons (Borel et al., 1998). Le B-caroténe peut également
étre métabolisé en B-apo-caroténal qui peut a son tour étre oxydé en acide rétinoique tout-trans (Glover
etal.,, 1954 ; Napoli et al., 1988). Le métabolisme des caroténoides est finement régulé par 'organisme,
en cas dapport trop important, ces derniers ne vont pas étre meétabolises, mais stockes

maijoritairement dans le tissu adipeux (Lobo et al., 2010, 2013 ; Carazo et al., 2021) (Figure 2).

Ainsi, les entérocytes secrétent la vitamine A nouvellement absorbée au sein des chylomicrons. Les
principaux rétinoides retrouvés dans ces chylomicrons sont les ER (majoritairement le rétinyl palmitate),
qui proviennent de la ré-estérification du rétinol préformé ou de l'estérification du rétinol dérivé du
métabolisme du B-caroténe, et du B-caroténe qui n'a pas subi de clivage (Borel et Desmarcheliers,
2017). Ces chylomicrons vont ensuite étre envoyés dans le systéme lymphatique, puis dans la
circulation sanguine pour majoritairement rejoindre le foie (70%) ou divers organes cibles (30%). Ces
30% resteraient dans la circulation sanguine pour atteindre directement les tissus cibles ou ils vont

étre hydrolysés par la LPL (Lipoprotéine Lipase) donnant du rétinol libre (D’Ambrosio et al., 2011 ;
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Harrison, 2005 ; Li et al., 2014). Cette voie alternative de transport, directement vers les tissus cibles,

serait particulierement importante pour maintenir le statut en situation de carence (Figure 2).

2. Métabolisme hépatique et transport du rétinol

Ainsi, les ER des chylomicrons vont majoritairement étre captés par le foie. Le foie est 'organe majeur
de stockage de la vitamine A, on estime qu’environ 70% de la vitamine A présente dans l'organisme

est stockée dans le foie (O'Byrne et Blaner, 2013) (Figure 2).

Le mécanisme par lequel le foie capte les chylomicrons impliquerait deux types de récepteur, (1) le
récepteur des LDL (Low Density Lipoprotein) qui posséde une forte affinité pour I'apoE, permettant
I'internalisation des chylomicrons par endocytose dans les hépatocytes et (2) la protéine liée au
récepteur LDL 1. Cependant il n'est pas encore bien défini dans quelle mesure chaque récepteur
contribue a linternalisation de ces chylomicrons (D’Ambrosio et al.,, 2011). Une fois dans les
hépatocytes les ER sont rapidement hydrolysés, par des REH (Retinyl Ester Hydrolase), en rétinol libre
qui va étre stocké ou envoyé directement dans la circulation sanguine pour rejoindre les tissus cibles
(Carazo et al., 2021) (Figure 2).

Dans le foie, deux types cellulaires sont impliqués dans le stockage du rétinol : (1) les hépatocytes qui
représentent plus de 60% des cellules hépatiques, mais qui contiennent seulement 10 a 20% des
rétinoides présents dans le foie et (2) les cellules étoilées du foie (ou cellules de Ito) qui représentent 6
a 8% des cellules hépatiques, mais qui contiennent pres de 90% des stocks de rétinoides hépatiques
(D’Ambrosio et al., 2011). Le rétinol libre des hépatocytes va ainsi étre réestérifié en ER par la LRAT
principalement sous forme de rétinyl palmitate (70 a 80% des ER du foie), mais également sous forme
de rétinyl oléate, stéarate ou linoléate (Li et al., 2014), qui seront ensuite stockés dans les cellules de
Ito (Li et al., 2014). Lexpression hépatique de la LRAT est régulée par le statut en vitamine A, ainsi, en
situation d'une concentration élevée de rétinoides hépatiques, I'expression de la LRAT est augmentée,

favorisant le stockage du rétinol sous sa forme estérifiée (O’'Byrne et Blaner, 2013) (Figure 2).

Dans les cellules étoilées du foie, les ER sont stockés dans des gouttelettes lipidiques disséminées
dans le cytoplasme. Ces gouttelettes lipidiques sont composées de 40% d’ER et leur composition a
été montrée comme particulierement sensible a des variations d’apport en rétinol (D’Ambrosio et al.,
2011 ; Li et al., 2014). Le mécanisme de transfert du rétinol des hépatocytes aux cellules de Ito n'est
pas clairement défini. Historiquement le transport via RBP4 (Retinol Binding Protein 4) semblait étre
responsable de ce transfert, cependant des données avec des souris RBP4-KO montrent des niveaux
normaux d’ER dans les cellules étoilées du foie (Quadro et al., 1999). Ce transport pourrait également
passer via CRBP1, en effet, une réduction de 50% des stocks de rétinyl palmitate est observée dans
les cellules étoilées de souris CRBPI-KO (Ghyselinck et al., 1999).
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Ce stockage a majoritairement lieu en situation de suffisance ou d’exces. En situation de carence et
afin de satisfaire les besoins de l'organisme, les stocks sont mobilisés pour fournir les tissus
périphériques avec des besoins en vitamine A. La mobilisation des réserves d’ER nécessite leurs dé-
estérification en rétinol, étape réalisée par deux REH ou lipases, IATGL (Adipose Triglyceride Lipase)
et la PNPLA3 (Palatin-like phospholipase domain-containing 3) (Pirazzi et al., 2014 ; Borel et
Desmarcheliers et al., 2017). Ce rétinol est ensuite retransféré aux hépatocytes, ou il va se lier a la
RBP4 pour étre transporté vers les tissus cibles via la circulation sanguine. En revanche, la fagon dont
le B-carotene est libéré des chylomicrons dans le foie est bien moins définie. Son clivage en rétinol
serait assuré par BCO1 ou BCO2, toutes deux exprimées dans les cellules de Ito et les hépatocytes,
respectivement (Shmarakov et al., 2010 ; Borel et Desmarcheliers, 2017). Le 3-carotene non clivé est
incorporé dans les VLDL (Very Low Density Lipoprotein), ensuite sécrétées dans la circulation
sanguine. Dans le sang, le complexe RBP4-rétinol s'associe a la transthyrétine (TTR) qui permet de
prévenir la filtration glomérulaire par les reins (Carazo et al., 2021 ; D’Ambrosio et al., 2011). La RBPR2
exprimée dans le foie, faciliterait la liaison du rétinol a RBP4. Lexpression de RBPR2 est sous le contréle
de l'acide rétinoique et du rétinol et est inversement corrélée a la quantité de rétinol dans le foie,
permettant une régulation fine de la libération du rétinol dans le sang (Alapatt et al., 2013). Ainsi, la
concentration plasmatique de rétinol est maintenue, en condition physiologique, a 2 yM chez 'Homme

et 1 UM chez la souris (O’'Byrne et Blaner, 2013) (Figure 2).
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Figure 2. Métabolisme de la vitamine A, de I'alimentation a ses tissus cibles. ER : Esters de rétinol,
Bc : B-carotene, RBPR2 : Retinol binding protein receptor 2, SR-B1 : Scavenger receptor class B1, CD36
: Cluster of differenciation 36, CRBP2 : Cellular retinol binding protein 2, BCO : B-carotene oxygenase,
LRAT : Lecithin retinol-acyl rransferase, AR : Acide rétinoique, CM : Chylomicrons, TTR : Transthyrétine,

RBP4 : Retinol binding protein 4, REH : Retinyl ester hydrolase.

D’autres organes, dans une moindre mesure, peuvent également stocker la vitamine A, c'est
notamment le cas des testicules, des glandes adrénales, des poumons, des reins et du tissu adipeux
(Carazo et al., 2021). En effet les adipocytes sont également capables de synthétiser et d'exprimer

RBP4 et CRBPI et sont donc capables de stocker et mobiliser les rétinoides (O’Byrne et Blaner, 2013).

Le complexe RBP4-rétinol est la voie majeure de transport des rétinoides dans la circulation, mais
d’autres types sont également trouvés dans la circulation et différent entre période de jeline ou post-
prandiale (Tableau 2). En situation de jelne, la voie RBP4-rétinol est majoritaire (plus de 95%), mais
on retrouve également de I'acide rétinoique lié a I'albumine, qui peut provenir des hépatocytes et/ou
des entérocytes qui possédent la machinerie cellulaire permettant la synthése de I'acide rétinoique
(D’Ambrosio et al., 2011 ; Li et al., 2014). Cependant, les mécanismes et les protéines permettant la
sortie de l'acide rétinoique du foie et des intestins dans la circulation sanguine sont encore méconnus
(Carazo et al., 2021 ; D’Ambrosio et al., 2011). Des provitamines A absorbées et libérées intactes
dans la circulation sanguine associées aux chylomicrons ou a des lipoprotéines sont également

présentes. Certains tissus comme le foie, les poumons et les testicules expriment BCO1 et peuvent
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donc métaboliser ces provitamines A en rétinoides (O’'Byrne et Blaner, 2013). Tandis quen situation
post-prandiale, les ER associés aux chylomicrons ou aux lipoprotéines sont majoritaires dans la
circulation (D’Ambrosio et al., 2011 ; Li et al., 2014). Enfin, les dernieres sources de rétinoides
circulants sont les conjugués B-glucuronides du rétinol et de I'acide rétinoique, le rétinyl-B-glucuronide
et le rétinoyl-B-glucuronide, respectivement. lls pourraient servir de source de rétinol et d'acide
rétinoique pour les tissus cibles suite a I'nydrolyse par les 3-glucuronidases tissulaires, cependant les

niveaux de ces deux formes restent tres faibles dans la circulation sanguine (Li et al., 2014) (Figure 2).

Tableau 2. Concentrations de divers rétinoides dans la circulation chez ’THomme en situation de
jeline et post-prandiale (adapté de Li et al., 2014). * Rétinyl-B-glucuronide et rétinoyl-B-glucuronide.

- Pas de données disponibles.

Jeiline Post-prandiale
RBP4-Rétinol 2-4 uM 2-4 uM
Esters de rétinol 100-200 nM 5-10 uM
Acide rétinoique 1-3 nM 80-90 nM
Glucuronides* 1-11 nM -
Caroténoides 0,2-1,2 uyM -

3. Métabolisme cellulaire et synthése de I’acide rétinoique

Le complexe RBP4-rétinol présent dans la circulation sanguine est reconnu par le récepteur STRAG
(Stimulated by Retinoic Acid gene 6) présent a la surface des cellules cibles de la vitamine A et qui
assure I'entrée du rétinol dans la cellule (D’Ambrosio et al., 2011). STRAB est exprimé a la surface des
organes nécessitant la vitamine A, incluant la rétine, le cerveau, les testicules, les muscles et le
placenta. Linteraction du complexe RBP4-rétinol avec STRAG6 permet le transfert bidirectionnel du
rétinol dans et hors de la cellule (O’'Connor et al., 2022). Le récepteur STRAG n'est pas exprimé au
niveau hépatique et intestinal, mais on y retrouve son analogue, le récepteur RBPR2 (Alapatt et al.,
2013). RBPR2 est proposé pour permettre le retour de I'exces de rétinol via RBP4 dans le foie pour
étre stocké (Alapatt et al., 2013). Le statut en vitamine A exerce un rétrocontréle sur son propre
transport et sa libération aux tissus cibles. Ainsi I'expression de RBP4 est dépendante du statut en
vitamine A, de méme que STRAG6 dont I'expression est spécifiquement induite par la signalisation de
I'acide rétinoique (O’Connor et al., 2022). En revanche, I'expression de RBPR2 ne semble pas corrélée

avec le statut en vitamine A de l'organisme (Alapatt et al., 2013 ; O’Connor et al., 2022) (Figure 3).

A lintérieur de la cellule, le rétinol va subir un métabolisme oxydatif en deux étapes aboutissant & la
formation d’acide rétinoique, le métabolite actif de la vitamine A. Nous utiliserons I'abréviation « AR »

pour faire systématiquement référence a l'acide rétinoique tout-trans.
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Aprées son entrée dans la cellule, le rétinol va étre pris en charge par CRBP1 et va subir une premiére
étape de métabolisation pour former du rétinal ou rétinaldéhyde. Cette étape est réversible et permise
par des SDR (Short-chain dehydrogenase reductase). Ce sont des enzymes qui appartiennent a la
famille des alcools déshydrogénases, des enzymes cytosoliques, des réductases a chaines courtes ou
encore des enzymes microsomales (Pares et al., 2008). Deux principales SDR sont impliquées dans
la métabolisation du rétinol en rétinal et inversement : (1) la rétinol déshydrogénase 10 (RDH10) qui
assure l'oxydation du rétinol en rétinal (Sandell et al., 2007) et (2) la déshydrogénase / réductase 3
(DHRS3) qui assure la réduction du rétinal en rétinol (Adams et al., 2014). Lactivité de ces deux
enzymes est sous contréle de 'AR. Ainsi, I'expression de DHRS3 est régulée a la hausse en cas d'exces
d’AR, tandis que celle de RDH10 est diminuée (O’Connor et al., 2022) (Figure 3).

La seconde métabolisation est irréversible et permet a partir du rétinal la formation d’AR, grace a des
enzymes cytosoliques nommées ALDH (Aldéhyde Déshydrogénase) ou RALDH (Rétinaldéhyde
Déshydrogénase) (Pallet et Enderlin, 2011). Les ALDH de la famille 1A, notamment les isoformes
ALDH1A1 (RALDH1), ALDH1A2 (RALDH2) et ALDH1A3 (RALDH3) sont les enzymes majoritaires
responsables de la synthese d’AR (Arnold et al., 2015, Napoli, 2020). Il a été montré que I'AR régule

également l'activité de ses propres enzymes de synthese (O’Connor et al., 2022) (Figure 3).

LAR ne peut pas étre stocké dans l'organisme, il doit donc étre utilisé ou dégradé par 'organisme.
Aprés sa synthése, I'AR est pris en charge par ses protéines de transport cellulaire, les CRABP (Cellular
Retinoic Acid Binding Protein), dont il existe deux isoformes, CRABP1 et CRABP2 (Carazo et al., 2021)
et FABP5 (Fatty Acid Binding Protein 5), commun aux acides gras. CRABP2 va permettre la
translocation de I’AR au noyau, ou il va se lier a ses récepteurs nucléaires spécifiques, les RAR (Retinoic
Acid Receptor) et RXR (Retinoid X Receptor) et réguler I'expression de nombreux genes cibles (Carazo
et al.,, 2021, Blomhoff et Blomhoff, 2006). Les CRABP peuvent également conduire 'AR a son
catabolisme, qui est un mécanisme essentiel pour la régulation des niveaux d’AR dans les tissus. La
dégradation est assurée par les cytochromes P450, de la famille P26, notamment les isoformes
CYP26A1, CYP26B1 et CYP26C1, qui permettent la dégradation de 'AR en : 4-hydroxy AR, 4-oxo AR,
18-hydroxy AR, 5,6-epoxy AR et 5,8-epoxy AR (Blomhoff et Blomhoff, 2006). Ces métabolites sont
ensuite éliminés via les reins dans I'urine ou via le foie dans la bile (Carazo et al., 2021). Les isoformes
CYP26A1 et B1 dégradent préférentiellement I'AR, tandis que CYP26C1 possede plus d’affinité pour
le 'AR 9-cis. De maniéere intéressante, '’AR assure un rétrocontréle positif sur I'expression de ses
propres enzymes de dégradation, processus essentiel pour le maintien de 'homéostasie (Blomhoff et

Blomhoff, 2006) (Figure 3).
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Figure 3. Voie de signalisation cellulaire de I’acide rétinoique. AR : Acide rétinoique, Bc : B-carotene,
ER : Esters de rétinol, TTR : Transthyrétine, RBP4 : Retinol binding protein 4, STRA6 : Stimulated by
retinoic acid gene 6, CRBP1 : Cellular retinol binding protein 1, ADH : Aldéhyde déshydrogénase, CRABP
: Cellular retinoic acid binding protein, CYP26 : Cytochrome P450 26, ALDH : Aldéhyde déshydrogénase,

RAR : Retinoic acid receptor, RXR : Retinoid x receptor, RARE : Retinoic acid response element.
4. Transport et métabolisation dans le cerveau

LAR posséde la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) et participe méme a son
développement (Werner et Deluca, 2002 ; Mizee et al., 2013). Il a été montré en condition
physiologique, que 90% de I'’AR du cerveau provient du pool circulant dans le plasma (Kurlandsky et
al., 1995) et que la majorité de 'AR du cerveau est en conformation fout-trans par comparaison avec
les deux autres formes 13-cis et 9-cis (Le Doze et al., 2000). Le rétinol est également capable de
rejoindre le cerveau puisque ses protéines de transport RBP4 et TTR sont synthétisées au niveau du
plexus choroide et retrouvees dans le liquide cérébrospinal. RBP4 est également présent au niveau
des vaisseaux sanguins qui constituent la BHE (MacDonald et al., 1990). Lexpression de STRAG au
niveau de la BHE facilite également I'entrée du rétinol dans le cerveau (Woloszynowska-Fraser et al.,
2020 ; Kelly et al., 2016). Enfin, le rétinol peut aussi rentrer dans le cerveau par diffusion, notamment
grace a la présence de CRBP1 présent dans les vaisseaux sanguins de la BHE (Zetterstrom et al.,
1994).
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Bien que les besoins en AR du cerveau soient largement couverts par le pool circulant, le cerveau
adulte possede toute la machinerie nécessaire au transport et a la synthése de I'AR. |l s'avére que c'est
méme au niveau cérébral que la synthése de I'AR est la plus efficace en comparaison des autres tissus
cibles de la vitamine A (Werner et Deluca, 2002). La distribution des transporteurs et des enzymes de
synthése, nécessaires au métabolisme de I'AR, varie d’'une structure a I'autre dans le systéme nerveux
central (Lane et Bailey, 2005 ; Krezel et al., 1999 ; Zetterstrom et al., 1994, 1999). Le transporteur
cytosoligue CRBP1 est fortement exprimé dans le striatum, 'hypothalamus, I'endothélium et les plexus
choroides. La CRABP1 est également exprimée dans le striatum, I'hypothalamus et la moelle épiniére
(Zetterstrom et al., 1994). Concernant les enzymes de synthese de 'AR, ALDH1A1 et ALDH1A2 sont
fortement exprimées dans les méninges adjacentes a 'hippocampe. ALDH1A1 est également trés
exprimée dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale. Enfin, ALDH1A3 est quant a elle
maijoritairement retrouvée au niveau du bulbe olfactif (Maden, 2007 ; McCaffery et al., 1994). De
méme, les niveaux endogénes d’AR different entre les structures cérébrales. Ainsi, la quantification des
niveaux d’AR dans le cerveau de souris adulte, montre que la plus grande concentration d’AR cérébral
est retrouvée au niveau du striatum qui contient 3 fois plus d’AR que le cerveau entier (Kane et al.,
2005) (Tableau 3).

Tableau 3. Concentration d’acide rétinoique dans le cerveau. Quantification d’AR tout-trans dans le

cerveau de souris exprimée en pmol/g de tissus + SEM (adapté de Kane et al., 2005).

AR tout-trans

Cerveau entier 54+0,4
Cervelet 10,7+ 0,3
Cortex 26+04
Hippocampe 84+12
Striatum 15,3+ 4,7

lll. Mode d’action nucléaire de I’acide rétinoique

1. La superfamille des récepteurs nucléaires
1.1. Généralités

La superfamille des récepteurs nucléaires se compose de facteurs de transcription, dont le but est de
réguler la transcription d'un certain nombre de genes cibles, jouant un réle important dans le
meétabolisme, la reproduction et l'inflammation (Gustafsson et al., 2016 ; Weikum et al., 2018). Les
premiers membres de cette famille a avoir été clonés dans les années 1985 sont le récepteur des

glucocorticoides et le récepteur des cestrogenes, mais dorénavant 48 récepteurs nucléaires ont éte
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identifiés chez I'Homme (Hollenberg et al., 1985 ; Green et al., 1986a ; 1986b). Ces récepteurs
présentant une forte homologie de structure, sont régulés, pour la plupart, par des ligands lipophiles,
comme les hormones stéroides, les rétinoides ou encore les phospholipides. Cette superfamille
possede aussi des récepteurs dits « orphelins » dont les ligands spécifiques n'ont pas encore été
identifies (Germain et al., 2006 ; Weikum et al., 2018). Ces récepteurs nucléaires sont responsables
de la régulation génique de milliers de genes, ainsi, une activité incontrélée de ces récepteurs a
notamment été associée comme a l'origine de nombreuses maladies, telles que le cancer, le diabéte

ou l'inflammation chronique (Tenbaum et al., 1997).

Les récepteurs nucléaires modulent la transcription par le biais de plusieurs mécanismes incluant
lactivation ou la répression. Ces mécanismes peuvent étre génomiques ou non génomiques,
dépendants ou indépendants du ligand. Par exemple, les récepteurs de 'AR (RAR) et ceux des
hormones thyroidiennes (TR, Thyroid hormone Receptors) présentent une double fonctionnalite,
réprimant la transcription en absence de ligand, tout en activant la transcription en présence de leur
ligand spécifique. Certaines actions non génomiques pour ces mémes récepteurs nucléaires ont été
mises en évidence (Germain et al., 2006). La plupart des récepteurs nucléaires sont localisés dans le
noyau indépendamment de la présence du ligand, pour d’autres, comme le récepteur a la testostérone
ou celui du cortisol, ils sont localisés dans le cytoplasme en 'absence du ligand et c'est la fixation de
ce dernier qui assure la translocation nucléaire dans le but dexercer leurs actives génomiques
(Germain et al., 2006). Les récepteurs nucléaires peuvent également étre la cible de modifications

post-traductionnelles affectant grandement leurs fonctions (Germain et al., 2006).

1.2.  Structure générale des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires, de masse comprise entre 66 et 100 kD, se composent, pour la plupart, de
5 domaines, possédant chacun un réle spécifique dans la biologie du récepteur (Pawlack et al., 2012 ;
Weikum et al., 2018) (Figure 4) :

e Ledomaine A/B : il se situe a I'extrémité N-terminale de la protéine. C’est une région faiblement
conservée et de taille variable entre les différents récepteurs. Elle est impliquée dans la
transactivation de maniére indépendante du ligand, notamment via la présence de AF-1
(Activation Function 1) qui interagit avec une variété de protéines corégulatrices. Clest
également une région cible de plusieurs modifications post-transcriptionnelles comme la
phosphorylation, la SUMOylation et I'acétylation.

e Ledomaine C : aussi appelé DBD (DNA Binding-Domain), c’est le site de liaison a ’ADN. C’est
la région la plus conservée entre les différents membres de la superfamille. Deux motifs en

doigts de zinc assurent la fixation spécifique du récepteur aux éléments de réponses situés
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dans le promoteur des genes cibles. Ce domaine participe également a la dimérisation du
récepteur.

e Le domaine D : c’est une région charniere qui assure une liaison flexible entre les domaines C
et E et qui permet la réalisation des différentes configurations fonctionnelles. Cette région
posséderait une séquence signal impliquée dans la localisation nucléaire des récepteurs.

e Ledomaine E : cest le domaine de liaison au ligand (LBD, Ligand Binding-Domain). Il posséde
une structure complexe et longue en acides aminés, qui assure la fixation avec le ligand et
l'interaction avec des complexes coactivateurs. Dans certains cas, le LBD peut aussi
constituer une surface de dimérisation. On y retrouve la région AF-2 impliquée dans la
transactivation dépendante du ligand.

e Le domaine F : certains membres de la superfamille possédent ce domaine C-terminal, dont

la fonction reste encore inconnue (O’Malley, 1990).

AF-1 AF-2
NTD [PNABinding[ Hinge | Ligand Binding |c
: A/B ll— C—i+D— E |

Figure 4. Structure générale des récepteurs nucléaires. NTD : N-terminal domain, AF : Activation
function (Weikum et al., 2018).

2. Les récepteurs nucléaires de I'acide rétinoique

La découverte des récepteurs nucléaires de 'AR dans les années 80 (Giguere et al., 1987 ; Petkovich
et al., 1987) et la mise en évidence de leur action en tant que facteurs de transcription dans le controle
de l'expression des génes (Chambon, 1996), a joué un rble majeur dans la compréhension du mode

d’action de ce micronutriment.

21. Les différents types de récepteurs

Il existe deux types principaux de récepteurs de I'AR. Le premier type comprend les RAR (Retinoic Acid
Receptor) qui peuvent lier I'AR fout-trans avec une forte affinité et 'AR 9-cis avec une plus faible affinité.
Le second type comprend les RXR (Retinoid X Receptor) dont I'affinité est plus élevée pour I'AR 9-cis.
Récemment, le métabolite de la vitamine A5, le 9CDHRA a été suggéré comme un des ligands des
récepteurs RXR (Bohn et al., 2023 ; Krezel et al., 2019). La masse moléculaire de ces récepteurs est
d’environ 50 kDa et chaque type présente trois isoformes codées par différents génes : RARa (NR1B1),
RARB (NR1B2), RARy (NRA1B3), RXRa (NR2B1), RXRB (NR2B2) et RXRy (NR2B3) (Chambon,

1996). La structuration de ces récepteurs est similaire dans les domaines B, D et E, mais différe dans
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les domaines A et F Seul le domaine C est particulierement trés conservé entre les différentes
isoformes de RAR et RXR (Chambon, 1996).

Le récepteur RAR agit en s’hétérodimérisant avec (et seulement) le récepteur RXR (RAR-RXR) (Carazo
et al, 2021). A linverse, le récepteur RXR est capable de s’homodimériser (RXR-RXR) ou
s’hétérodimériser avec dautres récepteurs nucléaires comme le récepteur aux hormones
thyroidiennes (RXR-TR), le récepteur de la vitamine D3 (RXR-VDR), celui de la prolifération des
péroxysomes (RXR-PPAR) ou certains récepteurs nucléaires orphelins comme NURR1 essentiel pour
le développement des neurones dopaminergiques du mésencéphale (Lane et Bailey, 2005 ; Bastien et
Rochette-Egly, 2004). En plus de I'AR 9-cis, RXR peut également fixer le DHA (Acide
Docosahexaénoique), et jouer un réle de neuroprotection et d’induction de la survie des neurones
dopaminergiques (Wallen-Mackenzie et al., 2003). LAR tout-trans, peut également activer d’autres
récepteurs nucléaires comme les récepteurs PPAR, particulierement 'isoforme PPARB/3. La liaison de
I'AR au RAR ou PPARRB/® va dépendre de la protéine de transport impliquée : CRABP2 transporte 'AR
aux récepteurs RAR, tandis que FABP5 le transporte a PPARB/®. Ce complexe AR-PPARB/S via la
régulation d’expression génique joue un réle dans le maintien de la balance énergétique, 'noméostasie

lipidique ou la sensibilité a I'insuline (Carazo et al., 2021 ; Iskakova et al., 2015).

Les derniers types de récepteur fixant les rétinoides sont les ROR (RAR-related orphan receptor),
possédant également trois isoformes (a, B et y). La grande différence par rapport aux autres récepteurs
(RAR et RXR) est que ces derniers peuvent réguler I'expression génique sous forme de monomeére en
interagissant avec les éléments de réponse spécifiques RORE (ROR Responsive Element). LAR tout-
frans est le rétinoide avec la plus forte affinité pour RORB (Carazo et al., 2021 ; Jetten et al., 2001 ;
Stehlin-Gaon et al., 2003).

2.2. Distribution tissulaire et cérébrale

Lexpression des différentes isoformes des récepteurs nucléaires de I'AR est tissue spécifique (Germain
et al., 2006). Concernant les RAR, RARa est retrouvé de maniére ubiquitaire dans les tissus, RARB est
majoritairement exprimé dans le foie, les reins et les poumons, tandis que RARYy est spécifique de
I'épiderme et des poumons (Dolle et al., 1990). Concernant les RXR, I'expression de RARa est plus
forte dans le foie, les poumons et I'intestin, RXRB présente une distribution ubiquitaire dans 'organisme
et RXRy est exprimé de maniére majoritaire au niveau des muscles (Carazo et al., 2021 ; Germain et
al., 2006).

Quelgues études se sont intéressées a la distribution cellulaire des récepteurs de I'’AR dans le cerveau
de rongeur adulte (Krezel et al., 1999 ; Zetterstrom et al., 1999 ; Arfaoui et al., 2013). Par exemple,
RARa est exprimé a des niveaux élevés dans I'hippocampe, le cervelet, le cortex et la moelle épiniére,

RARR est fortement exprimé dans le striatum, RXRa est majoritairement retrouvé dans I'hippocampe,
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RXRp dans le cervelet et RXRy dans le striatum, le cortex limbique et la moelle épiniere (Krezel et al.,
1999 ; Zetterstrom et al., 1994) (Tableau 4). Par ailleurs, le striatum est la structure cérébrale la plus

riche en récepteurs nucléaires des rétinoides (Krezel et al., 1999).

Tableau 4. Localisation des récepteurs nucléaires RAR et RXR dans le systéme nerveux central

adulte chez le rongeur (adapté de Lane et Bailey, 2005). RAR : Retinoic acid receptor, RXR : Retinoid

X receptor.
Protéine Localisation

RARa Bulbe olfactif (couche glomérulaire), tenia tecta, indusium griseum, cortex
cingulaire, cortex frontal, cortex pariétal, hippocampe (CA1, CA2, CA3),
amygdale basolatérale et latérale, thalamus, cervelet, pont, hypophyse,
plexus choroide, moelle épiniére (Krezel et al., 1999).

RARRB Striatum dorsal (noyau caudé putamen), noyau accumbens (core et shell),
noyau arqué, noyau hypothalamique dorsomédian, bulbe rachidien, glande
pituitaire (Krezel et al., 1999).

RARy Faibles niveaux détectés (Krezel et al., 1999).

RXRa Faibles niveaux détectés dans I'hippocampe (Krezel et al.,, 1999 ;
Zetterstrom et al., 1994 ; 1999).

RXRB Faibles niveaux détectés dans le cervelet (Krezel et al., 1999 ; Zetterstrém
et al.,, 1994 ; 1999).

RXRy Striatum dorsal (noyau caudé putamen), noyau accumbens (core et shell),

hypothalamus, hypophyse (Krezel et al., 1999).

2.3. Mode d’action génomique

Les différents récepteurs nucléaires fonctionnent de maniére similaire (Bastien et Rochette-Egly, 2004).
Une étape essentielle dans I'action de ces récepteurs est leur interaction, majoritairement sous forme
d’homodimére ou d’hétérodimére, avec '’ADN, au niveau des éléments de réponse situés dans la
séquence promotrice du géne cible. Il existe plusieurs types d’éléments de réponse en fonction du type
de récepteur impliqué (Germain et al., 2006). La structure de ces éléments de réponse est
généralement basée sur un méme principe : deux demi-sites pour la plupart héxanucléiques, dérives
d’'une séquence consensus qui leur est propre et combinés de maniere palindromique ou directement
répétés, séparés de 1 a 5 nucléotides ou bien strictement contigus (Evans, 2005). Ainsi, pour réguler
I'expression génique, les RAR, aprés hétérodimérisation avec RXR, vont se fixer sur des séquences
RARE (Retinoic Acid Response Element) situées en amont des genes cibles, tandis que les
homodimeres de RXR se fixent sur les RXRE (Retinoid X Responsive Element). Les séquences RARE
sont formées de deux copies de la séquence héxanucléique « AGGTCA » généralement séparées par
cing nucléotides. Cependant certaines séquences sont séparées par un ou deux nucléotides. Tandis

que les RXRE sont généralement des sequences répétées séparées par un nucléotide.
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La fixation du ligand est I'étape cruciale permettant I'évolution de I'activité du récepteur d’un état inactif
a un état actif, en induisant un changement de conformation du domaine de liaison au ligand (LBD).
Ce changement de conformation permet le recrutement de complexe corégulateur et des remodeleurs
de la chromatine, nécessaires a la transcription. Les coactivateurs vont ensuite permettre 'activation
de la transcription en favorisant le recrutement et/ou l'activation de la machinerie transcriptionnelle
cellulaire (Germain et al., 2006). En plus de leur activité pro-transcriptionnelle, certains récepteurs
nucléaires possedent aussi une fonction de répression de la transcription, notamment en absence de
ligand ou en présence d’antagoniste, via le recrutement de complexe corépresseur (Germain et al.,
2006). En absence de ligand, les RAR sont associés a des complexes corépresseurs dont les
principaux sont N-Cor (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and
Thyroid hormone receptor). Ces corépresseurs participent au recrutement de protéines a activité
histone-désacétylase (HDAC) permettant de maintenir la chromatine dans un état condensé, inhibant
ainsi la transcription (Lane et Bailey, 2005 ; Al Tanoury et al., 2013). Lorsque I'AR se fixe au RAR, cela
induit un changement de conformation du récepteur lui faisant perdre son affinité pour les
corépresseurs et permettant le recrutement des coactivateurs. Les coactivateurs classiques sont ceux
de la sous-famille p160 de la famille des SRC (Steroid Receptor Coactivators), tels que SR-C1, SR-C2
ou SR-C3. Ces coactivateurs vont s’associer avec des protéines a activité histone-acétyltransférase
(HAT) résultant en la décompaction de la chromatine rendant disponible le promoteur a la machinerie

de transcription génique (Lane et Bailey, 2005 ; Al Tanoury et al., 2013) (Figure 5).
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Figure 5. Mécanisme transcriptionnel de I’hétérodimére RAR-RXR. RAR : Retinoic acid receptor,
RXR : Retinoid x receptor, RA : Retinoic acid, RARE : Retinoic acid response element, RNA : Ribonucleic
acid, NCOR : Nuclear receptor corepressor, SMRT : Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone

receptor, SRC : Steroid receptor coactivators (O’Connor et al., 2022).
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Via sa fonction de régulation de la transcription (direct ou indirect) 'AR régule I'expression de plus de
500 genes (Balmer et Blomhoff, 2002), notamment au niveau cérébral (Lane et Bailey, 2005), mettant
en évidence son role crucial dans le maintien de 'homeéostasie. Parmi ces génes, 'AR module
I'expression des génes de son propre métabolisme permettant une régulation fine en agissant soit
directement sur les génes de son métabolisme contenant une séquence RARE (RAR, CRBPI, STRAG,
RALDH1, RALDH2, CRABP2, CYP26A1) soit de maniére indirecte (RXR, LRAT, RBP4, RBPR2, RDH,
CRABP1) (O’'Connor et al., 2022).

2.4. Mode d’action non génomique

LAR posséde également des fonctions extranucléaires et non transcriptionnelles. Ainsi, il a été montré
que le récepteur RARa également présent au niveau des membranes lipidiques formant un complexe
avec la protéine activatrice Gag, est capable d'activer certaines voies de signalisation cellulaire
impliquées dans la prolifération et la différenciation cellulaire, comme la voie MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase). De maniére inattendue, le rétinol lui-méme, associé a RBP4 et reconnu par STRAG,
est capable d’'activer une autre voie des kinases, la voie JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer
and Activator of Transcription). Lactivation de ces deux voies de signalisation va permettre de réguler
de facon indirecte I'expression de genes cibles par I'intermédiaire de cascade de phosphorylation (Al
Tanoury et al., 2013 ; Iskakova et al., 2015).

Il a aussi été mis en évidence un rdle de I'AR dans la régulation de la traduction des protéines. En effet,
il a été montré que RARa (présent au niveau cytoplasmique) régule la traduction de certaines protéines
au niveau synaptique, comme la sous-unité GLUR1 du récepteur AMPA, dans I'hippocampe. Le
récepteur RARa interagit avec '’ARNm via son LBD (domaine E), ainsi lorsque I'AR se fixe sur son
récepteur cela « rompt » cette liaison permettant de lever 'inhibition et rendant TARNm libre pour la
traduction (Chen et al., 2012 ; Ransom et al., 2014).

IV. Dimorphisme sexuel dans le métabolisme de la vitamine A

Il a été démontré depuis le 20°™ siecle qu'il existe des différences dans le métabolisme de la vitamine
A dépendantes du sexe. En effet, il a été montré que chez 'Homme, la concentration plasmatique de
rétinol est plus faible (environ 2 fois plus faible) chez les femmes que chez les hommes (Hoffman et al.,
1950). D’autres études réalisées chez le rongeur ont montré la méme observation avec un niveau de
rétinol plasmatique plus faible chez les femelles, qui est également associé a une plus forte
concentration hépatique de rétinol (Brenner et al., 1942 ; Roodenburg et al., 1995 ; Blomhoff, 1988),
suggérant que les femelles stockeraient et retiendraient plus la vitamine A au niveau hépatique
(Brenner et al., 1942). En effet, il a été montré qu’en situation de carence, des rats males déstockent

plus rapidement que les femelles pour maintenir le niveau de rétinol plasmatique (Popper et Brenner,
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1942). En revanche, les niveaux d’ER hépatiques ne semblent pas affectés par un effet du sexe
(Krasinki et al., 1989).

Ces différences dans le métabolisme de la vitamine A selon le sexe pourraient s’expliquer de plusieurs
maniéres. Certaines études ont rapporté une augmentation de la concentration de RBP4 plasmatique
chez les méles par rapport aux femelles (Johnson et al., 1992 ; Cho et al., 2006 ; Lin et al., 2013 ;
Bakshi et al., 2018), résultat qui reste toutefois controversé (Krasinki et al., 1989 ; De Pee et Dary,
2002 ; Kos et al.,, 2011). Une étude récente de Moriya et al. (2023) a également montré une
augmentation de 'TARNm de RBP4 dans le foie chez des rats males, ce qui pourrait étre a l'origine d'une
meilleure mobilisation du rétinol hépatique contribuant ainsi a une plus grande concentration de rétinol
plasmatique chez les males. Chez 'Homme ou chez le rongeur, le niveau de TTR plasmatique est
€galement significativement plus élevé chez les males que chez les femelles (Johnson et al., 1992 ;
Moriya et al., 2023). Les différences du métabolisme de la vitamine A entre les hommes et les femmes
sont également suggérées par d’autres observations, par exemple, les femelles ont des concentrations
de CRBP plus élevées dans certains tissus (foie, poumon, thymus et graisse) par rapport aux males
(Kato et al., 1985).

A 'inverse des niveaux de rétinol plasmatique, les niveaux de caroténoides, en particulier ceux du f-
caroténe, sont plus élevés chez les femmes que les hommes (Hoffman et al., 1950 ; Faure et al., 2006 ;
Oxley et al., 2013 ; Borel et al., 2021), s’expliquant par une meilleure capacité a cliver le -carotene en

rétinol chez les males (Faure et al., 2006 ; Borel et al., 2021).

Les femmes présentent également une augmentation plus faible de la concentration d’ER plasmatique,
par rapport aux hommes, suite a l'ingestion de doses plus ou moins faibles de rétinyl palmitate
(Johnson et al., 1992). Cela pourrait s'expliquer par une absorption plus faible ou une clairance plus
efficace des chylomicrons chez les femmes. En effet, I'activité de la LPL est plus importante chez les
femmes que chez les hommes, notamment au niveau du tissu adipeux (Boberg et al., 1972 ; Persson
etal., 1973).

Un dimorphisme sexuel est également observe au niveau de I'expression des récepteurs RAR et RXR
particulierement au niveau cérébral. En effet, Arfaoui et al. (2013) ont mis en évidence que les RAR
sont les plus abondants dans le cerveau de rat adulte male, tandis que dans les cerveaux femelles, les
récepteurs prédominants sont les RXR (Arfaoui et al., 2013). Par exemple, les expressions de RARa
dans le cortex et I'hippocampe et de RARB et RARy dans le striatum, le cortex, I'hippocampe et
'amygdale sont plus élevées chez les males. A l'inverse, les expressions de RXRa et RXRB dans le

tubercule olfactif et RXRy dans le cortex sont plus élevées chez les femelles (Arfaoui et al., 2013).

La plupart de ces faits ont été observés chez 'Homme ou le rongeur seulement aprés la maturité

sexuelle, suggérant que ces effets pourraient étre médiés par les hormones sexuelles sécrétées avec
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la puberté (Moriya et al., 2023). En effet, la testostérone augmente I'expression de la TTR (Gongalves
et al., 2008). De plus, la concentration de RBP4 plasmatique est diminuée chez des rats males castrés
et a l'inverse augmentée chez des femelles ovariectomisées, suggérant que la testostérone et les
cestrogénes contribueraient aux différences de sexe dans les concentrations plasmatiques de RBP4
(Moriya et al., 2023). Les hormones stéroidiennes comme l'cestrogene et la progestérone agissent
aussi sur la clairance des ER des chylomicrons dans le plasma (Wahl et al., 1983 ; Johnson et al.,
1992). Un dimorphisme sexuel est aussi présent au niveau de la signalisation de I'AR. Ainsi, les
cestrogenes renforcent la signalisation de AR, en renforgant sa biosynthése et en induisant
I'expression de RARB (Rousseau et al., 2004). Cependant I'AR retarde I'action des cestrogénes (Napoli
et al., 2022). Ainsi, une diminution de la signalisation de 'AR chez la femme notamment en situation
de carence, renforce I'action des cestrogenes qui vont a leur tour limiter la diminution de la biosynthése
et de la signalisation de 'AR (Napoli et al., 2022). Chez 'homme en revanche, les androgénes
diminuent la signalisation de I'AR en réprimant I'expression de RARa et RARy (Udhane et al., 2015).
Lexpression des ALDH semble aussi étre influencée par les hormones sexuelles étant donné que le
promoteur de ALDH1A2 possede un élément de réponse aux récepteurs nucléaires des cestrogenes,

tandis que I'expression de ALDH1A3 est régulée par les hormones androgenes (Petrosino et al., 2014).

Enfin, une étude de Carvalho et Gongalves (2013) suggerent la présence d’un polymorphisme sexuel,
notamment au niveau hépatique, des le stade embryonnaire. Les embryons de rats femelles ont une
plus grande capacité a accumuler le rétinyl palmitate dans le foie que les males, tandis que le niveau
de rétinol hépatique differe entre les males et femelles en fonction de 'age embryonnaire (Carvalho et
Gongalves, 2013).

V. Altérations du statut en vitamine A et conséquences

physiologiques au niveau cérébral
1. La carence en vitamine A

1.1. Lacarence liée a des apports alimentaires insuffisants

La carence en vitamine A, dite primaire, C'est a dire caractérisée par un apport insuffisant en vitamine
A est la cause principale d’'une baisse de statut en vitamine A (Figure 6). La carence en vitamine A est
comptée parmiles 3 carences nutritionnelles les plus répandues dans le monde (Wirth, 2017). Elle est
diagnostiquée lorsque le taux de rétinol est <0,52 pmol/L et considérée comme sévére si <0,35 pmol/L.
Un taux inférieur a 5-20ug de rétinol par gramme de foie est également un indicateur de carence méme
si la mesure plasmatique est plus couramment utilisée (Wiseman, 2017 ; Carazo et al., 2021). Chez la
femme enceinte et allaitante, un taux sérique <1,05 pmol/L est considéré comme faible et a risque pour

I'enfant (West, 2003).
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Un apport insuffisant en vitamine A préformée ou en caroténoides, par le biais de l'alimentation, est la
principale cause de cette carence. Cette carence reste un probleme majeur de santé publique,
particulierement dans les pays en voie de développement, ou 'accés aux aliments riches en vitamine
A reste compligué, notamment chez les enfants et les femmes enceintes, ou environ 1/3 des enfants
et 15% des femmes enceintes sont atteints d’hypovitaminose A (Borel et Desmarchelier, 2017 ; Carazo
etal., 2021). Le transfert de vitamine A dans le lait maternel dépend grandement de I'état physiologique
de la mére, ainsi dans ces pays, ou les apports en vitamine A sont insuffisants, la carence en vitamine
A se développe donc tres tét dans la vie de I'enfant (Engle-Stone et al., 2014 ; Stoltzfus et al., 1995 ;
Wirth et al., 2017). Un des signes cliniques majeurs de la carence en vitamine A est la déficience
visuelle nocturne. Elle se caractérise par des difficultés de vision dans des conditions de faible
luminosité dans le stade le plus précoce. En raison d’une carence prolongée en vitamine A, une
altération de I'épithélium de la cornée (xérophtalmie) entraine a terme une cécité compléte. Cette
carence est la cause la plus fréquente de cécité dans les pays en voie de développement (Napoli et
al., 2017). Environ 500 000 enfants chaque année souffrent de cécité due a une carence en vitamine
A (Carazo et al., 2021). On observe également chez les personnes déficientes en vitamine A, des
lésions cutanées, des problemes respiratoires et du systeme reproducteur, un retard de croissance et
une diminution des défenses immunitaires, entre autres, et donc une susceptibilité augmentée aux
infections, conduisant a un risque accru de mortalité. On estime que 650 000 enfants décédent des
suites de cette carence dans les pays en voie de développement (Carazo et al., 2021 ; Wiseman, 2017,
West, 2003). Chez la femme enceinte, elle peut causer des graves malformations chez le foetus
(Maden, 2002). La vitamine A est €galement connue pour interférer avec le métabolisme du fer. Ainsi,
la carence en vitamine A impacte les niveaux de fer et ceci est particulierement critique chez l'enfant

et la femme enceinte (West et al., 2003).

La carence en vitamine A reste rare dans les pays industrialisés. Il est tout de méme observé des états
précarentiels ou subcarentiels, souvent sans expression clinique, notamment chez certaines
populations a risque comme les enfants ou les personnes agées de plus de 65 ans. La consommation
d’'un régime occidental dans ces pays industrialisés pourrait entrainer ces états de carence, en effet,
pour 5 a 25% de la population allemande les apports en vitamine A sont en dessous des
recommandations, 25 a 50% au Royaume-Uni et aux Pays-Bas et plus de 75% pour la population

états-unienne (Troesh et al., 2012).

Dans les pays en voie de développement, grace a des campagnes de supplémentation nutritionnelle,
la carence en vitamine A connait un recul significatif ces 30 dernieres années (Borel et al., 2015 ;
Stevens et al., 2015). En effet, une multitude d’études ont conclu que la supplémentation en vitamine
A dans la population carencée réduit la morbidité et la mortalité infantile (Imdad et al., 2010). LOMS

(Organisation Mondiale de la Santé) recommande une dose unique de 100 000 Ul pour les enfants
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entre 6 et 11 mois, suivi de doses de 200 000 Ul tous les 4 a 6 mois jusqu’a I'age de 5 ans (WHO,
2011). Pour les femmes enceintes a risque, cette supplémentation est de 10 000 Ul par jour ou de
25 000 Ul par semaine pendant 12 semaines (WHO, 2011). En revanche, les directives internationales
ne définissent pas clairement la posologie de la supplémentation en vitamine A en cas de subcarence

asymptomatique dans les pays développés (Hodge et Taylor, 2023).

1.2. La carence liée a des habitudes de consommation

Des facteurs environnementaux influent également grandement sur les altérations du statut en
vitamine A (Figure 6). Les habitudes de consommation alimentaire constituent un facteur déterminant
qui va influencer la quantité d’apport en vitamine A et sa forme. En effet, des régimes riches en viande
vont favoriser l'apport de vitamine A préformée a l'inverse des régimes végétariens favorisant I'apport
de provitamines A. La prise de compléments alimentaires participe aussi a modeler le statut en
vitamine A de l'organisme (Carazo et al., 2021). Le style de vie influe également. C’est le cas, par
exemple, de la consommation d’alcool qui a été associée a une altération de la signalisation des
rétinoides, notamment dans le cadre des maladies alcooliques du foie (Clugston et Blaner, 2012).
Chez la femme enceinte, la consommation d’alcool serait a I'origine du syndrome d’alcoolisation feetale,
entrainant une tératogénicité en partie due a une carence en vitamine A induite (Young et al., 2014 ;
Carazo et al., 2021). Ceci s’explique par la présence d'une compétition entre le métabolisme de la
vitamine A et celui de l'alcool relative a l'action de l'alcool déshydrogénase (ADH), nécessaire pour
I'oxydation du rétinol en rétinal, mais également nécessaire au métabolisme de I'éthanol (Molotkov et
Duester, 2002).

1.3. Lacarence liée a des altérations métaboliques

Parmi ces facteurs métaboliques, on peut citer les maladies associées a des perturbations de la
capacité a absorber les lipides ou certaines maladies hépatiques qui affectent la capacité de stockage
de la vitamine A, comme, l'insuffisance des voies biliaires, la cirrhose, la diarrhée chronique, la sprue,
la maladie de Crohn ou l'insuffisance pancréatique (Carazo et al., 2021). Les infections chroniques
induisent aussi une déficience en vitamine A (Wiseman et al., 2017). Enfin, l'obésité a également été
associée a des altérations du statut en vitamine A. En effet, suite a la consommation d'un régime
obésogéne chez la souris, la vitamine A est stockée dans le tissu adipeux causant une diminution de
la biodisponibilité en vitamine A pour les autres tissus (Blaner et al., 2019). L'age est aussi un facteur
métabolique influant grandement le statut en vitamine A. En effet, des études chez 'Homme mettent
en évidence un affaissement de la signalisation des rétinoides avec I'age, notamment caractérisé par
une diminution de I'expression de RARy et RXRB dans le sang de sujets agés sains, comparés a des

sujets plus jeunes (Féart et al., 2005 ; Brtko et al., 2007). Dautres études ont aussi montré une
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diminution de la concentration sérique de RBP4 chez des sujets agés, suggérant une diminution du
statut en vitamine A (Kocelak et al., 2018 ; Lee et al., 2013) (Figure 6).

1.4. Lacarence liée a des polymorphismes génétiques

Outre 'impact de la nutrition et des facteurs métaboliques, certains polymorphismes génétiques ont
été associés a des altérations du statut en vitamine A et pourraient notamment expliquer les variations
inter-individuelles du statut en vitamine A et de sa biodisponibilité (Figure 6). Une étude a rapporté
l'association d’'un polymorphisme nucléaire simple (SNP, Single Nuclear Polymorphism) avec les
réserves de vitamine A dans le foie. En effet, un SNP du géne impliqué dans la mobilisation des ER
stockés dans le foie, PNPLA3, a été associé a un stockage accru de rétinyl palmitate dans le foie et
une diminution de la concentration plasmatique de rétinol (Kovarova et al., 2015). D’autres études ont
mis en évidence une association entre une variation génétique du géne de la TTR, et une diminution
de la concentration de RBP4 dans le sang (Waits et al., 1995), ou une association entre une mutation
génétique de RBP4 et une concentration trés faible de rétinol plasmatique (Mondul et al., 2011). Les
taux de rétinol sanguin peuvent également étre modulés par des variations génétiques dans les
protéines ou enzymes situées dans les tissus. En effet, une association entre des SNP de BCO1 et la
concentration plasmatique de rétinol a été mise en évidence, démontrant notamment que les
caroténoides participent de maniére significative a la concentration de rétinol sanguin (Hendrickson et
al., 2012). Certaines de ces variations génétiques de BCO1 ont notamment été identifiées chez des
patients en hypercaroténémie et en hypovitaminose A (Lindgvist et al., 2007). Des différences dans la
concentration plasmatique en B-caroténe ont également été associées a des SNP de BCO1 (Ferrucci
et al., 2009 ; Hendrickson et al., 2012 ; Yabuta et al., 2016), ainsi qu'a des SNP de SCARB1, de CD36
(Borel et al., 2007 ; 2015) et de ISX (Intestine Specific Homeobox), qui code pour un facteur de
transcription impliqué dans l'absorption intestinale du B-carotene (Borel et al.,, 2015 ; Borel et
Desmarchelier, 2017). Des mutations dans le géne de STRAG sont associées a une activité
d’absorption de la vitamine A réduite (Casey et al., 2011). Une étude de Suzuki et al. (2021), met en
evidence des associations entre des variations genétiques et la concentration de rétinol plasmatique
chez la femme pendant le troisiéme trimestre de grossesse. Ainsi, un SNP du géne du récepteur 4 des
acides gras libres (FFAR4, Free Fatty Acid Receptor 4) est associé a un taux faible de rétinol sanguin,
associé a une forte expression de RBP4 dans le foie (Suzuki et al., 2021). Enfin, les taux plasmatiques
d’AR chez le nouveau-né sont aussi associés a des variations génétiques des genes du métabolisme
de I'AR. En effet, un SNP de ALDH1A2 est associé a une augmentation de la concentration d’AR dans
le cordon ombilical. Un autre SNP du gene de CRABP2 est également associé a une concentration
d’AR plus élevée dans le cordon chez le nouveau-né, et a une altération de 'acheminement de I'AR

vers le noyau (Manolescu et al., 2010). Lensemble de ces études montrent gu'un certain nombre de
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variations génétiques module le statut en vitamine A ce qui pourrait expliquer en partie la susceptibilité

de certaines personnes a des altérations du métabolisme de la vitamine A.

Polymorphismes
génétiques

PNPLA3 CD36 ALDH1A2
SRB1 1sx | sTRAG

Maladies
coeliaques

Maladies

Facteurs

environnementaux Facteurs

métaboliques

Consommation

d’alcool Altération du statut

en vitamine A

Infections

Disponibilité
des denrées
alimentaires

Figure 6. Facteurs influengant le statut en vitamine A. PNPLA3 : Palatin-like phospholipase domain-
containing 3, TTR : Transthyrétine, BC0O1 : B-carotene oxygenase 1, SR-B1 : Scavenger receptor class
B1, CD36 : Cluster of differenciation 36, ISX : Intestine specific homeobox, STRAG6 : Stimulated by retinoic
acid gene 6, ALDH1A2 : Aldéhyde déshydrogénase.

2. Conséquences physiologiques d’une hyposignalisation de la voie des

rétinoides sur le cerveau

Afin de mieux comprendre les effets d'une hypoactivité de la voie de signalisation des rétinoides au
niveau cérébral, différentes approches ont été développées : I'invalidation des génes codants pour les
récepteurs nucléaires RAR et RXR et les enzymes de synthése de I'AR, ou des modeles nutritionnels
de carence en vitamine A débutée au stade postnatal chez le rongeur. Lutilisation de ces méthodes a
permis de mettre en évidence un réle crucial de la signalisation de I'’AR sur la fonction cérébrale chez
I'adulte, notamment dans les processus cognitifs et mnésiques dépendants de I'hippocampe (Misner
etal., 2001 ; Etchamendy et al., 2003 ; Bonnet et al., 2008 ; Bonhomme et al., 2014a ; 2014b ; Dumetz
et al,, 2020a; 2020b) et les fonctions locomotrices dépendantes de lintégrité architecturale du
striatum (Marie et al., 2023). Ainsi, une hyposignalisation de la voie des rétinoides a été associée au
déclin cognitif lie a I'age (Brtko et al., 2007 ; Bonnet et al., 2008 ; Bonhomme et al., 2014a ; 2014b ;
Dumetz et al. 2020a ; 2020b ; Touyarot et al., 2013 ; Enderlin et al., 1997a ; 1997b ; Etchamendy et

al., 2001), ainsi qu'a de nombreuses maladies neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer
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(Woloszynowska-Fraser et al., 2020 ; Biyong et al., 2021), la maladie de Parkinson (Marie et al., 2021)

ou encore la maladie de Huntington (Niewiadomska-Cimicka et al., 2017).

Quelques études démontrent également des effets a long-terme de la carence en vitamine débutée
deés le stade prénatal, pendant la gestation. En effet, chez le rongeur la carence gestationnelle en
vitamine A entraine des déficits d’apprentissage et de mémoire chez la descendance a I'age adulte,
associés a des altérations de la plasticité synaptique (Zhang et al., 2011), ainsi qu’a des modifications
épigénétiques dans I'hippocampe (Hou et al., 2015). En effet, 'AR va jouer des réles biologiques
essentiels dans I'embryogenése et le développement cérébral : un réle de morphogene pour le
développement de 'axe antéropostérieur et un réle de facteur de différenciation neuronale pour la mise
en place des structures cérébrales (Maden et al., 2007). Ainsi, étant donné les effets a long-terme
d'une carence gestationnelle en vitamine A sur le cerveau, dans la suite de ce chapitre, nous
détaillerons le réle de la signalisation des rétinoides dans le développement embryonnaire et cérébral,
et ferons un état de I'art des études chez 'Homme rapportant des altérations de la signalisation des

rétinoides dans plusieurs pathologies psychiatriques, ayant des origines neurodéveloppementales.

2.1. Roles de la signalisation des rétinoides dans le développement cérébral

Les rétinoides peuvent étre transférés du sang maternel au foetus selon deux mécanismes. Le
mécanisme principal implique la liaison du rétinol aux protéines de liaison spécifique comme RBP4
(Morris-Kay et al., 1999 ; Quadro et al., 2005). Cependant la RBP4 ne peut pas traverser le placenta,
ainsi le rétinol maternel doit étre transféré a une RBP fcetale exprimée au niveau placentaire ou il doit
étre estérifié dans le placenta pour étre ensuite délivré aux tissus, associé a des lipoprotéines (Quadro
et al., 2004 ; Sapin et al., 2000). Le second mécanisme implique le transport des ER incorporés dans
les chylomicrons ou associés a des lipoprotéines qui peuvent traverser le placenta (Quado et al., 2004 ;

Clagett-Dame et Knutson, 2011).

LAR est essentiel au développement embryonnaire, cependant, les niveaux d’AR embryonnaires
doivent étre finement régulés étant donné qu’un défaut, ainsi qu’un excés d’AR, sont tératogenes et
peuvent entrainer la mort ou certaines malformations (Clagett-Dame et Knutson, 2011). Ainsi, la
régulation de la quantité d’AR disponible pour 'embryon a des moments spécifiques, pour un tissu
donné, est d’'une importance cruciale. Ceci implique la distribution et la fonction des enzymes
impliquées dans la synthése et la dégradation de I'’AR dans les embryons en développement. Parmi les
différentes RDH, RDH10 joue un rdle clé dans le développement embryonnaire, son invalidation
génétique conduisant a une mortalité embryonnaire (Sandell et al., 2007). Lactivité de nombreuses
RALDH est également cruciale pour un développement embryonnaire normal. Linvalidation de
RALDH2 (ALDH1A2) est létale au début du développement, alors que les mutants pour RALDH3

(ALDH1A3) meurent a la naissance (Dupe et al., 2003). Ainsi, RALDH2 est considérée comme
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responsable de la majorité de la signalisation de 'AR pendant le développement (Clugett-Dame et
Knutson, 2011). Limportance des enzymes CYP26 dans la régulation de la disponibilité de I'AR a
également été mise en évidence. La mutation de CYP26A1 est létale pour I'embryon qui meurt au
milieu ou a la fin de la gestation (Abu-Abed et al., 2001 ; Sakai et al., 2001 ; Pennimpede et al., 2010),
tout comme les mutants de CYP26B1 qui meurent immédiatement aprés la naissance et présentent
notamment d’'importantes anomalies craniofaciales (MacLean et al., 2007 ; 2009). Ainsi, les enzymes
CYP26 jouent un réle trés précoce et important dans la régulation des taux d’AR embryonnaire
(Clugett-Dame et Knutson, 2011).

La vitamine A est nécessaire pour des nombreux aspects du développement du systéme nerveux, y
compris la structuration et la différenciation neuronale (Maden et al., 2007 ; Clagett-Dame et Knutson,
2011). Lune des fonctions la plus étudiée de 'AR concerne le développement du cerveau postérieur
ou I'’AR contribue a la structuration antéro-postérieure de la plaque neurale (Maden et al., 1996 ; 2002 ;
2007 ; Glover et al., 2006). En effet, une mutation de RALDH2 chez la souris entraine une
antériorisation du cerveau postérieur (Niederreither et al., 2000). Par ailleurs, des embryons de rats de
meres carencées en vitamine A présentent un raccourcissement significatif du cerveau postérieur et il
semblerait que les récepteurs nucléaires RARa et RARy soient les acteurs principaux dans cette
structuration du cerveau postérieur (White et al., 2000 ; Wendling et al., 2001). Un excés d'AR, a la
suite de I'ablation génétique de CYP26A1 entraine en revanche une anomalie développementale du
cerveau postérieur (Pennimpede et al., 2010 ; MacLean et al., 2001). Ces effets de I'AR seraient
médiés par lexistence d'un gradient endogéne d’AR dans le systéme nerveux central en
développement avec un point culminant au niveau postérieur. De maniere géneérale, un exces d’AR
impacte le développement du cerveau postérieur, tandis d’'une diminution de la signalisation de I'AR va
plutét avoir tendance a altérer le cerveau antérieur (Maden et al., 2002). LAR contribue aussi a la
structuration dorso-ventrale de la moelle épiniere antérieure. En effet, 'AR est requise pour le
développement des interneurones et d’'un sous-ensemble de motoneurones de la moelle épiniére
(Maden et al., 2002 ; 2007). Une diminution de la signalisation de I'AR induit par une carence en
vitamine A chez le rat entraine une dégénérescence des motoneurones de la moelle épiniére causant
une perte de coordination motrice et des spasmes (Corcoran et al., 2002 ; Maden et al., 2002). Enfin,
plus tard dans le développement, 'AR induit la différenciation de divers types de neurones et cellules
gliales, en activant la transcription de nombreux génes codant pour des facteurs de transcription, des
molécules de signalisation cellulaire, des protéines structurelles, des enzymes et des récepteurs de

surface (Maden et al., 2002 ; 2007).
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2.2. Altérations de la signalisation des rétinoides et pathologies psychiatriques

neurodéveloppementales

En 2019, 1 personne sur 8, soit environ 970 millions de personnes dans le monde vivent avec une
pathologie psychiatrique. Bien qu'il existe des traitements pour ces pathologies, ces derniers sont
limités dans leur efficacité ou la plupart des personnes atteintes de ces troubles mentaux n'ont pas
acces a ces soins (WHO, 2022). Il y a donc un intérét crucial d’identifier des potentiels facteurs de
risque de ces pathologies, gu'ils soient génétiques ou environnementaux. Dans ce contexte, un certain
nombre d’études suggere que des altérations de la signalisation de la vitamine A pourraient étre

impliquées dans la pathologie de différentes maladies psychiatriques neurodéveloppementales.
2.2.1. Altérations du statut en vitamine A

Premierement, un certain nombre d’études ont rapporté des altérations du statut en vitamine A dans
plusieurs pathologies psychiatriques neurodéveloppementales. En effet, un lien entre la déficience en
vitamine A et la schizophrénie a pu étre mis en évidence par certaines études épidémiologiques et
cliniques. Une étude de Bao et al. (2012) a montré que des taux faibles de rétinol plasmatique (<20
pg/dl) pendant le second trimestre de grossesse sont associés a une augmentation du risque (3 fois
plus élevé) que la descendance soit schizophrene ou souffre de troubles du spectre schizophrénique
(Bao et al., 2012). De plus, d’autres études suggérent qu’'une faible concentration de vitamine A dans
le sérum maternel est associée a un poids de naissance plus faible (Gazala et al., 2003), un facteur de
risque de la schizophrénie (Abel et al., 2010a). Une autre étude de Regen et al. (2021) a mis en
évidence des taux de rétinol et d’AR plasmatique diminués chez des patients schizophrénes comparés
a des patients en bonne santé (Regen et al., 2021). La clozapine, un antipsychotique, est I'un des
premiers choix dans le traitement de la schizophrénie (Baldessarini et al., 1991). De maniére
intéressante, les patients schizophrénes traités a la clozapine présentent une augmentation des taux
de rétinol et d’AR plasmatiques comparés a des patients non-traités. Lexpression de '’ARNm de
certains cytochromes dégradant I'AR était a I'inverse diminuée chez des patients schizophrénes traités
a la clozapine. Les mécanismes d’action de la clozapine dans le traitement de la schizophrénie ne sont
pas clairement définis, néanmoins, sur la base de ces résultats, un des mécanismes possibles dans
les effets de la clozapine sur I'amélioration des troubles schizophréniques, serait le blocage du
catabolisme de I'AR, renforcant I'hypothése d'une altération de la signalisation de 'AR dans la
physiopathologie de la schizophrénie (Regen et al., 2021). Une autre étude, de Wan et al. (2006) a
reporté une diminution de I'expression de 'apoE et de la TTR dans le liquide céphalorachidien (LCR)
des patients schizophrénes par rapport a des patients sains, pouvant refléter chez les patients

schizophrenes une diminution du transport de la vitamine A vers le cerveau (Wan et al., 2006). De
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plus, I'expression de la TTR augmente significativement dans le LCR des patients schizophrénes aprés

un traitement de deux mois a la chlorpromazine (Wan et al., 2006).

D'autres données de la littérature suggerent également qu’il existe des associations entre des
altérations de la signalisation des rétinoides et les troubles du spectre autistique (ASD, Autism
Spectrum Disorder). Une diminution du statut en rétinol plasmatique a été observée dans une large
cohorte d’enfants présentant des troubles autistiques en comparaison avec des enfants contrdles (Guo
et al.,, 2019). De maniére intéressante, la sévérité des symptdmes cliniques a été corrélée avec la
sévérité de la carence en rétinol plasmatique (Guo et al., 2019). Dans une autre étude les taux de
vitamine A sériques sont négativement associés au score CARS (Childhood Autism Rating Scale) (Liu
et al., 2016). Des niveaux diminués dALDH1A1 ont également été observés au niveau des globules

rouges de patients autistes (Paval et al., 2017).

Quelques données suggérent également une implication de la signalisation des rétinoides dans la
dépression majeure. Yang et al. (2020) ont identifié des niveaux sériques d’AR faibles comme facteur
de risque pour le développement d’'une dépression (Yang et al., 2020). En revanche, dans une autre
étude, des taux sérigues augmentés de rétinol et une augmentation de la synthése d’AR ont été

observés chez des patients dépressifs majeurs comparés a des sujets sains (Otto et al., 2023).

Le trouble déficitaire de lattention avec hyperactivité (TDAH) est considéré comme [laffection
neurodéveloppementale la plus fréquente chez I'enfant (Wolraich et al., 2019). Quelques données de
la littérature rapportent des altérations du statut en vitamine A dans cette pathologie. Des enfants
présentant un TDAH présentent des taux sériques de rétinol inférieurs a ceux des enfants en bonne
santé (Li et al., 2020 ; Wang et al., 2024). De plus, une corrélation négative a été établie entre ces

niveaux de rétinol sérique et la sévérité des symptdémes négatifs du TDAH (Li et al., 2020).
2.2.2. Altérations de I'’expression génique en post-mortem

Deuxiémement, de nombreuses études se sont intéressées a I'expression des génes de la signalisation
des rétinoides au niveau cérébral de patients en post-mortem. Ainsi, une diminution de ’ARNm de
ALDH1A1 a été observée au niveau des neurones dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale (ATV)
de patients schizophrénes (Galter et al., 2003). Une autre étude post-mortem a montré une expression
deux fois plus importante de RARa dans le gyrus denté dans un cerveau schizophrene que dans celui
d’'un cerveau témoin (Rioux et Arnold, 2005). Goodman (2005), a également montré une diminution
de I'expression de 'ALDH1A1 et de l'albumine dans le cortex préfrontal de patients schizophréenes,
suggérant une diminution de la disponibilité de I'’AR au niveau de cette structure (Goodman et al.,
2005). Une étude de séquencage déchantillons de cortex cérébral de plus de 500 cas de

schizophrénie a révélé une expression différentielle de plusieurs genes de la voie de signalisation des
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rétinoides. Ainsi, des diminutions de I'expression de CYP26B1, de TALDH1A1 et de la RDH11 ont été
observées suggeérant une altération de la disponibilité neuronale d’AR dans le cortex (Gandal et al.,
2018 ; Reay et Cairns, 2020). Une diminution de l'expression de RARy et RXRB dans le cortex
préfrontal dorsolatéral a été mise en évidence chez des patients schizophrenes (Tsai et al., 2017). Un
autre géne régulé par AR a été associé a la schizophrénie, la protéine 1 induite par 'AR, RAI1
(Haybaeck et al., 2015), un facteur de transcription notamment impliqué dans le développement
embryonnaire et la différenciation neuronale (Falco et al., 2017). Le géne RAI1 est significativement
surexprimé dans le cortex cérébral des patients atteints de schizophrénie et son niveau d'expression
a notamment été associe a la séverité de la maladie, ainsi qu'a la réponse aux traitements

antipsychotiques (Haybaeck et al., 2015 ; Lerner et al., 2016).

Concernant la dépression majeure, une étude de Qi et al. (2015) rapporte une diminution de
l'expression de 'ARNmM de genes clés de la signalisation des rétinoides, comme 'ALDH1A1 et
'ALDH1A3, RXRa et B et CRABP1 au niveau du cortex préfrontal dorsolatéral et du cortex cingulaire
antérieur de patients dépressifs (Qi et al., 2015). Une diminution de la protéine RORa a été observée
au niveau du cervelet et du cortex préfrontal en post-mortem chez des patients autistes (Nguyen et al.,
2010). Enfin, une augmentation de I'expression de RAI1 a été observée dans les neurones et les

cellules astrogliales du cortex chez des patients avec des troubles bipolaires (Haybaeck et al., 2015).
2.2.3. Polymorphismes génétiques

Des polymorphismes génétiques de genes impliqués dans la signalisation des rétinoides ont également
été associés a la schizophrénie. Ainsi, un séquencage de I'ADN d'une centaine de patients
schizophrenes a mis en évidence des mutations génétiques dans les genes codants pour RARB, RARy
et RXRa (Feng et al., 2005). Reay et al. (2020) ont démontré une association entre une mutation du
géne de RARB chez des patients schizophrenes, et plus particuliérement dans une sous-population de
patients présentant des déficits cognitifs graves. De maniére intéressante, cette mutation génétique
est associée une réduction du volume du cervelet et diminution du volume de la matiére grise dans
plusieurs régions cérébrales (Reay et al., 2020). Un génotypage de sept genes de la signalisation des
rétinoides a montré une association de deux SNP de ALDH1A2 avec la schizophrénie chez des patients
chinois (Wan et al., 2009). Des SNP de CYP26B1 (Reay et al., 2020) et RAI1 (Carmona-Mora et al.,

2010) ont aussi été associés a la schizophrénie (Reay et Cairns, 2020).

Un certain nombre d'études ont rapporte des variations génetiques au niveau de la signalisation des
rétinoides dans les troubles du spectre autistique. Ainsi, des mutations du géne codant pour RXRy ont
été corrélées a l'autisme (Feng et al., 2005). Un ségquengage du génome entier dans une cohorte de

personnes autistes sud-américaines a mis en évidence une association entre les troubles du spectre
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autistique et des mutations du géne codant pour FALDH1A3 (Moreno-Ramos et al., 2015). Enfin, des

variations génétiques de RORa ont par ailleurs aussi été associées a I'autisme (Sayad et al., 2017).

Des mutations génétiques des génes liés a la signalisation de 'AR ont aussi été trouvées chez des
patients bipolaires. McGratch et al. (2009) ont mis en évidence une association entre les troubles
bipolaires dans une cohorte denfant et des mutations génétiques du geéne codant pour RORf3
(McGratch et al., 2009). Des mutations du géene du RXRy ont aussi été associées aux désordres

bipolaires (Feng et al., 2005).

Ainsi, de nombreuses études supportent un role d’une altération de la signalisation des rétinoides,
notamment durant la gestation, causée par des facteurs environnementaux ou génétiques ou une
association des deux, comme un potentiel facteur prédictif ou a risque, dans le développement et la
symptomatologie de plusieurs pathologies psychiatriques. Nous allons voir dans le chapitre suivant,
gu’une altération des voies de transmission dopaminergique, particulierement au sein du striatum, est
postulée comme étant un endophénotype commun majeur de ces différentes pathologies
psychiatriques. Ces altérations dopaminergiques pourraient, en partie, expliquer la présence d’une
symptomatologie commune dans certaines de ces maladies psychiatriques, caractérisée par des

altérations des processus motivationnelles et de I'impulsivité.
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Chapitre 2. Troubles motivationnels et impulsifs dans les

pathologies psychiatriques neurodéveloppementales.

l. Les pathologies associées aux troubles de la motivation

Les troubles de la motivation sont fréquents et prévalents dans un large éventail de pathologies
neurologiques et psychiatriques, tel que la schizophrénie, la dépression majeure, les troubles
bipolaires, les troubles addictifs ou l'autisme (Chong et Husain, 2016 ; Epstein et Silbersweig, 2016).
Nous allons ici décrire les déficits et les excés de motivation retrouvés dans certaines de ces

pathologies psychiatriques neurodéveloppementales (Epstein et Silbersweig, 2016).
1. Définition de la motivation

Il n'existe pas de définition unique de la motivation. A l'origine, le mot « motivation » vient du latin
« movere » qui signifie « bouger », ce qui définit la motivation comme un mouvement actif d'un
organisme en réponse a un stimulus (Strombach et al., 2016). Découlant de cette définition, on parle
€galement de la motivation comme étant une force, qui alimente un comportement dirigé vers un but,
comprenant I'ensemble des processus biologiques et psychologiques qui guident le comportement

dans la poursuite d’'un but (Bailey et al., 2016).

Les nombreux modeéles de la motivation sont aujourd’hui basés sur les recherches de B.F. Skinner,
inventeur du conditionnement opérant (Skinner, 1991). Le conditionnement opérant est le principal
modele expérimental, encore majoritairement utilisé, qui permet d’évaluer la dimension motivationnelle
(tache du ratio progressif, tache de choix lié a Tleffort, voir démarche expérimentale) d'un
comportement dirigé vers un but (Skinner, 1991). Les recherches de B.F. Skinner se basent sur la
théorie selon laquelle le principal but de l'organisme est de maintenir une homéostasie, avec un
équilibre entre la recherche de récompense et I'évitement de punition (Skinner, 1954). Il apparait la
notion de « force » ou « drive » qui pousse 'organisme a maintenir un état d'éveil ou « arousal »
déclenché par un besoin physiologique ou biologique (« The arousal theory of motivation ») (Hull,
1943 ; Keller, 1981).

Cependant, les besoins physiologiques ne sont pas les seules « forces » de la motivation. En effet,
I'étude de la motivation a révélé une distinction entre la motivation physiologique (« inherent
motivation »), essentiel a la survie qui permet de diriger le comportement de sorte a satisfaire les
besoins biologiques (reproduction, nourriture), et la motivation non physiologique (« learned

motivation ») comme la motivation pour I'argent, qui n'est pas directement centrale pour la survie, mais
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qui est formée par I'expérience et repose sur des influences sociales et culturelles (Skinner, 1991,
1954). La motivation peut également étre contrastée en motivation « extrinseque » et « intrinseque ».
La motivation extrinséque, présentée précédemment, consiste a agir pour obtenir une récompense
dissociable de I'action, tandis que dans la motivation intrinséque, I'action permettant 'obtention d'une
récompense devient elle-méme récompensante, c’est ce qu’on qualifie de plaisir de causalité, qui sous-
tend donc une notion d’apprentissage (Deci et al., 1999). Dans ce contexte, la récompense peut étre
un objet, une situation ou un évenement par exemple, qui a le potentiel de déclencher un
comportement de l'organisme dans le but de I'obtenir (Schultz, 2015). La motivation apparait donc
comme un phénoméne complexe, influencé par de nombreux facteurs incluant le statut énergétique
de lorganisme, les conditions environnementales, ainsi que I'histoire et les expériences passées
(Figure 7).

Le comportement motivé ou motivation dirigée vers un but se définit aussi comme I'ensemble des
processus qui permettent a un organisme de faire la balance entre les codts (effort requis) et la valeur
du but a atteindre (récompense désirée) (Bijleveld et al.,, 2012 ; Kool et al., 2013 ; Silvestrini et
Gendolla, 2013 ; Bailey et al., 2016). Deux composantes, la composante directionnelle et la
composante activatrice, vont participer a cette définition de motivation dirigée vers un but. La
composante directionnelle va étre impliquée dans la direction du comportement vers un but plutét
gu’'un autre, tandis que la composante activatrice va « alimenter » le comportement, comme par
exemple, la durée et l'intensité de l'effort que l'organisme doit fournir pour obtenir la récompense
(Dickinson et Balleine, 1994 ; Floresco, 2015 ; Salamone et Correa, 2012) (Figure 7).

Motivated decision-making

Internal states
External states

'4 \
Incentive Costs Benefits
salience (Effort) (Rewards)
\ P4

QOutcome
evaluation;
Learning

Cost-Benefit
valuation

Energisation /
Invigoration

Figure 7. Composantes d’un comportement motivé dirigé vers un but (Chong et al., 2018).
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Cela nous conduit aux études de K. Berridge qui ajoute une nouvelle composante a la définition d’un
comportement dirigé vers un but selon I'nypothese de I'« incentive salience ». Se rajoute donc la notion
de renforcement ou d’apprentissage, un processus par lequel un stimulus ou un événement va agir
pour renforcer un comportement dirigé vers une récompense (Berridge et Robinson, 1998). Ainsi, un
comportement dirigé vers un but implique des notions d’apprentissage, de motivation ou « wanting »
et de plaisir (hédonie) ou « liking » (Berridge, 2009). Le « wanting » ou « incentive salience » est
caractérisé comme la manifestation physique associée a la « salience » qui est attribuée un stimulus
donné. Ainsi, lorsqu’un stimulus passe de neutre a désiré, cela va impacter I'énergie que I'individu est
prét a dépenser pour l'obtenir (Kool et al., 2018). Le « wanting » fait donc référence a la quantité,
I'intensité et la durée de I'effort qu’un individu va mettre en place dans le comportement dirigé vers une
récompense. Le « wanting » peut ainsi étre considéré comme la composante purement motivationnelle
d’un comportement dirigé vers un but (Berridge, 2009 ; Salamone et Correa, 2012 ; Floresco, 2015).
Le «liking » représentante le plaisir, c'est-a-dire I'impact hédonique induit par l'obtention de la
récompense. Le terme « hédonie » fait référence a un plaisir qu'’il soit sensoriel, cognitif, social ou moral
(Berridge, 2000 ; Salamone et Correa, 2012 ; Floresco, 2015). Les circuits neuronaux sous-tendant le
«wanting » et le «liking» sont distincts. Le « wanting» est dépendant de la composante
dopaminergique, tandis que le «liking » est sous-tendu par «hot spots» ou « cold spots »,
respectivement activateurs ou inhibiteurs des réactions de plaisir, et qui sont liés a la signalisation des
opioides ou des endocannabinoides (Berridge et Dayan, 2021 ; Berridge et Kringelbach, 2015 ;
Nguyen et al., 2021).

Enfin, différentes variables vont entrer en jeu pour moduler la motivation et notamment le type de
récompense, qui peut étre primaire (nourriture, sexe), secondaire (argent, pouvoir) ou ni 'un ni 'autre,
comme pour les drogues par exemple. On retrouve également le type d'effort a fournir (physique ou
cognitif) ainsi que le nombre et le type de choix possible pour obtenir la récompense. Lensemble de

ces parameétres est donc a prendre en compte dans la mesure de la motivation (Schultz, 2015).

2. Les troubles de la motivation

21. Les déficits de motivation

Divers symptdmes décrivent des déficits motivationnels (Tableau 5), comme I'anhédonie, I'apathie, le
mutisme akinétique, I'aboulie, I'avolition, le retard psychomoteur et I'anergie (Epstein et Silbersweig,
2016).
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Tableau 5. Symptomes caractérisant des déficits de motivation et leurs définitions (adapté de

Chong et Husain, 2016).

Symptomes

Définitions

Aboulie

Mutisme akinétique

Anergie
Anhédonie

Apathie

Akinésie

Avolition

Fatigue

Retard psychomoteur

Altération de la spontanéité de 'action et de la parole, avec un contenu intellectuel
normal, une amplitude de mouvement réduite, une lenteur mentale, une diminution de
I'attention en présence d’une distraction accrue et une apathie.

Absence d’activité motrice ou mentale auto-initiée et indifférence méme aux stimuli
biologiquement pertinents (douleur, faim, soif) en présence d’'une vigilance normale.

Manque d’énergie pergu.
Incapacité a éprouver du plaisir.

Trouble de la motivation caractérisé par une diminution du comportement volontaire et
orienté vers un but, et une altération des processus cognitifs et émotionnels.

Déficit dans l'activation spontanée des processus mentaux, cognitifs ou affectifs, qui peut
étre totale reversé par une stimulation externe qui active des réponses normales. Se
manifeste par I'absence de comportement volontaire initié par I'intéressé.

Diminution de la capacité a initier et a maintenir un comportement dirigé vers un but.
Manque d’énergie physique ou mentale lié a des anomalies de la motivation.

Ralentissement des mouvements ou réduction générale de la tendance a s'engager dans

une activité motrice.

D’aprés 'OMS, en 2019, la dépression majeure affectait 280 millions de personnes, soit 5% de la
population adulte mondiale (WHO, 2022). Les individus souffrant de dépression majeure présentent
une variété de symptdémes dont de I'anhédonie qui a été bien décrite dans le contexte de cette maladie
(Klein, 1974). Lanhédonie dans la dépression majeure se caractérise, non seulement comme une perte
de plaisir, mais aussi par des altérations de la capacité a moduler le comportement en fonction des
récompenses (Vrieze et al., 2013), altérations qui persistent aprés la rémission (Pechtel et al., 2013).
Dans une tache qui demande aux sujets de choisir entre un résultat potentiel a faible effort et faible
récompense et un résultat a effort élevé et forte récompense, les patients dépressifs majeurs sont
moins disposés a fournir un effort physique pour obtenir des récompenses potentiellement plus
importantes (Treadway et al., 2012 ; Whitton et al., 2015). Des adolescents dépressifs montrent
€galement une recherche de récompense réduite dans différentes taches comportementales (Rawal
et al.,, 2013 ; Whitton et al., 2015). Des formes d'apathie, d'anergie et de fatigue sont également
généralement diagnostiquées dans le cadre de la dépression majeure (Marin et al., 1993 ; Stahl, 2002 ;
Yuen et al., 2015).

Des déficits motivationnels sont également observés chez des patients atteints de schizophrénie,
associés a une série de symptdmes qui se chevauchent comme I'anhédonie, I'apathie et I'avolition
(Messinger et al., 2011 ; Hartmann et al., 2015 ; Kaiser et al., 2017). La schizophrénie est une
pathologie psychiatrique affectant 1 personne sur 300 dans le monde (WHO, 2022), dont les
symptdmes ont été catégorisés en trois types : positifs, négatifs et cognitifs (Husain et Roisier, 2018).
Plus particulierement, les symptdmes négatifs impliquent une diminution de I'expression affective, une

baisse de la motivation et une diminution des expériences agréables (Whitton et al., 2015). En effet, il
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a été montré que des patients schizophrénes sont moins a méme de fournir un effort ou de choisir
l'option colt/bénéfice élevée en comparaison a des sujets sains, dans plusieurs taches
comportementales (Reddy et al., 2015). D’autres études montrent que les personnes atteintes de
schizophrénie ne présentent pas une diminution de la quantité deffort fourni mais qu'elles ne
choisissent pas l'option colt/bénéfice élevée au moment ou il était le plus avantageux de le faire (Gold
et al.,, 2013 ; Fervaha et al., 2013 ; Barch et al., 2014), alors que ces personnes ne présentent pas de
modifications de I'anticipation et/ou du plaisir ressenti au moment de I'obtention de la récompense
(Kring et Moran, 2008 ; Strauss et Gold, 2012).

Les patients bipolaires présentent aussi des déficits de la motivation. La bipolarité est un trouble
psychiatrique classé en trouble bipolaire de type |, caractérisé par des phases maniaques, et en trouble
bipolaire de type |l, caractérisé par lalternance entre des phases dépressives et hypomaniaques
(American Psychiatric Association, 2022). Sa prévalence dans le monde est estimée a environ 1%
(Perala et al., 2007). Dans cette pathologie, les déficits de motivation sont associés a un déficit
d’anticipation de la récompense, particulierement lors des phases dépressives (Hershenberg et al.,

2016), avec I'anhédonie comme symptoéme majeur (Fletcher et al., 2013 ; Whitton et al., 2015).

Des troubles de la motivation et du systéme de récompense sont également au cceur des troubles
addictifs ou troubles d'utilisation de substance. Ces troubles se traduisent par un besoin intense, une
recherche et une consommation / exécution d’'une substance / activité donnée, en dépit des
conséquences négatives qui y sont associées (Epstein et Silbersweig, 2016). De maniére intéressante,
une forme d’anhédonie a été mise en évidence lors des périodes d’abstinences chez des patients
addictifs (Volkow et al., 2001).

Enfin, 'anhédonie et I'apathie sont des symptoémes également décrits chez les personnes atteintes de
certaines maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (Isella et al., 2003 ; Lemke et
al., 2005), la maladie d’Alzheimer (Siafarikas et al., 2018 ; Zhao et al., 2016) ou encore la maladie

d’Huntington (Husain et Roisier, 2018).

2.2, Les excés de motivation

Une augmentation des processus motivationnels est retrouvée chez les personnes atteintes de
troubles du spectre autistique. Lautisme est un trouble neurodéveloppemental qui apparait
généralement avant I'age de 3 ans et dure toute la vie. Il se caractérise par différents symptdmes et
comportement, comme des intéréts stéréotypés, restreints et répétitifs, ainsi que par des déficits en
matiere d’interaction sociale et de communication (Guo et al., 2018 ; Woloszynowska-Fraser et al.,
2020). Environ 1% de la population mondiale serait concernée par des troubles du spectre autistique

(Kogan et al., 2009). Ainsi, une augmentation de la volonté a travailler pour une récompense, et cela
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sans prendre en compte le colt du comportement a effectuer pour I'obtenir, a été observée chez des

patients atteints d’autisme (Damiano et al., 2012 ; Chevallier et al., 2012).

Par alilleurs, a l'inverse de I'anhédonie rapportée lors des phases dépressives de la bipolarité, une
augmentation de l'activité orientée vers une récompense a aussi été rapportée, particulierement lors
des épisodes maniaques. Les sujets atteints de bipolarité déploient plus d’effort pour obtenir une
récompense, maintiennent plus longtemps leurs efforts et continuent méme de choisir des stimuli
précédemment récompensés qui ne le sont plus (Johnson et al., 2012 ; Epstein et Silbersweig, 2016).
Enfin il existe aussi des preuves d'un hyperfonctionnement du systeme motivationnel associé a la

psychopathie (Epstein et Silbersweig, 2016).
Il. Les pathologies associées aux troubles de I'impulsivité

Un trouble de I'impulsivité est également un symptéme observé dans de nombreuses pathologies qui
présentent aussi ou non des troubles motivationnels, comme les troubles d'utilisation de substance,

les troubles bipolaires et les troubles de I'attention avec hyperactivité, entre autres.
1. Définition de I'impulsivité

Limpulsivité est généralement considérée comme la tendance a exprimer des « actions peu réfléchies,
exprimées prématurément, potentiellement risquées, inappropriées a la situation et sans prise en
compte des conséquences négatives » (Durana et Barnes, 1993 ; Dalley et al., 2011 ; Eagle et Baunez,
2010). Limpulsivité est une des dimensions de la personnalité, représentée chez ’'Homme comme un
modele comportant trois facettes selon le psychologue H. Eysenck: (1) le névrosisme, (2)
I'extraversion / introversion et (3) le psychoticisme, correspondant notamment a une forte impulsivité
(Eysenck et Eysenck, 1975). Limpulsivité constitue notamment un des critéres de diagnostic le plus
fréequemment mentionné dans le DSM-V (Diagnostic and statistical manual of mental disorders) (APA,
2013). Un modeéle de 'impulsivité utilisé en psychologie de nos jours est celui proposé par Whiteside
et Lynam (2001), qui ont identifié 4 facettes de I'impulsivité (Whiteside et Lynam, 2001) :

e L« urgence ». Cela se définit comme la tendance a exprimer des réactions rapides et intenses,
qui pourraient étre potentialisées par la présence d'un contexte emotionnel. Lurgence
proviendrait de désordres du contrdle exécutif.

e Le «manque de préméditation », se définissant comme labsence de réflexion aux
conséquences de ses actes avant de prendre une décision. Cela implique des altérations des
processus exécutifs et de prise de décision.

e Le «manque de persévérance », caractérisé par une difficulté a rester concentré ou
poursuivre une tache pouvant étre difficile ou ennuyeuse. Cet aspect implique donc les

processus motivationnels.
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e |a «recherche de sensation ». Elle se caractérise par une tendance a rechercher l'excitation,
I'aventure (nouvelles expériences) et la prise de risque, mettant également en jeu les processus

motivationnels.

Selon ce modeéle de I'impulsivité, deux formes distinctes sont reconnues dans la littérature : I'impulsivité

motrice et 'impulsivité cognitive ou impulsivité de choix (Dalley et al., 2011 ; Jupp et al., 2013).

Limpulsivité cognitive ou de choix est grandement liée a des altérations de la prise de décision (Jupp
et al., 2013). Elle se caractérise par une incapacité a tolérer les délais de gratification, se traduisant
par une préférence pour des petites récompenses immédiates par rapport a des récompenses plus
grandes mais différées dans le temps (Jentsch et al., 2014). Plusieurs taches permettent de modéliser
I'impulsivité de choix chez le rongeur comme la tache de gratification différée (« delay discounting
task », voir demarche expérimentale), le protocole de renforcement a intervalle fixe (« fixed

consecutive number ») ou la tache de jeu (« rat gambling task ») (Jupp et al., 2013).

Limpulsivité motrice s’exprime au travers d’action. Elle se caractérise par un déficit du contréle
inhibiteur c’est-a-dire l'incapacité a inhiber ou stopper une action motrice déja initiée (impulsivité
d’action), ou l'incapacité d’attendre avant de réaliser une action (impulsivité d’attente) (Jentsch et al.,
2014). Limpulsivité motrice peut-étre modélisée chez les rongeurs par le test de réaction a un signal
stop (« stop signal reaction time task », ou Go / no Go), ou le test attentionnel a 5 choix (« 5-choice
serial reaction time task », 5-CSRTT) ou le test de renforcement différentiel associé a un faible niveau

de réponse (« differential reinforcement of low rat schedule », DRL).
2. Les troubles de 'impulsivité

Ainsi, dans le cadre des troubles addictifs, des études utilisant des questionnaires pour mesurer
'impulsivité, constatent des niveaux d’'impulsivité plus élevés chez les toxicomanes en comparaison a
des sujets non addictifs (Allen et al., 1998 ; Moss et al., 1990). De méme, chez les personnes
addictives, celles dépendantes a plusieurs substances présentent une impulsivité encore plus accrue
(McCown et al, 1988, O’'Boyle et Barratt, 1993). D’autres études utilisant des taches
comportementales ont montré que des personnes toxicomanes présentent une impulsivité excessive
caractérisée par une préférence pour une faible récompense immédiate plutdt qu’'une plus grosse
récompense, plus tardive ou moins concréete (Moeller et al., 2001). Limpulsivité serait également un

symptdme caractérisant un potentiel phénotype prédictif de I'addiction (Dalley et al., 2011).

Limpulsivité est un des critéres de diagnostic pour les troubles bipolaires, et plus particulierement, c'est
un trouble psychiatrique omniprésent dans les épisodes maniaques (Moeller et al., 2001). Elle
contribue aussi aux complications liées aux troubles bipolaires, tel que le suicide ou I'abus de

substance (Swann et al., 2004 ; Wilson et al., 2006 ; Kulacaoglu et Kose, 2018). Peu d’études ont
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directement mesuré l'impulsivité dans les troubles bipolaires. Une étude de Swann et al. (2001)
rapporte un niveau d’'impulsivité plus élevé, mesuré selon 'échelle d’impulsivité de Barratt, chez des
patients atteints de troubles bipolaires, en comparaison avec des sujets sains, aussi bien lors des
épisodes maniaques ou que de dépression (Swann et al., 2001). Cependant, dans cette méme étude
Iimpulsivité était corrélée avec la sévérité des symptdmes maniaques mais pas avec les symptémes
dépressifs (Swann et al., 2001). Cependant, dans une étude plus récente, une plus grande impulsivité
a été mise en évidence chez des patients bipolaires dépressifs (Peluso et al., 2007). De plus, les
patients bipolaires souffrant de troubles anxieux présentent des niveaux d’'impulsivité significativement
plus élevés que les patients bipolaires sans troubles anxieux, avec une corrélation entre la sévérité de

impulsivité et la sévérité de I'anxiété (Taylor et al., 2008, Kashdan et al., 2008, Del Carlo et al., 2012).

Avec lattention et I'hyperactivité, 'impulsivité est un symptéme utilisé pour diagnostiquer les enfants
atteints de TDAH (Moeller et al., 2001). Le TDAH a longtemps été décrit comme un trouble de I'enfance
et de l'adolescence, mais il est désormais reconnu qu’il se manifeste également a 'age adulte (Volkow
et al., 2009). Il touche environ 8 a 9% des enfants en age scolaire et 4 a 5% des adultes (Froehlich et
al., 2007 ; Kessler et al., 2006 ; Visser et al., 2007). Des études utilisant des taches comportementales
révelent une impulsivité accrue chez les enfants atteints de TDAH (Sykes et al., 1973, Dykman et al.,
1979 ; Moeller et al., 2001). Une méta-analyse, incluant 64 études et plus de 3000 sujets, montre que
les individus TDAH choisissent une petite récompense immédiate plus souvent qu’une grande
récompense différée, par rapport a des sujets controles (Marx et al., 2021). Ce comportement impulsif
pourrait s’expliquer soit par une aversion a l'attente plus importante, soit par une hypersensibilisation
a la petite récompense immédiate (Scheres et al., 2008). Le TDAH est une comorbidité prévalente
chez les personnes souffrantes de troubles de la personnalité borderline (BPD, Boderline Personality
Disorder). Une étude de Kulacaoglu et al. (2017) a examiné la relation entre l'impulsivité et les
symptémes du TDAH dans une cohorte de patients BPD ou sains, et a montré une forte association
entre les troubles impulsifs et la prévalence du TDAH chez ces patients BPD (Kulacoaglu et al., 2017b).
Une autre étude, utilisant des mesures de [limpulsivité par questionnaire et par tache
comportementale, confirme la présence d’'un excés d’'impulsivité chez des patients BDP (Dougherty et
al., 1999b : Moeller et al., 2001). Limpulsivité est donc I'un des principaux facteurs contribuant a la

gravité du TDAH et du BPD (Kulacaoglu et al., 2017).

Des troubles de I'impulsivité ont aussi été identifiés dans d’autres pathologies telles que le syndrome
de Gilles de la Tourette (Wright et al., 2012), la maladie de Huntington ou encore la maladie de
Parkinson, en partie provoqués par les traitements dopaminergiques utilisés pour traiter les troubles

moteurs (Molina et al., 2000 ; Seedat et al., 2000).
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Lensemble de ces études démontre une symptomatologie commune, caractérisée par des troubles de
la motivation et de I'impulsivité dans plusieurs pathologies psychiatriques neurodéveloppementales,
pourtant distinctes. Ces altérations comportementales pourraient étre sous-tendues par des
altérations neurobiologiques communes, au niveau de circuits cérébraux communs, comme

notamment des altérations de la transmission dopaminergique mésolimbique au sein du striatum.

lll. Pathologies psychiatriques neurodéveloppementales et

altération de la transmission mésolimbique

1. Le striatum
1.1.  Une structure centrale des ganglions de la base

Les ganglions de la base correspondent a un ensemble de noyaux sous-corticaux interconnectés en
boucle. Historiqguement connus pour leurs implications dans le contréle du mouvement volontaire et
associés a certaines pathologiques neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (Obeso et al.,
2008), il est maintenant établi que les ganglions de la base sont impliqués dans un contexte plus
général de « comportement dirigé vers un but » incluant, en plus des fonctions motrices, les émotions,
la motivation et la cognition (Haber, 2006). Ces ganglions de la base regroupent des noyaux d’entrées
qui intégrent les informations (striatum), des noyaux de sorties (globus pallidus interne (GPi) et la
substance noire réticulée (SNr)), et des noyaux intrinseques (globus pallidus externe (GPe), la

substance noire compacte (SNc) et le noyau sous-thalamique (NST)) (Lanciego et al., 2012).

Les principales afférences des ganglions de la base proviennent du cortex et du thalamus qui projettent
sur le striatum. Ces afférences excitatrices glutamatergiques représentent 85% des synapses du
striatum avec les Medium Spiny Neurons gabaergiques (MSN) qui représentent 95% des neurones du
striatum. Ensuite, le circuit des ganglions de la base est régi par deux voies via lesquelles les
informations corticales sont transmises aux noyaux de sorties : (1) la voie dite « directe » ou le striatum
projette ses afférences inhibitrices sur le GPi et la SNr, et (2) la voie « indirecte » ou le striatum projette
sur le GPe qui projette a son tour sur le NST avant d’atteindre le GPi et la SNr. En sortie des ganglions
de la base, la cible est le thalamus, qui a son tour envoie des projections glutamatergiques excitatrices
au cortex, permettant 'initiation du mouvement (Tepper, 2007). Les voies directes et indirectes ont des
effets opposés sur linitiation du mouvement. Dans la voie indirecte, les projections gabaergiques
inhibitrices du striatum sur le GPe assurent la désinhibition du NST, qui envoient des projections
excitatrices sur le GPi et la SNr, assurant le maintien du thalamus sous contréle inhibiteur. Cette

inhibition tonique du thalamus est levée par des signaux phasique inhibiteurs de la voie directe,
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permettant l'initiation du mouvement. Ainsi la voie directe est activatrice du mouvement, tandis que la
voie indirecte est inhibitrice du mouvement (Redgrave et al., 2010). Il existe une troisiéme voie au sein
de ces ganglions de la base, ou le cortex envoie des projections excitatrices directement sur le NST
qui excitent les noyaux de sorties. On parle de voie hyperdirecte qui est €galement inhibitrice du

mouvement (Nambu et al., 2002 ; Nelson et Kreitzer, 2014) (Figure 8).
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Figure 8. Circuit des ganglions de la base. SNc : Substance noire compacte, DR : Dopamine receptor,
GPe : Globus pallidus externe, GPi: Globus pallidus interne, SNr: Substance noire réticulée, NST :

Noyau sous-thalamique, GABA : Acide gamma-aminobutyrique.
1.2. Organisation cytoarchitecturale et neurochimique du striatum

Comme vu précédemment, le striatum est la voie d’entrée majeure des ganglions de la base. Son nom
fait référence a son aspect stri¢, dd aux abondants faisceaux de fibres qui traversent cette structure
(Lanciego et al., 2012). Le striatum n'est pas une structure uniforme et est ainsi subdivisé en une région
dorsale et une région ventrale, elles-mémes sous-divisées en plusieurs régions en fonction de leurs
afférences ou certains marqueurs immunohistochimiques. Chez le primate, le striatum dorsal (dSTR)
est séparé par la capsule interne en un noyau caudé et putamen (Graybiel et Ragsdale, 1978). Chez
les rongeurs on distingue le striatum dorsomédian (DMS) (correspondant au noyau caudé) et le
striatum dorsolatéral (DLS) (correspondant au putamen). Chez les humains et les primates, le striatum
ventral est composé du noyau accumbens (NAc) et du tubercule olfactif. De maniéere similaire, chez le
rongeur, le striatum ventral est compose du NAc, sous-divisé en deux sous-structure, le « core » et le
« shell » (Soares-Cunha et al., 2016). Le « shell » peut également étre sous-divisé en « shell » latéral
et médian (Burke et al., 2017). Le « core » se situe en dessous du dSTR entourant la commissure

antérieure, tandis que le « shell » correspond a la partie la plus ventrale du NAc (Figure 9).
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Figure 9. Subdivisions du striatum. Subdivisions du striatum chez le primate (A) et le rongeur (B).
Jaune : Caudate / DMS (striatum dorsomédian), vert : Putamen / DLS (striatum dorsolatéral), orange :

core, marron : shell, NAc : Noyau accumbens (Soares-Cunha et al., 2016).

Ces différentes sous-structures possedent néanmoins une composition cellulaire similaire composée
de deux principaux types cellulaires : (1) les neurones de projections épineux moyens (MSN), qui
représentent environ 95% des neurones du striatum et (2) les interneurones qui représentent 5% de

la population neuronale totale du striatum chez le rongeur (Graveland et Difiglia, 1985) (Figure 10).

Les MSN sont les seuls neurones de projection du striatum. Ce sont des neurones inhibiteurs
GABAergiques avec une arborisation dendritique tres dense en épines dendritiques et sont donc
qualifiés de neurones inhibiteurs (Deutch et al., 2007). Lactivité de ces MSN est grandement modulée
par leurs afférences dopaminergiques, ainsi ils se subdivisent en deux populations distinctes en
fonction des récepteurs a la dopamine (DR) gu'ils expriment. On retrouve les MSN qui expriment le
récepteur dopaminergique D1 (D1-MSN) qui projettent sur la SNr et le GPi via la voie directe, et ceux
qui expriment le récepteur D2 (D2-MSN) qui projettent sur le GPe via la voie indirecte des ganglions
de la base. On retrouve également un faible pourcentage de MSN qui coexpriment le D1R et le D2R
et qui semblent étre plus présents dans le NAc (dSTR : 2 a 5%, NAc core : 6 a 7%, NAc shell : 12 a
15%), mais leurs caractéristiques fonctionnelles ne sont pas encore bien établies (Bertran-Gonzales
et al., 2008 ; Gagnon et al., 2017 ; Burke et al., 2017). Les MSN sont également différents d'un point
de vue peptidergique puisque les D1-MSN secrétent la substance P et la dynorphine tandis que les
D2-MSN sécrétent majoritairement I'enképhaline (Lanciego et al., 2012). Ces MSN présentent une
ségrégation topographique aussi bien dans le striatum dorsal que ventral. Dans le dSTR, les D1-MSN
et D2-MSN sont exprimés de maniere aléatoire au niveau des parties les plus dorsales, tandis qu’au
niveau caudal presque exclusivement que des D1-MSN sont retrouvés (Gangarossa et al., 2013b). Au
niveau du NAc, les D1-MSN sont distribués de maniére équitable entre le « core » et le « shell », tandis
que les D2-MSN sont exprimés de maniére équitable dans le « core » mais plus majoritaires dans le

« shell » médian (Gangarossa et al., 2013a).
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La deuxiéme population neuronale, les interneurones, peuvent étre subdivisés en 2 groupes : (1) les
interneurones cholinergiques et (2) les interneurones GABAergiques. Les interneurones
cholinergiques, comme leur nom l'indique, utilisent I'acétylcholine comme neurotransmetteur et
représentent environ 1% des neurones du striatum (Zhou et al., 2002). lls sont qualifiés de TAN ou
neurones a activité tonique. Malgré leur faible proportion, ils possedent une arborisation dendritique
étendue et influencent les fonctions striatales en agissant via les différents récepteurs nicotiniques et
muscariniques a l'acétylcholine (Gonzales et Smith, 2015). Il a également été démontré une capacité
de ces neurones a colibérer le glutamate (Burke et al., 2017). Concernant les interneurones
GABAergiques, on en distingue trois classes : (1) les interneurones a décharge rapide (FSI, Fast-
Spiking Interneuron), (2) les interneurones a seuil bas de décharge (LTSI, Low Threshold Spiking
Interneuron) et (3) les interneurones exprimant la calrétinine (CR). Les FSI expriment la parvalbumine,
ils possédent la capacité d’émettre des potentiels d’action a une fréquence élevée et sont a l'origine
d’'une forte inhibition antérograde des MSN. Les LTSI sont actifs de maniere tonique, ils sont facilement
identifiables puisqu’ils expriment la somatostatine (SOM), l'acide nitrique (NOS) et le neuropeptide Y
(NPY). Les propriétés physiologiques et fonctionnelles des interneurones CR ne sont pas encore bien
définies (Petryszyn et al., 2014). Plus récemment, d'autres types d’interneurones GABAergiques ont
été découverts comme les interneurones GABAergiques exprimant la tyrosine hydroxylase (TH)
classés de | a IV. De maniére intéressante, bien que la TH soit I'enzyme limitante dans la synthése de
la dopamine, ces derniers ne libérent pas de dopamine (Ibanez-Sandoval et al., 2010). On retrouve
également les NPY neurogliaform (NPY-NGF) et les interneurones a adaptation rapide (FAI, Fast-

Adaptating Interneuron) (Ibanez-Sandoval et al., 2010 ; Burke et al., 2017) (Figure 10).

Une autre compartimentalisation est également présente au sein du striatum. On distingue des zones
riches en calbindine, appelées « matrice », parsemeées de « striosomes ou « patch », des zones riches
en récepteurs aux opioides yu (MOR1). Il existe une répartition moindre des striosomes (10 a 15%) par
rapport a la matrice. Il semblerait que la matrice intégre des afférences sensorimotrices, tandis que les
striosomes recevraient majoritairement des afférences des aires limbiques (Lanciego et al., 2012 ;
Brimbelcombe et Cragg, 2017). Cependant cette particularité cytoarchitecturale du striatum ne fera

pas l'objet d'une analyse plus approfondie dans ce manuscrit.
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Figure 10. Proportion et connectivité des différentes populations neuronales du striatum. (A)
Représentation de la proportion des neurones du striatum chez la souris. (B) Connectivité entre les
différentes populations neuronales du striatum impliquant les neurones épineux moyens iSPNs et dSPNs
et les interneurones ChIN, LTS et FS. iSPN : neurones épineux moyens de la voie indirecte (D2-MSN),
dSPN : neurones épineux moyens de la voie directe (D1-MSN), TH-IN : interneurones GABAergiques
exprimant la tyrosine hydroxylase, FS: Fast-spiking interneurones GABAergiques (exprimant la
parvalbumine), ChIN : interneurones cholinergiques, CR : interneurones GABAergiques exprimant la
calrétinine, NGF : NPY neurogliaform, LTS : Low thresholh spiking interneurones GABAergiques, GABA :
acide gamma-aminobutyrique (Adapté de Hjorth et al., 2020)

1.3. Afférences et efférences du striatum dorsal

Le dSTR recoit des afférences glutamatergiques en provenance des aires corticales, du thalamus et
des régions limbiques. Le DLS recoit préférentiellement des afférences corticales des cortex
somatosensorielles et moteurs, tandis que le DMS recoit des afférences corticales plus hétérogénes
provenant des régions préfrontales, comprenant le cortex orbitofrontal latéral et ventromédial, le cortex
infralimbique et le cortex prélimbique (Hunnicutt et al., 2016 ; Hintiryan et al., 2016 ; Peak et al., 2019).
Ces afférences corticales contactent aussi bien les D1-MSN (60% des afférences totales) que les D2-
MSN (70%), cependant des données montrent que les afférences corticales motrices cibleraient de
maniére préférentielle les MSN de la voie indirecte (D2-MSN) alors que les afférences
somatosensorielles et limbiques ceux de la voie directe (D1-MSN) (Wall et al., 2013 ; Peak et al., 2019).
Les afférences glutamatergiques thalamostriatales sont les deuxiemes plus importantes, provenant

maijoritairement des noyaux centra-médian et parafasciculaire (Wall et al., 2013). Comme pour les
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projections corticales, les projections thalamostriatales innervent les D1- (22%) et D2-MSN (25%) de
maniere similaire (Wall et al., 2013 ; Peak et al., 2019). Ces afférences thalamiques sont également
capables de contacter les interneurones cholinergiques du striatum (Peak et al., 2019). Le dSTR recoit
aussi des afférences glutamatergiques du noyau basolatéral de I'amygdale, ciblant les D1-MSN du
DMS (Pan et al., 2010 ; Wall et al., 2013). Enfin le dSTR regoit des afférences dopaminergiques
provenant de la SNc innervant les MSN de la voie directe et indirecte (environ 8% des afférences
totales du dSTR). Plus récemment, quelques projections depuis I'’ATV ont été mises en évidence (Pan
et al., 2010) (Figure 11).

Dans le dSTR, les D1-MSN projettent directement sur les noyaux de sorties des ganglions de la base
que sont le GPi et la SNr, assurant I'inhibition de I'activité des projections GABAergiques du GPi et de
la SNr sur le thalamus, facilitant le mouvement. On parle de voie directe ou « Go ». Au contraire, les
D2-MSN projettent indirectement sur les noyaux de sorties des ganglions de la base via le GPe et le
NST. Les projections des D2-MSN sur le GPe inhibent les projections GABAergiques du GPe sur le
NST, ceci activant les projections glutamatergiques du NST sur le GPi et la SNr, provoquant I'inhibition
du thalamus et donc du mouvement. C’est la voie indirecte ou « No Go » (Redgrave et al., 2010 ;
Bonnavion et al., 2019 ; Yager et al., 2015). Cependant des données récentes ont mis en évidence
que certains D1-MSN projettent également sur le GPe et le pallidum ventral, mais de fagon assez faible

par rapport aux D2-MSN (Fujiyama et al., 2011) (Figure 11).

1.4. Afférences et efférences du noyau accumbens

Le NAc recoit des afférences glutamatergiques excitatrices du cortex préfrontal (PFC) (médial et
latéral), du cortex entorhinal, du thalamus, du subiculum ventral (vSub) et dorsal (dSub) de
hippocampe, et de l'amygdale basolatérale (BLA) (Sesack et Grace, 2010). Le «shell » est
principalement innervé par les parties ventrales des cortex insulaire, prélimbique, infralimbique, orbito-
médial et agranulaire, tandis que le « core » regoit majoritairement des afférences des parties dorsales
des cortex prélimbique et agranulaire (Sesack et Grace, 2010). Le vSub projette préférentiellement
sur le « shell » tandis que le dSub cible le « core » (Sesack et Grace, 2010). Pour les projections de la
BLA, la partie rostrale projette sur le « core », tandis que la partie caudale projette sur le « shell »
(Sesack et Grace, 2010). Les afférences thalamiques sur le NAc proviennent des noyaux médian et
intralaminaire (Sesack et Grace, 2010). Dans une moindre mesure, on dénombre aussi des afférences
inhibitrices GABAergiques sur le NAc provenant du pallidum ventral (VP) et de ATV (Sesack et al.,
2010). Enfin le NAc recoit des afférences modulatrices, majoritairement des afférences
dopaminergiques provenant de I'ATV, ainsi que quelques afférences sérotoninergiques provenant du
noyau du raphé. Le « shell » regoit également des afférences noradrénergiques en provenance du

noyau du tractus solitaire et du locus coeruleus (LC) (Sesack et Grace, 2010) (Figure 11).
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Dans le NAc il existe une dichotomie voie directe / indirecte comme dans le dSTR, mais la séparation
des D1- et D2-MSN en voie directe et indirecte n'est pas aussi évidente. Dans la voie directe, le NAc
envoie des projections vers la SN et 'ATV qui contactent ensuite le thalamus. Dans la voie indirecte, le
NAc envoie des projections sur le VP qui contacte le NST, qui contactent la SN et 'ATV, qui ensuite
projettent sur le thalamus. Le « core » projette préférentiellement sur le VP dorsolatéral et la SNr, tandis
que le « shell » projette sur le VP ventro-médian et I'ATV (Soares-Cunha et al., 2016). Dans la voie
directe, les connexions NAc-SN/VTA sont exclusivement médiées par les D1-MSN, tandis que dans la
voie indirecte, les projections du NAc sur le VP sont médiées de maniére équitable par les D1- et D2-
MSN (Kupchik et al., 2015). Enfin le NAc, en particulier le « shell », projette sur d’autres structures

comme I'hypothalamus, 'amygdale et le septum latéral (Salgado et Kaplitt, 2015) (Figure 11).

Direct pathway Indirect pathway

A B

dorsal strigtum dorsal striatum
thalamus

thalamus

D1-MSN \ D2-MSN
NAC = —{ K NAc i

dorsal striatum real striatur
\ thalamus thalamus

o—| GABAergic projections

Figure 11. Afférences et efférences du striatum dorsal et du noyau accumbens selon la
dichotomie des voies directes et indirectes. (A) Connectivité des D1-MSN du striatum dorsal, (B)
connectivité des D2-MSN du striatum dorsal, (C) connectivité des D1-MSN du noyau accumbens, (D)
connectivité des D2-MSN du noyau accumbens. NAc : noyau accumbens, GPe : globus pallidus externe,
GPi : globus pallidus interne, NST : noyau sous-thalamique, VP : pallidum ventral, vmVP : pallidum
ventral ventromédian, dIVP : pallidum ventral dorsolatéral, SN : substance noire, VTA ; aire tegmentale

ventrale (Soares-Cunha et al., 2016).
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2. Les voies de transmissions dopaminergiques au sein du striatum
2.1. Organisation anatomique des voies dopaminergiques dans le striatum

Dans les années 1960, Dalhstrom et Fuxe (1964) identifient 17 groupes de cellules
catécholaminergiques, nommeés de A1 a A17 dans le cerveau de rat adulte. Parmi ces noyaux, 9 sont
identifiés comme produisant de la dopamine (de A8 a A16) (Bjérklund et Dunnett, 2007 ; Dalhstrém et
Fuxe, 1964). Les groupes A8 (aire rétroburale), A9 (SN) et A10 (ATV), situés au niveau du
mésenceéphale, sont les mieux décrits et les plus étudiés. Ces trois structures contiennent la majeure
partie des neurones dopaminergiques du systéme nerveux central et produisent le plus gros de I'afflux
de dopamine vers les zones dopaminosensibles. Chez le rongeur, le nombre total de neurones
dopaminergiques dans ces trois groupes est de 20 000 a 30 000 chez la souris et de 40 000 a 50 000
chez le rat, avec environ la moitié des cellules situées dans la SN. Ce nombre passe de 160 000 a
320 000 chez les primates non humains et entre 400 000 a 600 000 chez 'Homme avec une
proportion de 70% située dans la SN (Bjérklund et Dunnett, 2007). Il est bien établi que les neurones
dopaminergiques A9 projettent vers le dSTR formant la voie nigrostriée, tandis que les neurones
dopaminergiques A10 de I'ATV projettent vers les zones limbiques (dont le NAC) et corticales formant
les voies mésolimbique et mésocorticale, aussi appelées voie mésocorticolimbique. Ces trois voies
sont anatomiquement et fonctionnellement distinctes, mais la ségrégation de leurs cellules d'origine
dans les différents noyaux n’est pas totalement vraie. En effet, 'innervation dopaminergique du dSTR
n'est pas seulement due aux projections de la SNc¢, mais également a des projections du noyau A8 et
A10. Egalement, les neurones dopaminergiques projetant vers les zones limbiques et corticales sont
situés non seulement dans I'ATV, mais également dans la partie dorsale de la SN et du noyau A8
(Bjorklund et Dunnett, 2007). Une représentation des origines cellulaires dopaminergiques des voies

nigrostriée, mésolimbique et mésocorticale est présentée dans la figure 12.
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Figure 12. Noyaux dopaminergiques et projections dans le cerveau de rongeur adulte (Bjorklund
et Dunnett, 2007).

2.2. L’aire tegmentale ventrale

Nous allons maintenant détailler les caractéristiques anatomiques et fonctionnelles de ATV, région

centrale au coeur de la voie de transmission mésolimbique.

2.2.1. Structure de ’'ATV

Comme nous lavons vu précédemment, 'ATV correspond au noyau A10 selon la classification
anatomique de Dahlstrém et Fuxe (1964). Cette structure est un assemblage de plusieurs sous-
régions, notamment le noyau parabrachial pigmenté (PBP), le noyau paranigral (PN), le noyau linéaire
caudal (CLi), le noyau interfasciculaire (IF) et le noyau rostral linéaire du raphé (RLi). Il est bien établi
que le PBP et le PN sont des subdivisions de 'ATV, cependant il existe des divergences sur la question
de savoir si le RLi, le CLi et I'lF doivent étre inclus dans 'ATV. Une subdivision plus générale est utilisée
pour délimiter ATV : une partie médiale comprenant le RLi, le CLi et I'lF et une partie latérale
comprenant le PBP et le PN, qui contient la plus forte proportion de neurones dopaminergiques
(Morales et Margolis, 2017) (Figure 13).

Figure 13. Structure de I'aire tegmentale ventrale (Morales et
Margolis, 2017). SNc : substance noire compacte, IF : noyau
interfasciculaire, PBP : noyau pigmenté parabrachial, PN : noyau

paranigral, CLi : noyau linéaire caudal.
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2.2.2. Les types cellulaires de 'ATV

Au sein de I'ATV on retrouve une grande proportion de neurones dopaminergiques, mais également
des neurones GABAergiques et glutamatergiques, dont la proportion varie en fonction de leur
localisation au sein de I'ATV (dorso-ventrale, rostro-caudale ou médio-latérale). Les neurones
dopaminergiques représentent plus de 70% de la population totale des neurones de ATV, 30% pour
les neurones glutamatergiques et 30% pour les neurones GABAergiques. Ces proportions s'expliquent
notamment par la présence de neurones colibérant la dopamine et le glutamate ou le GABA ou

colibérant le glutamate et le GABA (Morales et Margolis, 2017).

Lensemble des sous-structures de ATV expriment des niveaux élevés de TH, cependant il est
intéressant de noter qu’il existe des sous-ensembles de neurones dopaminergiques dans I'ATV qui
n'expriment pas VMATZ2 (Vesicular Monoamine Transporter 2) ou DAT (Dopamine Active Transporter).
Par exemple, chez le rongeur, la plupart des neurones dopaminergiques situés dans I'ATV latérale
expriment VMATZ2, DAT ou encore le récepteur D2R, tandis que certains neurones au niveau médial
nexpriment pas ces marqueurs, démontrant la présence d’une grande diversité de neurones
dopaminergiques dans I'ATV caractérisée par une hétérogénéité moléculaire (Lammel et al., 2008 ;
Morales et Margolis, 2017 ; Cardoso et Lévesque, 2020 ; Poulin et al., 2018 ; La Manno et al., 2016 ;
Tiklova et al., 2019). Les neurones dopaminergiques de '’ATV sont aussi hétérogénes d’'un point de vue
de leurs propriétés électrophysiologiques. En effet, une sous-population de neurones
dopaminergiques, située dans la partie latérale de 'ATV, posséde certaines propriétés classiquement
associées aux neurones dopaminergiques telles que la présence d’'un important courant cationique
activé par lhyperpolarisation (ln). Toutefois, dans I'ATV médiale, une proportion de neurones
dopaminergiques ne présente pas cette caractéristique, pourtant considérée comme un critére
d’identification des neurones dopaminergiques (Lammel et al., 2008 ; Margolis et al., 2006 ; Morales
et Margolis, 2017).

Comme les neurones dopaminergiques, des neurones GABAergiques sont retrouvés repartis dans
'ensemble de 'ATV, mais sont concentrés au niveau de ATV latérale (Taylor et al., 2014). Le GABA
est synthétisé a partir du glutamate par la glutamate décarboxylase, Gad1 (ou Gad67) ou Gad2 (ou
Gad6b) et emballé dans des vésicules par le transporteur vésiculaire du GABA, VGAT (Vesicular GABA
Transporter). La détection de Gad ou VGAT est donc couramment utilisée pour identifier les neurones
GABAergiques (Margolis et al., 2012 ; Olson et Nestler, 2007). Les neurones GABAergiques de ATV
sont également hétérogénes notamment vis-a-vis de I'expression de certains marqueurs ou relatif a
leur réponse suite a l'activation de certains récepteurs qu'ils expriment comme le D2R ou MOR1
(Margolis et al., 2012 ; Morales et Margolis, 2017). LATV comprend également une proportion non
négligeable de neurones glutamatergiques. Le glutamate est produit a partir de la glutamine par

'enzyme glutaminase. La présence des neurones glutamatergiques dans I'ATV a été établie par la
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présence de certains neurones de I'ATV exprimant le transporteur vésiculaire du glutamate (VGLUT2,
Vesicular Glutamate Transporter 2). Ces neurones sont majoritairement présents dans ATV médiale

ou ils seraient méme plus nombreux que les neurones dopaminergiques (Morales et Margolis, 2017).

Bien que les principales populations de neurones de 'ATV émettent des signaux en libérant de la
dopamine, du GABA ou du glutamate, certains neurones de I'ATV peuvent libérer de maniére
combinatoire ces neurotransmetteurs, ainsi certains neurones au sein de ATV libérent conjointement
de la dopamine et du glutamate, de la dopamine et du GABA ou du glutamate et du GABA (Morales et
Margolis, 2017). En effet, une proportion de neurones TH* /VGLUT2* est retrouvée préférentiellement
concentrée dans 'ATV médiale. Ces neurones ont la capacité de synthétiser la dopamine puisqu’ils
expriment la DDC (DOPA-décarboxylase), cependant certains de ces neurones n'expriment pas
VMAT2 ou DAT qui sont pourtant nécessaires a la libération et a la recapture de la dopamine (Morales
et Margolis, 2017). Le mécanisme pour la co-libération de dopamine et de glutamate par ces neurones
serait une libération conjointe de chaque neurotransmetteur a partir de pools de vésicules distincts
puisque des études démontrent I'absence de co-marquage immunohistochimique au niveau du NAc
entre la TH et VGLUT2 (Zhang et al., 2015). Ce systeme de co-libération permet a la fois une
signalisation excitatrice rapide via le glutamate et une signalisation modulatrice plus lente via la
libération de dopamine (Morales et Margolis, 2017). Une faible proportion de neurones TH* dans I'ATV
coexprime Gad67/65. Ces neurones cibleraient la LHb, mais ces derniers n'expriment pas VMAT2 et
ne libérent pas de dopamine, seulement du GABA par accumulation vésiculaire médiée par VGAT
(Stamatakis et al., 2013 ; Morales et Mignolis, 2017). Dans le NAc, cependant, le GABA est libéré par
les neurones dopaminergiques TH* qui expriment VMAT2 mais pas Gad65/67, ni le VGAT, suggérant
que VMAT?2 conditionne le GABA cytoplasmique dans les vésicules synaptiques contenant également
la dopamine. Ce GABA cytoplasmique serait capté par les neurones dopaminergiques a partir de
'environnement extracellulaire par les transporteurs du GABA, exprimés au niveau de la membrane
des terminaisons dopaminergiques (Berrios et al., 2016 ; Morales et Mignolis, 2017). Outre le
mécanisme de recapture ou la synthése de novo, les neurones dopaminergiques peuvent aussi
synthétiser du GABA par l'intermédiaire de ’TALDH1A1 (Kim et al., 2015 ; Morales et Mignolis, 2017).

Parmi les neurones qui nexpriment pas la TH dans I'ATV, une sous-population coexpriment
VGLUT2/Gad65/67 et VGAT et certains de ces neurones établissent des synapses sur les neurones
de la LHb qui expriment les récepteurs GABAa et AMPA. Ainsi, l'activation des neurones
GABA/glutamatergiques induit une inhibition rapide qui peut étre suivie d'une excitation ou
inversement, suggérant que cette transmission assure une spécificité temporelle précise (Root et al.,
2014 ; Morales et Mignolis, 2017). Enfin, une faible sous-population de neurones de 'ATV TH* exprime
également VGLUT2 et Gad65/67, mais il n'est pas encore établi si ces neurones libérent ces trois

neurotransmetteurs (Morales et Mignolis, 2017).
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2.2.3. Afférences et efférences de ’'ATV

Bien que les neurones de I'ATV recoivent potentiellement des connexions excitatrices ou inhibitrices
de diverses structures, peu d'études ont caractérise les sources de ces entrées glutamatergiques ou
GABAergigues faisant synapse sur les neurones dopaminergiques ou GABAergiques de ATV et il n'y
a actuellement aucune donnée concernant les synapses formées avec les neurones glutamatergiques
de 'ATV (Morales et Mignolis, 2017).

Les neurones dopaminergiques de I'ATV recoivent des afférences glutamatergiques du cortex
préfrontal médian (MPFC), du noyau pédonculopontin (PPTg), du noyau latérodorsal du tegmentum
(LDTg), de I'habénula latérale (LHb), de la substance grise périaqueducale (PAG), du noyau du lit de
la strie terminale (BNST) et du noyau du raphé dorsal (DRN). Ainsi que des afférences GABAergiques
du PAG, du DRN, de I'hypothalamus latéral (LHT), du VP et du noyau tegmental mésoportin
rostromédian (RMTQ). Au niveau local, les neurones dopaminergiques sont également contactés par
les neurones GABAergiques ou glutamatergiques de 'ATV (Morales et Mignolis, 2017). Les neurones
GABAergiques de I'ATV regoivent quant a eux des afférences glutamatergiques de la LHb et du mPFC,
ainsi que des afférences GABAergiques des D1-MSN du NAc. Des afférences GABAergiques et
glutamatergiques arrivent également sur ces neurones provenant du PAG, du DRN, de I'LHT et du
BNST (Morales et Mignolis, 2017).

Il a longtemps été considéré que les neurones de ATV sont capables de projeter sur une seule
structure cérébrale, cependant des études récentes démontrent que certaines sous-populations
neuronales de I'ATV, y compris des neurones dopaminergiques, sont capables d’innerver plus d'une
structure. Les MSN du NAc sont les cibles principales des neurones dopaminergiques de 'ATV (Moss
et al.,, 2011 ; Pickel et al., 1988) (Figure 14). Cependant, les neurones dopaminergiques de ATV
ciblent également 'amygdale, le cortex, 'hippocampe, le PV, la PAG, le DNST, les tubercules olfactifs
et le LC. Les neurones GABAergiques de I'ATV envoient des projections inhibitrices sur les
interneurones cholinergiques du NAc et glutamatergiques de I'HLb. Les neurones glutamatergiques de
I'’ATV semblent cibler ces mémes structures mais pas nécessairement les mémes types cellulaires. lls
projettent également sur les neurones glutamatergiques de I'HLb, mais forment des synapses
excitatrices avec les interneurones a paralbumine (PV) GABAergiques dans le NAc (Morales et
Mignolis, 2017). Les neurones de I'ATV colibérant la dopamine et le glutamate innervent les MSN et
les interneurones du NAc (Kabanova et al., 2015 ; Morales et Mignolis, 2017), et dans le mPFC, les
interneurones GABAergiques PV* ce qui entraine l'inhibition des neurones pyramidaux corticaux
(Kabanova et al., 2015 ; Morales et Mignolis, 2017). Enfin, les neurones de I'ATV co-libérant le
glutamate et le GABA forment des synapses activatrices et inhibitrices sur les neurones

glutamatergiques de I'HLb (Morales et Mignolis, 2017).
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Figure 14. Efférences dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale vers le noyau accumbens.
(Baik, 2020). SNc: Substance noire compacte, VTA: Aire tegmentale ventrale, IF: Noyau
interfasciculaire, PBP : Noyau pigmenté parabrachial, PN : Noyau paranigral, CLi : Noyau linéaire caudal,
DS : Striatum dorsal, VP : Pallidum ventral, NAc : Noyau accumbens, Shell L : Shell latéral, Shell Me :

Shell médian.
3. La signalisation dopaminergique
3.1. Biosynthése et métabolisme de la dopamine

La dopamine (3,4-dihydroxyphenethylamine) est une monoamine appartenant a la famille des
catécholamines. C’est un neurotransmetteur clé du cerveau, c’est pour cela que le métabolisme de la
dopamine au sein du systéme nerveux central sera développé dans ce manuscrit, mais il est important
de noter que la dopamine peut également étre synthétisée en dehors du cerveau, notamment au sein
des reins et du foie (Jose et al., 2002 ; Anlauf et al., 2003 ; Klein et al., 2018).

Dans la voie classique de synthese, la dopamine est synthétisée, au niveau du cytoplasme, a partir de
la L-tyrosine. La L-tyrosine est un acide aminé non essentiel, synthétisé de novo dans l'organisme a
partir de la phénylalanine, par la phénylalanine hydroxylase, ou apporté par l'alimentation. La L-tyrosine
va étre métabolisée en L-DOPA (L-Dihydroxyphenylalanine), le précurseur de la dopamine, grace a la
tyrosine hydroxylase (TH). La TH est I'enzyme limitante dans la synthése de la dopamine, c'est par
ailleurs le marqueur utilisé pour identifier les neurones dopaminergiques. La L-DOPA est ensuite
décarboxylée en dopamine par 'enzyme aromatique aminoacide décarboxylase (AADC) également
appelée DOPA-décarboxylase (DDC) (Meiser et al., 2013 ; Klein et al., 2018). Dans les neurones
noradrénergiques et adrénergiques, la dopamine peut étre convertie en noradrénaline par la -
hydroxylase puis en adrénaline par la phényléthanolamine-N-méthyltransférase (Udenfriend et

Wyngaarden, 1956 ; Weinshilboum et al., 1971, Klein et al., 2018). Suivant sa synthese, la dopamine
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est séquestrée dans des vésicules synaptiques via VMAT2 (Vesicular Monoamine Transporter 2), en
attendant sa libération dans la fente synaptique (Klein et al., 2018). La présence d’'un pH acide au sein

de ces vésicules protege la dopamine de l'oxydation et donc de sa dégradation (Figure 15).

Aprés excitation des neurones dopaminergiques, la dopamine est libérée dans la fente synaptique,
dans le but d'interagir avec ses récepteurs au niveau post-synaptique ou ses autorécepteurs présents
au niveau présynaptique. Les neurones dopaminergiques présentent deux types d'activité de
décharge. lls sont spontanément actifs a de basses fréquences (+5Hz) assurant une activité dite
« tonique » qui s'établit sur une échelle temporelle relativement lente, qui va étre ponctuée par des
pics d'activité. Ces pics d’activité sont qualifiés de décharge « phasique » (>15Hz) avec des transients
d’'une durée inférieure a 500 ms. Ces différents modes de décharge vont activer les récepteurs
dopaminergiques de maniere différentielle, la décharge « tonique » active préférentiellement les
récepteurs de type D2 (plus forte affinité pour la dopamine), tandis que la décharge « phasique »,
caractérisée par une augmentation de la concentration de dopamine extracellulaire, permet I'activation
des récepteurs de type D1 (plus faible affinité pour la dopamine) (Floresco, 2015 ; Klein et al., 2018 ;
Tritsch et Sabatini, 2012 ; Volkow et al., 2017) (Figure 15).

Pour mettre un terme a cette signalisation la dopamine doit étre dégradée, soit aprés une recapture
par les neurones dopaminergiques via le transporteur actif de la dopamine (DAT), soit par les cellules
gliales (Meiser et al., 2013). La dégradation de la dopamine est réalisée par deux enzymes : la
monoamine oxydase (MAQ) et la catéchol-O-Méthyltransférase (COMT). La MAO assure l'oxydation
de la dopamine en 3,4-dihydroxyphenylacétaldéhyde (DOPAL) qui est a son tour convertie en acide
3,4-dihydroxyphenylacétique (DOPAC) par 'ALDH1A1 ou en 3,4-dihydroxyphényl-éthanol (DOPET)
par une ADH. Cependant, en condition normale la voie de dégradation en DOPAL est préférée (Juarez-
Olguin et al., 2016 ; Meiser et al., 2013). La COMT assure la transformation du DOPAC en acide
homovanillique (HVA) et/ou de la dopamine en 3-méthoxytyramine, qui sera ensuite métabolisé en
HVA, qui sera éliminé par les reins dans les urines (Eisenhofer et al., 2004 ; Chen et al., 2011 ; Klein et
al., 2018). Il est a noter que COMT est majoritairement exprimée par les cellules gliales suggérant que
cette étape finale de la dégradation de la dopamine est réalisée en dehors des neurones
dopaminergiques. La MAO existe sous deux isoformes, MAO-A et MAO-B. MAQO-A est majoritairement
présente dans les neurones catécholaminergiques, tels que les neurones dopaminergiques, tandis que

MAOQO-B est préférentiellement exprimée par les astrocytes (Juarez-Olguin et al., 2016) (Figure 15).
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Figure 15. Métabolisme de la dopamine. (A) Synthése, dégradation et signalisation dopaminergique.
(B) Dynamique de libération de la dopamine (adapté de Shultz et al., 2007 ; Klein et al., 2018). TH :
Tyrosine hydroxylase, DDC : DOPA-décarbocylase, MAO : Monoamine oxydase, DA : Dopamine,
ALDH1A1 : Aldéhyde déshydrogénase 1A1, VMAT2: Vesicular monoamine transporter 2, DAT :
Dopamine active transporter, L-DOPA; L-Dihydroxyphénylalanine, DOPAC: Acide 3,4-
dihydroxyphenylacétique, DOPAL : 3,4-dihydroxyphenylacétaldéhyde, COMT: Catéchol-O-
Méthyltransférase, HVA : Acide homovanillique, D1R / D2R : dopamine receptor 1/ 2.

3.2. Les récepteurs dopaminergiques

Les actions physiologiques de la dopamine sont médiées par des récepteurs appartenant a la famille
des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Ce sont des protéines transmembranaires
composées de 7 a-hélices transmembranaires, qui regoivent des signaux provenant de divers stimuli
(hormones, facteurs de croissance, neurotransmetteurs...etc...), qui transmettent leur signalisation
intracellulaire par l'intermédiaire de protéine G. Il existe 16 sous-types de protéines G classées en
quatre grandes catégories: Gs, Gi, Gq et Gi. Ces protéines sont composées d'un complexe
hétérotrimérique formé par trois sous-unités a, B et y. En I'absence de stimuli, la sous-unité a sous sa
forme inactive lie le GDP (Guanosine-5'-Diphosphate) et est étroitement associée aux deux sous-
unités B et y. La fixation d’'un ligand spécifique ou d’'un agoniste entraine I'échange de GDP en GTP
(Guanosine-5’-Triphosphate) et la dissociation de la sous-unité a liée au GTP des deux sous-unités {3

et y. La sous-unité a, ainsi que le complexe B/y peuvent alors transduire le signal. Lorsque la protéine
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G repasse a son état inactif, le GTP est hydrolysé en GDP ayant pour conséquence le réassemblage
des sous-unités a, B et y (Pierce et al., 2002 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011 ; Weis et Kobilka, 2018).

Sur la base des propriétés biochimiques, pharmacologies et structurelles, les GPCR de la dopamine
ont été divisées en deux sous-catégories : les récepteurs de type D1 comprenant les récepteurs D1R
et D5R et les récepteurs de type D2 comprenant les récepteurs D2R, D3R et D4R. Les récepteurs D1R
et D5R sont homologues a 80%, tandis que les récepteurs D3R et D4R sont homologues a 75% et
53%, respectivement, avec le récepteur D2R (Missale et al., 1998 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011).
Les études pharmacologiques montrent que les récepteurs de type D2 présentent une affinité plus
élevée (de 10 a 100 fois plus) pour la dopamine que les sous-types D1 (Beaulieu et Gainetdinov, 2011 ;
Soares-Cunha et al., 2016). Les récepteurs de la dopamine ont un large spectre dexpression dans le
cerveau mais également au niveau périphérique. En effet, tous les sous-types de récepteurs ont été
observés, en proportion variable, dans les reins, les glandes surrénales, les ganglions sympathiques,
le tractus gastro-intestinal, les vaisseaux sanguins et le cceur (Missale et al., 1998 ; Aperia, 2000 ;

Witkovsky, 2004 ; Iversen et Iversen, 2007 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011).

Les récepteurs de type D1 sont uniquement localisés au niveau post-synaptique sur les neurones
dopaminoceptifs (Missale et al., 1998 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011). Dans le cerveau, le récepteur
D1R est fortement exprimé dans le dSTR, le NAc, la SN, les bulbes olfactifs, 'amygdale et le PFC et a
des niveaux plus faibles dans 'hippocampe, le cervelet, le thalamus et I'nypothalamus. Les niveaux
d’expression du récepteur D5R sont beaucoup plus faibles au niveau cérébral. De faibles niveaux
d’'expression ont été observés dans le PFC, le cortex prémoteur, le cortex cingulaire, le cortex
entorhinal, la SN, I'hypothalamus, 'hippocampe et le gyrus denté. Au niveau du striatum, quelques
MSN expriment ce récepteur (Missale et al., 1998 ; Gerfen, 2000 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011).
D’'un point de vue signalétique, les récepteurs de type D1 activent les protéines Gs qui stimulent la
production d’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) par TAC (Adénylate Cyclase).
Laugmentation des niveaux d’AMPc cytosoliques entraine l'activation de la PKA (protéine kinase A) et
la phosphorylation de ses cibles intracellulaires telles que les canaux voltages-dépendants, les
récepteurs ionotropiques du glutamate et du GABA, ainsi que divers facteurs de transcription. Lune
des principales cibles de la PKA est la DARPP-32 (phosphoprotéine régulée par la dopamine et TAMPC)
qui est fortement exprimée dans les MSN du striatum. La DARPP-32 module la PKA de maniére
bidirectionnelle, si la PKA phosphoryle DARPP-32, elle amplifie la signalisation de la PKA en inhibant
la PP1 (Protéine Phosphatase 1) qui inhibe I'activité de la PKA (Svenningsson et al., 2004 ; Soares-
Cunha et al., 2016). Lactivation de la PKA par I'intermédiaire des récepteurs de type D1, renforce
I'expression de surface des récepteurs AMPA et NMDA (acide-N-méthyl-D-aspartique) (Hallet et al.,
2006 ; Snyder et al., 2000). La signalisation des récepteurs de type D1 est également responsable de

I'inaction de plusieurs canaux potassiques et de l'ouverture de certains canaux calciques (Soares-
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Cunha et al., 2016). En résumé, la signalisation des récepteurs dopaminergiques de type D1 conduit
a une augmentation de lactivité neuronale des MSN GABAergiques en renforgant I'expression de
surface de ces récepteurs et en modulant la fonction des canaux ioniques (Soares-Cunha et al., 2016)
(Figure 16).

A la différence des récepteurs de type D1, certains récepteurs de type D2 sont exprimés au niveau
post-synaptique et présynaptique, comme cela est le cas pour les récepteurs D2R et D3R. Ces
récepteurs retrouvés au niveau présynaptique sont qualifiés d’« autorécepteurs » et possedent un rble
crucial dans la régulation de la transmission dopaminergique (Missale et al., 1998 ; Beaulieu et
Gainetdinov, 2011). Les niveaux les plus élevés d'expression du récepteur D2R sont observés dans le
dSTR, le NAc et les tubercules olfactifs. Une expression moindre mais tout de méme importante est
retrouvée dans la SN, I'ATV, I'hypothalamus, les aires corticales, le septum, 'amygdale et I'hippocampe
(Missale et al., 1998 ; Gerfen et al., 2000 ; Vallone et al., 2000 ; Seeman, 2006). Lexpression du
récepteur D3R est limitée aux aires limbiques, comprenant le « shell » du NAc et les tubercules olfactifs
(Solokoff et al., 1992 ; 2006 ; Missale et al., 1998 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011). Dans une moindre
mesure, le récepteur D3R est également détectable dans le dSTR, la SNc, I'ATV, I'hippocampe, le
septum et dans diverses aires corticales. Le récepteur D4R possede le plus faible niveau d’expression
dans le cerveau, il est toutefois retrouvé dans le cortex frontal, 'amygdale, I'hippocampe,
'hypothalamus, le GP, la SNr et le thalamus (Missale et al., 1998 ; Rondou et al., 2010 ; Beaulieu et
Gainetdinov, 2011). Les récepteurs de type D2 activent la famille des protéines G et induisent ainsi
I'inhibition de I'AC et limitent I'activité de la PKA (Solokoff et al., 2006 ; Rankin et al., 2010 ; Rondou et
al., 2010). Comme dans le cas des récepteurs de type D1, la signalisation des récepteurs de type D2
modifie la fonction des récepteurs du glutamate dans les MSN via la déphosphorylation de la sous-
unité GIuR1 qui favorise I'élimination des récepteurs AMPA a la membrane (Hakansson et al., 2006).
En recrutant le Ca?" intracellulaire la signalisation médiée par les récepteurs D2 entraine une
modulation négative des canaux calciques par un mécanisme dépendant de la calcineurine (Soares-
Cunha et al., 2016). En outre, l'activation des récepteurs D2 réduit 'ouverture des canaux sodiques et
favorise l'ouverture des canaux potassiques provoquant une diminution de l'excitabilité neuronale
(Hernandez-Lopez et al., 2000). En résumé, la signalisation médiée par les récepteurs de type D2

réduit l'activité neuronale globale (Figure 16).

Les récepteurs de type D1 et D2 sont également différents d’'un point de vue de leur structure
génétique. En effet, contrairement aux récepteurs de type D1, les récepteurs de type D2 possédent
plusieurs introns dans leurs séquences génétiques, avec six introns dans le D2R, cing dans le D3R et
trois dans le D4R (Gingrich et Caron, 1993). Ceci conduit a I'existence d'une diversité d’isoformes de
ces récepteurs. Par exemple, I'épissage alternatif d'un exon entre les introns quatre et cing du

récepteur D2R conduit a la génération de deux variants majeurs du récepteur D2R appelés D2S (D2R
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short) et D2L (D2R long) (Giros et al., 1989). Ces variants du récepteur D2R ont des propriétés
anatomiques, pharmacologiques et signalétiques distinctes. Tandis que le récepteur D2S serait
principalement exprimé au niveau présynaptique et impligué dans les fonctions autoréceptrices,
I'expression du récepteur D2L est principalement postsynaptique (Usiello et al., 2000 ; De Mei et al.,
2009).
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Figure 16. Voie de signalisation des récepteurs dopaminergiques. (A) Signalisation intracellulaire

-

des récepteurs de type D1. (B) Signalisation intracellulaire des récepteurs de type D2 (Soares-Cunha et
al., 2016). AC : adenylyl cyclase, cAMP : cyclic adenosine monophosphate, PKA : protein kinase A,
AMPAR : a-amino-3-hydroxy-5-methyl4-isoxazolepropionic acid glutamate receptor, Arc : activity-
regulated cytoskeleton-associated protein, CaMKII : calcium/calmodulin-dependent protein kinase type
Il, CREB : cAMP responsive element binding protein, ERK : extracellular signal-regulated kinases, GIRK
: G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels, IP3 : inositol 1,4,5-trisphosphate, MEK :
mitogen-activated protein kinase, Nav1.1 : sodium channel voltage-gated type I, Cav1 L-type : Calcium
channel voltage-dependent L type, PLC : phospholipase C, PKC : protein kinase C, P-DARPP-32 :
phosphorylated dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein 32, PP1 : protein phosphatase 1,
NMDAR : N- methyl-d-aspartate glutamate receptor, PLC : phospholipase C, D1R : dopamine receptor 1,

D2R : dopamine receptor 2, A2aR : adenosine receptor 2a.
3.3. Régulation de la transmission dopaminergique

La transmission dopaminergique au sein du cerveau est finement régulée par différents mécanismes,
mettant en jeu les systemes de libération et recapture de la dopamine, ainsi que la présence

d’autorécepteurs dopaminergiques présynaptiques.
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3.3.1. Régulation par les transporteurs

Le systeme de transport de la dopamine au niveau de la synapse, assuré par VMATZ2 et DAT, est

essentiel dans la régulation de la transmission dopaminergique au sein du cerveau.

Le transporteur actif de la dopamine, DAT, responsable de la recapture de la dopamine de I'espace
extracellulaire est un régulateur critique de la neurotransmission dopaminergique dans le systeme
nerveux central. Dans les régions cérébrales densément innervées par les terminaisons
dopaminergiques, ce transporteur membranaire est le principal mécanisme délimination de la
dopamine de I'espace extracellulaire, contribuant ainsi a fagonner la dynamique temporelle et spatiale
de I'action dopaminergique sur les récepteurs post-synaptiques (Schmitz et al., 2003 ; Mulvihill et al.,
2019). Lexpression de DAT, qui est sélective des neurones dopaminergiques dans le cerveau, est
largement répandue dans les nombreuses régions cérébrales associées a I'activité dopaminergique
(Mulvihill et al., 2019). Au sein des neurones dopaminergiques, DAT est exprimé a la fois dans la zone
terminale (au niveau présynaptique) et le long de I'axone, mais aussi autour du soma et des dendrites
(zone somatodendritique) (Nirenberg et al., 1996). Ce transporteur appartient a une grande famille de
transporteurs de neurotransmetteurs couplés au Na* et CI, la famille SLC6, qui comprend également
des transporteurs de sérotine, de norépinéphrine ou encore de GABA. Le mécanisme des
transporteurs SLC6 dépend des ions sodium et chlorure et de la force électrochimique qui les pousse
vers lintérieure de la cellule. Ainsi, DAT utilise le mouvement de ces ions pour transporter
conjointement la dopamine vers le compartiment intracellulaire (Kristensen et al., 2011 ; Mulvihill et al.,
2019). La cinétique de transport suit le modele de Michaelis-Menten, ainsi, a des concentrations
élevées de dopaminge, I'absorption est maximale (Schmitz et al., 2003 ; Mulvihill et al., 2019). En plus
de sa fonction principale de recapture de la dopamine, DAT générerait également des courants de
type canal ionique (Khoshbouei et al., 2003). Ainsi, en condition de faible concentration extracellulaire
de dopamine, la dépolarisation due a l'activité de la DAT faciliterait la libération de dopamine, tandis
gu’en présence de concentration élevée de dopamine extracellulaire cet effet serait supprimé par les
autorécepteurs dopaminergiques (Khoshbouei et al., 2003 ; Schmitz et al., 2003). D’autres études
suggerent que DAT pourrait aussi étre impliqué dans la libération de dopamine, notamment suite a son

activation par certains substrats comme les amphétamines (Schmitz et al., 2001 ; 2003).

Le transporteur VMATZ2 est quant a lui la protéine responsable de la séquestration de la dopamine
cytosolique et de son conditionnement dans les vésicules synaptiques. Il appartient a la famille des
transporteurs SLC18, dont le transporteur vésiculaire de I'acétylcholine fait également partie (Mulvihill
et al., 2019). Dans les neurones dopaminergiques, VMAT2 est donc localisé au niveau des vésicules
sécrétoires. En plus de son réle dans libération de la dopamine au niveau présynaptique, VMAT?2 s’est

aveéré jouer un réle neuroprotecteur. Cette fonction neuroprotectrice de I'expression de VMAT2 résulte
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de la séquestration et de l'élimination de la dopamine du cytoplasme qui peut étre neurotoxique
lorsqu’elle est oxydée (Goldstein et al., 2013 ; Guillot et Miller, 2009 ; Mulvihill et al., 2019).

3.3.2. Régulation par les autorécepteurs

Lexpression d’autorécepteurs sur les neurones dopaminergiques est également un des éléments
majeurs de la régulation de la libération de dopamine. Ces autorécepteurs appartiennent aux
récepteurs dopaminergiques de type D2, cependant seulement les récepteurs D2R et D3R
assureraient cette fonction (Ford, 2014 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011). lls sont exprimés sur le soma
et les dendrites des neurones dopaminergiques du mésencéphale dans I'ATV et la SNc, ainsi que sur
leurs terminaisons axonales dans le striatum (Missale et al., 1998 ; Beaulieu et Gainetdinov, 2011). Les
autorécepteurs régulent I'activité des cellules dopaminergiques par plusieurs mécanismes notamment
en fonction de leur localisation. Ainsi, les autorécepteurs présynaptiques des terminaisons axonales

régulent la transmission de trois maniéres :

(1) Laction principale des autorécepteurs dopaminergiques est de réguler la libération exocytotique de
dopamine a partir des terminaisons axonales. Aprés sa libération, la dopamine active ses
autorécepteurs afin de réduire la probabilité de libération de la dopamine. Cette inhibition transitoire
peut ainsi limiter la libération excessive de dopamine lors d’une période ponctuée d’'un nombre élevé
de potentiels d’action (Benoit-Marand et al., 2001 ; Schmitz et al., 2002). Ces récepteurs couplés a la
protéine G; régulent la libération des neurotransmetteurs via I'inhibition, par les sous-unités B/y, des
canaux calciques qui sont responsables de lI'entrée du calcium déclenchant la libération de dopamine.
D’autres études suggérent que I'inhibition de la libération de dopamine par les autorécepteurs serait
médiée par I'activation des canaux potassiques voltage-dépendants, par la sous-unité a, induisant une

hyperpolarisation et donc l'inhibition de la libération de dopamine (Ford, 2014).

(2) En plus de l'action des autorécepteurs dopaminergiques sur la libération de la dopamine, ces
derniers sont également impliqués dans sa recapture au niveau présynaptique. Ainsi, I'activation des
autorécepteurs dopaminergiques augmente la recapture de la dopamine en augmentant I'expression
de DAT au niveau membranaire et en potentialisant 'activation des transporteurs DAT déja existants
(Schmitz et al., 2002 ; Ford, 2014).

(3) Enfin, l'activation des autorécepteurs présynaptiques régule la transmission dopaminergique en
agissant directement au niveau de la synthése de la dopamine via 'inhibition de la TH. Cette réduction
de lactivité de la TH est la conséquence de linhibition de 'AC et donc d'une diminution de la
phosphorylation de la TH par la PKA activée par ’AMPc, conduisant a la diminution de la synthése de

dopamine et donc du remplissage des vésicules synaptiques (Ford, 2014).
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Les autorécepteurs somatodendritigues quant a eux régulent [lexcitabilité des neurones
dopaminergiques, notamment en activant des canaux GIRK (canaux potassiques rectifiants), via les
sous-unités B/y, qui se fixent sur ces canaux permettant leur ouverture. Cette activation des canaux
GIRK entraine un efflux de potassium qui hyperpolarise les cellules dopaminergiques résultant en une
inhibition de libération de dopamine au niveau somatodendritique (Ford et al., 2014). La dopamine
libérée au niveau somatodendritique conduit ainsi a une hyperpolarisation robuste de la plupart des
neurones dopaminergiques assurant une régulation importante dans le contréle de I'activité des

cellules dopaminergiques (Ford, 2014).

Des souris knock-out (KO) dans lesquelles les récepteurs de type D2 ont été supprimés uniquement
dans les neurones dopaminergiques (autoreceptor-null), présentent une hyperactivité et une sensibilité
accrue a la cocaine, associees a une perte d’inhibition de la libération de dopamine par les terminales
et une hyperpolarisation au niveau des corps cellulaires dopaminergiques (Bello et al., 2011 ; Anzalone
et al.,, 2012). Ces travaux appuient des observations cliniques antérieures selon lesquelles une
altération de la fonction des autorécepteurs dans 'ATV est en corrélation avec des modifications de
impulsivité (Zald et al., 2008 ; Buckholtz et al., 2010). Ces études confirment aussi le role des
autorécepteurs dopaminergiques dans les comportements locomoteurs et motivés par la récompense
(Ford, 2014). De maniere synthétique, I'activation de ces récepteurs diminue a la fois I'excitabilité des
neurones dopaminergiques et la libération de la dopamine, jouant ainsi un réle régulateur clé dans la

transmission dopaminergique et le maintien des comportements dopamino-dépendants.

4. Impact d’une altération de la voie de transmission mésolimbique dans les

processus de motivation et d’impulsivité

41. Transmission mésolimbique et motivation

Un grand nombre d’études montre que les processus motivationnels sont fortement liés a I'activité du
NAc (Studer et Knecht, 2016). En effet, des lésions de cette structure entrainent une réduction de la
capacité a fournir un effort pour l'obtention d'une récompense (Chong et al., 2016 ; Kroemer et al.,
2016). De plus, des études d’'imagerie ont mis en évidence une activation du NAc dans I'anticipation
d’'une récompense et démontrent son implication dans I'évaluation colt / bénéfice d’un comportement
dirigé vers un but (Hahn et al., 2009 ; Stice et al., 2009 ; Mannella et al., 2013 ; Collins et Franck,
2016). Lactivité de cette structure est grandement modulée par la transmission dopaminergique
issue de I'ATV, suggérant un réle crucial de la signalisation de ce neurotransmetteur au sein du NAc

dans les processus motivationnels.

La dopamine mesolimbique a été considéree pendant longtemps comme le médiateur du plaisir

(« liking ») ou de la réactivité hédonique (Wise et al., 2008 ; Olney et al., 2018). Mais, comme cité
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précédemment, ce paradigme a été remis en cause, notamment par K. Berridge, qui a démontré que
administration systémique d'antagonistes de la dopamine ou la déplétion totale de la dopamine
mésolimbique dans le NAc chez le rat, n'alterent pas la réactivité hédonique a une solution sucrée
(Berridge et Robinson, 1998 ; Berridge, 2007). Cette séparation entre le « liking » et le « wanting » est
bien établie et suggére donc que la dopamine n’interviendrait pas sur la motivation primaire a se nourrir

mais sur I'activation du comportement lors de la motivation (Salamone et Correa, 2012).

En effet, un certain nombre d’études suggere que la dopamine au sein du NAc est particulierement
importante pour l'activation comportementale, leffort a fournir pendant le comportement, le
comportement d'approche flexible, la dépense et la régulation énergétique et I'exploitation de
'apprentissage de la récompense (pour revue compléte: Salamone et Correa, 2012). Plus
globalement, la dopamine mésolimbique permet d’apprendre un renforcement, de 'anticiper, d’évaluer
le rapport colt / bénéfice d’'une action, et de déclencher et dalimenter cette action (Chong et al.,
2018). Par ailleurs, l'activité dopaminergique phasique sous-tendrait les processus motivationnels,
tandis que la dopamine tonique assurerait un état motivationnel basal afin de maintenir 'organisme

sensible aux stimuli (Berke, 2018 ; Bromberg-Martin et al., 2010).

De nombreuses études chez le rongeur démontrent que la transmission dopaminergique dans le NAc
est nécessaire pour qu’un animal investisse de l'effort physique pour obtenir une récompense. Par
exemple, une diminution partielle de la dopamine en utilisant des antagonistes des récepteurs
dopaminergiques dans le NAc, induit une diminution de l'effort exercé pour obtenir une récompense
alimentaire, dans une tache de ratio progressif (PR) (Salamone et al., 1991). D’autres études affirment
ce paradigme, en effet, une déplétion dopaminergique dans le NAc (Salamone et al., 2007 ; Nunes et
al., 2013 ; Randall et al., 2014) ou 'administration d’antagonistes dopaminergiques, en systémique ou
directement dans le NAc (Nowend et al., 2001 ; Caul et Brindell, 2001 ; Bari et Pierce, 2005 ; Denk et
al., 2005 ; Sink et al., 2008 ; Olarte-Sanchez et al., 2013 ; Yohn et al., 2015) entrainent une diminution
de la motivation notamment lors de tache de PR. En plus de I'implication de la dopamine au sein du
NAc dans l'effort physique, d’autres études montrent l'implication de la dopamine mésolimbique dans
la motivation impliquant un choix face a différentes possibilités, on parle ainsi d’effort cognitif. Dans la
tache concurrente (ou tache de choix lié a l'effort), lantagonisme des récepteurs de type D1 ou D2
entraine une diminution de la motivation en orientant I'animal vers une récompense simple a obtenir au
détriment d’une récompense plus palatable mais nécessitant un effort (Salamone et al., 1991 ; Koch
etal., 2000 ; Sink et al., 2008 ; Salamone et Correa, 2012). Dans une autre tache utilisant le labyrinthe
en T (T-maze), la déplétion de la dopamine dans le NAc entraine une diminution de la préférence pour
le bras a codt et récompense élevés (barriere a escalader pour obtenir 4 récompenses) au profit du
bras a co(t et récompense faibles (sans barriere mais 1 récompense par exemple) (Salamone et al.,

1994 ; Denk et al., 2005 ; Pardo et al., 2012). En revanche, lorsque le colt des deux bras est le méme,
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les animaux préferent le bras a forte récompense, et ni la déplétion de la dopamine mésolimbique, ni
I'antagonisme de la dopamine dans le NAc naltére ce choix (Salamone et al., 1994 ; Salamone et
Correa, 2012). Ainsi des altérations de la transmission dopaminergique mésolimbique n'alterent pas la
préférence pour la récompense mais le comportement dirigé vers cette récompense (Salamone et
Correa, 2012). Les études visant a augmenter la motivation en stimulant la transmission
dopaminergique sont moins nombreuses, cependant, I'ablation genétique ou pharmacologique de DAT
augmente la motivation (Cagniard et al., 2006 ; Sommer et al., 2014). Cette potentialisation de la
motivation est également observée suite a I'injection systémique ou dans le NAc, damphétamine
(Mayorga et al., 2000 ; Bardgett et al., 2009 ; Sommer et al., 2014 ; Bailey et al., 2015). Enfin, la
surexpression ou I'activation de certains récepteurs dopaminergiques dans le NAc comme le D2R ou
le D3R, potentialise ou diminue la motivation, respectivement, des animaux lors de taches de
conditionnement opérant (Gallo et al., 2018 ; Trifilieff et al., 2013 ; Simpson et al., 2014 ; Soares-Cunha
etal., 2016).

De maniére intéressante, les sous-régions du NAc, le « core » et le « shell » semblent avoir des réles
distincts dans la modulation de la motivation. La libération de dopamine dans le « core » serait centrale
dans la motivation, responsable des associations stimuli / récompenses et guidant le comportement
vers l'obtention de la recompense. Le « shell » serait quant a lui impliqué dans l'anticipation de la
récompense et dans l'alimentation du comportement afin de rester concentré sur I'action et de

s‘assurer que les réecompenses sont obtenues de maniére efficace (Floresco, 2015).

D’autres études ont mis en évidence de la libération physiologique de dopamine dans le NAc lors de
comportements motivés. Une premiére étude chez le singe (Nishino et al., 1987) montre une
augmentation de I'activité des neurones de I'ATV lorsque les sujets appuient sur un levier afin d’obtenir
une récompense alimentaire (Nishino et al., 1987). De maniére similaire, chez le rongeur, I'exposition
a un stimulus conditionné signalant que l'appui sur un levier va entrainer la libération d'une
récompense, s'accompagne d’'une augmentation transitoire de la libération de dopamine dans le NAc
(Roitman et al., 2004 ; Salamone et Correa, 2012). Ces observations ont été confirmées en
microdialyse (Sokolowski et al., 1988 ; Ostlund et al., 2010 ; Hauber, 2010), en voltamétrie (Bown et
al., 2011 ; Cacciapaglia et al., 2011) et en électrophysiologie pendant des réponses opérantes
(Kosobud et al., 1994). De maniére intéressante, la quantité de dopamine libérée dans le NAc est
corrélée a l'effort requis (Sokolowski et al., 1998 ; Ostlung et al., 2011 ; Eshel et al., 2024) mais aussi
a la quantité de la récompense (Eshel et al., 2024). Une augmentation de la libération de dopamine
dans le striatum a aussi été observée chez I'Homme lorsque I'individu fait le choix de fournir un effort
important pour obtenir une récompense (Botvinick et al., 2009 ; Kurniawan et al., 2010 ; Treadway et
al., 2012) et cette libération est également corrélée a la quantité de la récompense attendue (Croxson
et al., 2009).
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Ainsi, la libération de dopamine mésolimbique dans le NAc est cruciale dans les processus
motivationnels et en particulier dans la composante instrumentale, dirigeant le comportement vers la
production d’un effort dirigé vers l'obtention d'une récompense (Figure 17) (Salamone et Correa,
2012). Des déficits dans cette transmission dopaminergique peuvent donc avoir des conséquences
lourdes au niveau comportemental en altérant la motivation, une symptomatologie notamment

retrouvée dans plusieurs désordres psychiatriques, comme cité plus tét dans ce manuscrit.
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Figure 17. Réle de la dopamine dans un comportement motivé (Salamone et Correa, 2012).
4.2. Transmission mésolimbique et impulsivité

Le NAc a été identifié comme une région clé de l'impulsivité, puisque des lésions de cette structure
augmentent I'impulsivité de choix (Cardinal et al., 2001 ; Bezzina et al., 2007 ; Da Costa Araujo et al.,
2009 ; Basar et al., 2010). Des inactivations pharmacologiques ou des Iésions du NAc favorisent
egalement les comportements a risque en orientant le choix pour une récompense associee a une
plus faible probabilité d'obtention (Cardinal et Howes, 2005 ; Stopper et Floresco, 2011). Ces effets
seraient attribués au « core » puisque des lésions de cette sous-structure induisent une augmentation
des choix impulsifs, ce qui n'est pas le cas avec les lésions du « shell » du NAc (Cardinal, 2001 ;
Pothuizen et al., 2005). En ce qui concerne 'impulsivité d’action ou motrice, le NAc serait également
impliqué (Cole et Robbins, 1989), avec une dissociation entre le « core » et le « shell ». En effet, la
stimulation cérébrale profonde de ces deux sous-structures provogque une augmentation et une
diminution de limpulsivité, respectivement (Dalley et Robbins, 2017 ; Sesia et al., 2008). Chez
I'Homme, une activation du NAc est observée lors de la réalisation de tache de dévaluation temporelle
chez des sujets sains (Christakou et al., 2011 ; Eppinger et al., 2012) De nombreuses études ont mis
en évidence une implication de la transmission dopaminergique au sein de cette structure dans la

modulation des processus impulsifs avec des résultats parfois opposés.

84



Ainsi, dans I'impulsivité cognitive, ladministration d’amphétamine, stimulant la libération de dopamine,
diminue Impulsivit¢ (Broos et al., 2012). A linverse, linjection systémique d’'un agoniste des
récepteurs dopaminergigues de type D2 augmente les choix impulsifs (Maden et al., 2010 ; Koffarnus
et al., 2011). Ceci est en accord avec des études de TEP (Tomographie par Emissions de Positons)
démontrant une liaison de dopamine avec ses autorécepteurs D2R et D3R plus faible au niveau du
mésenceéphale associée a une plus grande impulsivité (Buckholtz et al., 2010). La surexpression du
transporteur DAT dans le NAc augmente I'impulsivité dans la tache du « delay discounting » (Adriani
et al., 2009). De plus, Iinjection d’'un agoniste ou d’'un antagoniste du récepteur D3R, cause une
augmentation et une diminution de la prise de risque, respectivement (Stopper et al., 2013 ; Barrus et
Winstanley, 2016). Lensemble de ces résultats suggerent que la neurotransmission dopaminergique
joue un role déterminant dans la prise de décision impulsive. Dans I'impulsivité motrice, la dopamine
semble également jouer un réle mais de maniére plutdt opposée a son réle dans 'impulsivité cognitive.
Linjection d'amphétamine, systémique ou dans le NAc, augmente 'impulsivité dans le test du 5-CSRTT.
ATlinverse, 'antagonisme du récepteur D1R dans le NAc diminue I'impulsivité (Van Gaalen et al., 2006).
Une dissociation entre la transmission dopaminergique au sein du « core » et du « shell » est
€galement retrouvée. Ainsi, I'injection d’'un antagoniste des récepteurs D2R/D3R réduit I'impulsivité
lorsqu'il est injecté dans le « core », et laugmente lorsqu’il est administré dans le « shell », dans la
tache du 5-CSRTT (Besson et al., 2010). De maniére similaire, 'administration d'un agoniste des

récepteurs D2R/D3R dans le « core » du NAc augmente I'impulsivité d’action (Moreno et al., 2013).

Ainsi, l'ensemble de ces études montre que des altérations de la transmission dopaminergique

mésolimbique au sein du NAc sont impliquées dans les mécanismes sous-jacents a I'impulsivité.

4.3. Des altérations de la transmission mésolimbique comme endophénotype

commun des pathologies psychiatriques ?

Une altération de la transmission dopaminergique au sein du NAc a bien été décrite dans la
schizophrénie. En effet, dans la pathologie de la schizophrénie, il a été rapporté une hyperactivité de
la voie mésolimbique, associée a une augmentation de la libération et de la synthése de la dopamine
dans le NAc, et une hypoactivité de la voie mésocorticale dans le PFC (Perez-Costas et al., 2010 ;
Yoon et al.,, 2013 ; Lerner et al., 2016 ; Abi-Dargham, 2017). De plus, des modifications de la
disponibilité du récepteur D2R, exacerbée dans le NAc et diminuée dans le PFC ont aussi été décrites
chez les patients schizophrénes (Howes et al., 2009 ; Weinstein et al., 2017). Ainsi, « I'nypothése
dopaminergique » de la schizophrénie postule que les symptémes positifs et négatifs résultent d’'une
libération « irréguliére » de dopamine. Cette irrégularité contribuerait a attribuer une « abberant
salience » a des stimuli non pertinents, conduisant a l'apparition des symptémes positifs, tout en ne

répondant pas de maniére appropriée a des stimuli associés a une récompense, induisant l'apparition
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de symptdmes négatifs (Howes et al., 2009 ; Whitton et al., 2015). Une méta-analyse d'études utilisant
la TEP, a démontré une potentialisation de la transmission dopaminergique au sein du striatum dans
les phases de psychose (Fusar-Poli et Meyer-Lindenberg, 2013). Une concentration extracellulaire de
dopamine plus élevée dans le NAc a aussi été mise en évidence par TEP chez les schizophrénes
(Kegeles et al., 2010). Lutilisation de I'IRMf (Imagerie par Résonnance Magnétique fonctionnelle) a
aussi éteé utilisée pour évaluer l'activation du striatum au cours de tache d’apprentissage par essai ou
erreur (Whitton et al., 2015). Ainsi, un certain nombre détudes ont mis en évidence des associations
entre des réponses striatales aberrantes et les symptdmes psychotiques positifs (Howes et al., 2009 ;
Whitton et al., 2015). Une corrélation inverse entre 'anhédonie et I'activité du NAc a aussi été rapportée
dans une cohorte de patients schizophrenes (Dowd et Barch, 2012). De plus, une augmentation de
I'activité du NAcC a été mise en évidence, associée a un stimulus non pertinent (Gold et al., 2008) et
une diminution associée a un stimulus pertinent (Morris et al., 2012), renforgant I'hnypotheése de
I'« abberant salience » (Whitton et al., 2015). Une méta-analyse de 17 études a révélé une élévation
significative des récepteurs D2R dans le striatum et une affinité accrue des récepteurs D2R pour la
dopamine dans la schizophrénie (Seeman et al., 2011 ; Dichter et al., 2012). Ainsi, la présence d'une
transmission dopaminergique inappropriée serait liée aux troubles motivationnels dans cette

pathologie psychiatrique (Whitton et al., 2015).

Des preuves de plus en plus nombreuses démontrent des anomalies de la transmission
dopaminergique au sein du NAc dans le cadre de la dépression majeure (Pizzagalli et al., 2014 ;
Whitton et al., 2015). Une activation réduite du NAc a été observée pendant l'anticipation d'une
récompense ou lors d’'une récompense imprévisible (Pizzagalli et al., 2009). Des études d’IRMf ont
démontré que la gravité de 'anhédonie était corrélée négativement avec l'activité du NAc et que les
sujets déprimés présentaient une activation du NAc plus faible en réponse a des stimuli positifs
(Keedwell et al., 2005 ; Epstein et al., 2006 ; Mitterschiffthaler et al., 2003 ; Schaefer et al., 2006).
D’autres données suggerent que cette hypoactivité du NAc serait un facteur de risque de la dépression.
En effet, une activation réduite du NAc a été décrite chez des adolescents non dépressifs mais
présentant un risque de dépression majeure en raison d’antécédents familiaux (Gotlib et al., 2010 ;
Bress et al., 2013), et est retrouvée lorsqu'’ils présentent des symptémes dépressifs, et est méme en
corrélation avec la sévérité des symptémes (QOlino et al., 2014 ; Morgan et al., 2013 ; Whitton et al.,
2015). De maniére intéressante, des études de TEP ont mis en évidence une corrélation négative entre
I'activité des récepteurs D2R/D3R et de DAT et 'anhédonie, chez des patients dépressifs majeurs
(Sarchiapone et al., 2006 ; Pecifia et al., 2017). De plus, une corrélation entre la gravité des symptémes
dépressifs et 'ampleur des effets positifs d'une administration d’amphétamine, augmentant la
disponibilité de dopamine, a été mise en évidence chez des sujets présentant une dépression majeure
(Tremblay et al., 2002).
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Chez les patients bipolaires, un dysfonctionnement de la signalisation dopaminergique caractérisé par
une hyperdopaminergie au sein du striatum pourrait étre a I'origine des phases maniaques (Whitton et
al., 2015). En accord avec cette hypothése, 'administration d’agonistes dopaminergiques chez des
sujets sains induit un comportement maniagque (Jacobs et al., 1986), et exacerbe les troubles impulsifs
chez des individus bipolaires (Burdick et al., 2014). De plus, des études de neuroimagerie ont montré
une activité anormalement élevée du NAc pendant I'anticipation et la consommation d’'une récompense
(Caseras et al., 2013) et lors de la présentation de stimuli prédictifs de la récompense (Mason et al.,
2014) chez des sujets avec des troubles bipolaires (Whitton et al., 2015). Une étude translationnelle
suggére que l'augmentation de la biodisponibilité de la dopamine dans le NAc serait due a une
diminution de la disponibilité du transporteur DAT, entrainant une augmentation des niveaux de
dopamine extracellulaire (Van Enkhuizen et al., 2014). Ceci a également été rapporté au niveau du
dSTR chez des sujets bipolaires (Arnand et al., 2011). Une plus grande signalisation et disponibilité
des récepteurs D2R/D3R a aussi été décrite dans la bipolarité (Ashok et al., 2017). Cette hyperactivité
dopaminergique du NAc a été bien décrite lors des phases maniaques des patients bipolaires. En
revanche, les phases dépressives seraient plutdt caractérisées par une hypofonction dopaminergique,
comme suggeérée par I'amélioration des symptdmes dépressifs des patients bipolaires avec des
agonistes dopaminergiques (Ashok et al., 2017). D’autres études mettent en évidence des altérations
morphologiques dans le trouble bipolaire, soit de la taille (Strakowski et al., 2002) ou de la forme

(Hwang et al., 2006) des ganglions de la base (Ditcher et al., 2012).

Comme l'ont montré Volkow et al. (2011), lors des troubles d'abus de substance, les substances
addictives exercent leurs effets renforgant par le biais d’'une augmentation brusque et transitoire de la
dopamine extracellulaire dans le NAc (Volkow et al., 2011). Par ailleurs, une hypoactivité
dopaminergique dans le NAc serait un marqueur prédictif d’'un risque accru de développer une
addiction (Casey et al., 2014). En effet, une diminution de la disponibilité du récepteur D2R et une
réduction de la libération de dopamine chez des individus toxicomanes ont été mises en évidence dans
le NAc (Trifilieff et Martinez, 2014) et ceci semble persister apres la rémission (Volkow et al., 1990).
Cette diminution du récepteur D2R serait notamment responsable de la présence d’'un comportement
impulsif chez les sujets addictifs (Trifilieff et al., 2017 ; Volkow et Baler, 2015).

De nombreuses études ont aussi mis en évidence une implication de la transmission dopaminergique
dans la pathologie du TDAH. Des méta-analyses ont trouvé des associations cohérentes entre le TDAH
et des polymorphismes de plusieurs génes candidats impliqués dans la transmission dopaminergique,
y compris les génes de DAT, du D4R et du D5R (Gizer et al., 2009 ; Khan et al., 2006). Des études
d’'IRMf ont montré une hypoactivité du NAc pendant l'anticipation d’'une récompense (Carmona et al.,
2011 ; Plichta et al., 2009 ; Scheres et al., 2007 ; Strohle et al., 2008 ; Luman et al., 2010),

particulierement chez les sujets non traités (Demurie et al., 2011) et ceux présentant un
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polymorphisme de DAT (Hahn et al., 2011). De maniére intéressante, une corrélation négative entre
l'activation du NAC et la sévérité des symptdmes du TDAH a été rapportée (Stark et al., 2011 ; Dichter
et al., 2012). Des études d’imagerie moléculaire suggérent que I'hypoactivité du NAc dans le TDAH
serait liée a une altération de la transmission dopaminergique. Ainsi, les enfants avec TDAH ont une
liaison dopaminergique a DAT et/ou aux D2R/D3R plus faible, dans le NAc et le dSTR (Volkow et al.,
2009). Les niveaux de dopamine tonique et phasique se sont également avérés plus faibles chez les
personnes atteintes de TDAH (Madras et al., 2005) et une densité du transporteur DAT plus élevée
dans le NAc (Dougherty et al., 1999a ; Krause et al., 2000). Une autre preuve de l'implication
d’altérations dopaminergiques dans la pathologie du TDAH est que les psychostimulants comme
amphétamine ou le méthylphénidate, connus pour augmenter la concentration de dopamine dans la

fente synaptique, sont prescrits en clinique pour lutter contre les troubles impulsifs (Safer et al., 1996).

Une hypothese dopaminergique des troubles du spectre autistigue a émergé ces derniéres années
(Paval, 2017 ; Ditcher et al., 2012). Ainsi, les sujets autistes présentent des altérations de la
signalisation dopaminergique mésolimbique, avec une réduction de lactivation du NAc pour des
récompenses non sociales ou sociales (Scott-van Zeeland et al., 2010 ; Dichter et al., 2012 ; Paval,
2017). De plus, chez des sujets autistes, un polymorphisme du géne du D3R a été associé a un volume
striatal plus important et a la sévérité du comportement stéréotypé (Staal et al., 2015). De méme, des
polymorphismes du D4R et de DAT ont été associés a des comportements répétitifs chez les enfants
atteints de troubles du spectre autistigue (Gadow et al., 2010 ; Paval, 2017). Des agonistes
dopaminergiques des récepteurs D2R/D3R sont notamment utilisés en clinique pour traiter certains

aspects comportementaux de l'autisme (Paval, 2017).

Lensemble de ces études laisse apercevoir un endophénotype commun a ces pathologies
psychiatriques neurodéveloppementales, caractérise par des altérations de la transmission
dopaminergique mesolimbique, participant a la symptomatologie, motivationnelle et impulsive,
retrouvée dans ces mémes pathologies. Comme nous I'avons vu plus tét dans ce manuscrit, certaines
de ces pathologies psychiatriques étaient associées a des altérations de la signalisation des rétinoides.
Les mécanismes par lesquels des altérations de la signalisation des rétinoides entraineraient une
vulnérabilité pour le développement des symptdémes psychiatriques ne sont pas identifiés. Cependant,
des acteurs clés de la signalisation des rétinoides sont retrouvés au niveau des voies de signalisation
dopaminergique dans le striatum et le mésencéphale, suggérant que I'AR jouerait un réle important sur
la signalisation et la fonctionnalité de ce systéme neuromodulateur au niveau striatal. Nous allons donc
deécrire dans le prochain chapitre, les preuves de l'implication de la signalisation de '’AR dans le

développement et le maintien de la transmission dopaminergique au sein du striatum.
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Chapitre 3. La signalisation des rétinoides au cceur du striatum

et de la transmission dopaminergique.

l. Le réle des rétinoides dans le développement et le maintien de la

transmission dopaminergique au sein du striatum

1. Développement du systéme dopaminergique au sein du striatum

Lors du développement embryonnaire du systéme nerveux central, une régionalisation se met en place
le long du tube neural. Ainsi, le tube neural se divise en télencéphale, mésencéphale, rhombencéphale
et moelle épiniére selon 'axe antéro-postérieur ou rostro-caudal. Selon I'axe dorso-ventral, il se sépare

en plague du plancher, en lame basale, en lame alaire et en plague du toit (Islam et al., 2021).
1.1. Le développement du striatum

Le dSTR dérive du télencéphale ventral embryonnaire qui contient I'éminence ganglionnaire. Cette
région se divise en trois sous-régions : latérale, médiale et caudale. La région médiale (MGE) est
associee a la production des interneurones du striatum, tandis que I'’éminence ganglionnaire latérale
(LGE) est responsable de la production des MSN (Olsson et al., 1998). La LGE se forme au jour
embryonnaire 9,5 (E9,5) et est une zone de neurogenése intense (Lebouc et al., 2020). La LGE se
subdivise en trois zones : (1) la zone ventriculaire (VZ), (2) la zone sous-ventriculaire (SVZ) et (3) la
zone du manteau (MZ) (Lebouc et al., 2020). La LGE posséde un pool de cellules progénitrices
épithéliales neurales au niveau de la VZ. Ces cellules vont rapidement (vers E10) donner naissance a
d’autres cellules, les cellules gliales radiales qui envoient des projections dans la SVZ de la LGE. Ce
sont ces cellules gliales radiales qui sont a l'origine des MSN (Sousa et Fishell, 2010 ; Lebouc et al.,
2020). Ces cellules gliales radiales se différencient ensuite, de maniére séquentielle, en deux sous-
populations distinctes de cellules progénitrices, au cours de la neurogenese striatale, d'abord en
cellules apicales (de E10 a E14) puis en cellules basales (de E12,5 a E18) a l'origine de la formation
des MSN des striosomes et de la matrice, respectivement (Pilz et al., 2013 ; Turrero Garcia et Harwell,
2017 ; Kelly et al., 2018; Lebouc et al, 2020). En parallele, de nombreux programmes
transcriptomiques sont activés dans ces cellules progénitrices pour induire la spécification neuronale
en D1- ou D2-MSN (Lebouc et al., 2020). Aprés leur spécification dans la zone sous-ventriculaire de
la LGE, les D1 et D2-MSN migrent vers la MZ pour ensuite former I'architecture cellulaire du striatum
(Lebouc et al., 2020).
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Les mécanismes conduisant a la formation de 'architecture du NAc sont bien moins connus. En effet,
on ne sait pas si les neurones du dSTR et du NAc proviennent d’'un pool de cellules progénitrices
commun ou de lignées cellulaires différentes (Lebouc et al., 2020). Il a été montré que les neurones
du dSTR et du NAc sont produits sensiblement en méme temps, entre E13 et P3 (jour postnatal 3) et
E15 et P3, respectivement (Bayer, 1984 ; Bayer et Altman, 1987).

Aprés la prolifération et la migration embryonnaires des MSN, la période postnatale va étre cruciale
pour I'établissement de la connectivité striatale, ainsi que pour la maturation de MSN (Lebouc et al.,
2020). Au cours de la premiére semaine postnatale, les MSN présentent un phénotype immature
caractérisé par I'absence d’épines dendritiques et la présence de varicosités dendritiques (Sharpe et
Tepper, 1998). lIs présentent aussi une hyperexcitabilité intrinseéque, cruciale pour le développement
et la croissance neuronale et la formation des synapses (Lebouc et al., 2020). A partir de la seconde
semaine postnatale, les MSN vont connaitre un développement de l'arborescence dendritique et la
formation d'épines dendritiques, dont la densité va augmenter progressivement entre P10 et P12
(Lebouc et al., 2020). Les MSN vont aussi subir une maturation progressive de leurs propriétés
électrophysiologiques avec notamment une diminution progressive de leur excitabilité intrinséque
(Lebouc et al., 2020). A la fin de la quatriéme semaine postnatale, vers P28, les MSN ont des propriétés
électrophysiologiques et morphologiques qui ressemblent a celles des neurones adultes. A P35 le
striatum apparait complétement mature (Krajeski et al., 2019 ; Lebouc et al., 2020). La maturation
postnatale des MSN est notamment fortement liée a I'établissement des afférences dopaminergiques

qui arrivent sur le striatum.
1.2. Le développement du systéme dopaminergique

Les neurones dopaminergiques dérivent du mésencéphale a partir de cellules progénitrices localisées
dans la plague du plancher (Islam et al., 2021). Plus précisément, c’est au niveau de la jointure entre
le mésencéphale et le rhombencéphale, dans la zone ventriculaire (VZ) que les précurseurs
dopaminergiques vont voir le jour (Islam et al., 2021). Les premieres cellules dopaminergiques
apparaissent chez la souris environ vers E10 jusqu’a E14,5 avec un pic autour de E12,5 (Prakash et
Wurst, 2006 ; Islam et al., 2021). Lexpression de la TH est observée pour la premiére fois entre E10 et
E10,5 (Islam et al., 2021). De maniére intéressante, les sous-populations spécifiques de neurones
dopaminergiques du mésencéphale différent dans leur date de naissance. Ainsi, chez la souris, le pic
de production de neurones dopaminergiques est a E10,5 pour les neurones de la SNc, tandis qu'il est
a E11.5 pour ceux de I'ATV (Bayer et al., 1995 ; Bye et al., 2012 ; Islam et al., 2021). Cette différence
temporelle, dans le développement du systéme dopaminergique chez les rongeurs et les primates, est
similaire, avec des variations au niveau chronologique compte tenu de la différence dans leur durée de

gestation respective (Islam et al., 2021). La maturation des cellules dopaminergiques est marquée par
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I'expression de marqueurs synaptiques, comme la TH, mais aussi VMAT2, DAT et le D2R. Chez la
souris, les neurones dopaminergiques ont fini leur maturation a E16 (Bayer et al., 1995). Deés
l'expression de la TH par les cellules dopaminergiques, celles-ci commencent a développer des axones
et des dendrites (Prakash et Wurst, 2006) et commencent a étendre leurs axones entre E11 et E12
(Islam et al., 2021). Les premiéres fibres sont ainsi observées vers E14 au niveau du dSTR et du NAc
et vers E18,5 au niveau du PFC (Voorn et al., 1988 ; Kolk et al., 2009). De maniére intéressante, les
axones des neurones dopaminergiques embryonnaires de I'ATV et la SNc ne montrent pas de
préférence pour le dSTR, le NAc ou le PFC. Cette spécificité topographique des voies dopaminergiques
observée chez l'adulte, est obtenue a la fin du développement embryonnaire et au début du
développement postnatal, grace a un élagage spécifique et des facteurs de guidage (Hu et al., 2004).
Lélagage (« prunning ») est nécessaire a I'élimination des connexions neuronales immatures afin
d’assurer la formation d'un circuit fonctionnel (Van der Heuvel et Pasterkamp, 2008). Concernant les
facteurs de guidage, ce sont des molécules libérées par les cellules des structures ciblées par les
projections (striatum, PFC) et qui vont interagir avec des récepteurs spécifiques exprimés au niveau
des fibres dopaminergiques, qui vont avoir des effets chémo-attracteur ou chémo-répulsif. Ainsi, les
molécules de la famille des éphrines sont impliguées dans la mise en place de linnervation
dopaminergique nigrostriée et mésolimbique (Hu et al., 2004 ; Sun et al., 2010). Létablissement de la
mise en place des voies dopaminergiques mésocorticale et mésolimbique impliquerait le facteur
Netrin-1 et son récepteur DCC (Delated in colorectal cancer receptor), ainsi que la famille des
sémaphorines (Kolk et al., 2009 ; Flores, 2011).

Le systéme dopaminergique n'est pas totalement mature a la naissance et continu de se développer
au cours de la vie postnatale, cependant, les processus de maturation du systéeme dopaminergique
postnataux restent majoritairement inconnus. Larborisation dendritique est déja bien établie a PO et la
morphologie des neurones semble rester stable aprés la naissance (Islam et al., 2021). Des études
ont montré que seul le volume du soma et la longueur des dendrites continuent de croitre jusqu’a P14
environ (Antonopoulos et al., 2002). De plus, une augmentation de la proportion de varicosités
dopaminergiques formant des synapses dans le striatum a été observée jusqu’a P7 dans le dSTR et
P14 dans le NAc (Antonopoulos et al., 2002).

2. Roles de la signalisation des rétinoides dans le développement de la

transmission dopaminergique au sein du striatum
21. Lexpression des rétinoides dans le striatum et le systéme dopaminergique

Comme nous l'avons décrit précédemment dans ce manuscrit, la plus grande concentration d’AR

cérébral est retrouvée au niveau du striatum (Kane et al., 2005) (Tableau 3). Dans le cerveau adulte,
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les enzymes de synthése de I'AR, dont 'TALDH1A1, sont également fortement exprimées dans cette
structure cérébrale. Des analyses immunohistochimiques dans le striatum adulte murin montrent une
expression de ALDH1A1 dans le soma et les terminaisons synaptiques (McCaffery et Drager, 1994 ;
Zetterstrom et al., 1999). Les corps cellulaires a I'origine de ces terminaisons sont situés dans la SNc
et ATV. Le double marquage avec un anticorps anti-TH ou l'utilisation de traceur rétrograde ont révélé
la présence de 'ALDH1A1 dans une sous-population de neurones dopaminergiques, majoritairement
dans la SNc, avec une proportion plus faible dans I'ATV (McCaffery et Drager, 1994 ; Poulin et al.,
2018). Ces fibres dopaminergiques ALDH1A1 positives sont plus denses dans les parties les plus
rostrales et dorsales du striatum, la densité diminuant progressivement dans les parties plus ventrales.
Dans le contexte de la transmission mésolimbique seul le « shell » du NAc recoit une forte afférence
de fibres ALDH1A1+ provenant de I'ATV (Figure 18) (Poulin et al., 2018). Dans le systéme nerveux en
développement, l'expression de ALDH1A1 dans les neurones dopaminergiques a également été
observée, corrélée avec les niveaux d’AR qui sont bien plus élevés pendant le stade embryonnaire que
dans le systéme nerveux adulte (McCaffery et Drager, 1994 ; Ruberte et al., 1993). En dehors des
neurones dopaminergiques, cest l'isoforme ALDH1A2 qui est majoritairement exprimée au niveau

cérébral (Goodman et al., 2012).

Les protéines de transport du rétinol et de AR sont également exprimées dans le systéme
dopaminergique. Le striatum et le NAc expriment CRBPI et CRABPI, mais seul CRABPI est détecté au
niveau de la SNc (Zetterstrom et al.,, 1994 ; 1999). Cependant il est a noter que I'expression de

CRABP1 au niveau du striatum serait restreinte aux neurones cholinergiques.

De plus, le striatum est également la structure cérébrale la plus abondante en récepteurs nucléaires
des rétinoides, plus particuliérement les isoformes RARB et RXRy (Krezel et al., 1999) (Tableau 5). A
la naissance, RARPB est fortement exprimé dans le striatum et le NAc. Pendant le développement
postnatal, I'expression de ce récepteur diminue progressivement mais de nombreux neurones RARB+
sont tout de méme retrouvés dans cette région chez I'adulte. Lexpression de RXRy est aussi tres
importante dans les zones innervées par la dopamine, que sont le dSTR et le NAc, pendant le
developpement cérébral. Lexpression de RXRy dans le striatum suit un gradient latéro-medial avec
une abondance plus élevée dans la partie latérale par rapport aux parties plus médianes. Ce méme
paradigme d’expression est conservé a I'age adulte. La plupart des neurones striataux exprimant RAR
et RXRy sont les neurones épineux moyens (Ruberte et al., 1993 ; Dollé et al., 1994 ; Zetterstrom et
al., 1999 ; Krezel et al., 1999). De maniére intéressante, RARB et RXRy sont présents dans le striatum
mais absents du mésencéphale (SNc, ATV), dans lequel il a pourtant été constaté que RARP était
exprimé avant et peu aprés la naissance (Yamagata et al., 1994 ; Krezel et al., 1999). Ces différences

de distribution des récepteurs des rétinoides dans le cerveau en fonction du stade pré- ou postnatal
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suggerent un réle de la signalisation des rétinoides dans le développement et la maturation des

différents acteurs du systeme dopaminergique (Krezel et al., 1999).
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Figure 18. Projections sur leurs régions cibles des différents sous-types de neurones
dopaminergiques du mésencéphale (Poulin et al., 2018). SNc : substance noire compacte, VTA : aire
tegmentale ventrale, IF : noyau interfasciculaire, CLi : noyau linéaire caudal, DR : noyau du raphé dorsal,
PAG : substance grise périaqueducale, Vglut2 : transporteur vésiculaire du glutamate 2, Calb1:
calbindine, Sox6 : SRY-box transcription factor 6, Ndnf : neuron derived neurotrophic factor, ALDH1A1 :
aldéhyde déshydrogénase 1A1, Cck: cholécystokinine, Vip : vasoactive intestinal polypeptide, CP :
noyau caudé putamen, CPr : noyau caudé putamen rostral, Cpi : noyau caudé putamen intermédiaire,
CPc : noyau caudé putamen caudal, CPt : queue du noyau caudé putamen, ABC : noyau accumbens,
OT : tubercule olfactif, AMYG : amygdale, BLA : amygdale basolatérale, CEA : amygdale centrale, BST :
noyau du lit de la strie terminale, LS : septum latéral, CTX : cortex, ENT : cortex entorhinal, PFC : cortex

préfrontal.
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2.2. Roles des rétinoides dans le développement de la transmission

dopaminergique dans le striatum

Limportante activité de la voie de signalisation des retinoides dans les structures dopaminosensibles
(dSTR, NAc) et dopaminergiques (SNc¢, ATV) suggérait leur forte implication dans le développement et

le maintien a I'age adulte des voies de transmission dopaminergiques nigrostriée et mesolimbigue.

2.2.1. Roles de la signalisation de I’'acide rétinoique dans le développement des

neurones dopaminosensibles du striatum

Pendant le développement, la signalisation des rétinoides est déterminante pour la neurogenése et la
différenciation de neurones du striatum. En effet, la signalisation de I'AR dans le striatum en
développement contréle la différenciation des MSN GABAergiques. Des souris transgéniques
ALDH1A3” montrent que I'AR est requise pour stimuler la différenciation des MSN dans la LGE (Molero
et al., 2009), en induisant I'expression de Gad65/67 nécessaire a la synthése du GABA (Wang et Liu,
2005 ; Chatzi et al., 2011). Une étude utilisant I'ablation génétique ciblée de RARB chez la souris a
€galement montré que I'expression de ce récepteur est nécessaire pour la différenciation des neurones
D1-MSN dans la LGE (Rataj-Baniowska et al., 2015) et pour la neurogenése des neurones des
striosomes (Liao et al., 2008). Limplication de I'enzyme de synthése de 'AR, ALDH1A1 a aussi été
montrée comme nécessaire pour la cytoarchitecture striosome / matrice du striatum (Pan et al., 2019).
De plus, une étape de la maturation des MSN est I'expression de la protéine de signalisation DARPP-
32, dont I'expression est également sous contrdle indirect de I'AR. En effet, en régulant la voie TrkB /
BDNF, 'AR permettait de réguler I'expression de DARPP-32 au travers du BDNF (Brain-derived
Neurotrophic Factor) (Wang et Liu, 2005 ; Pedrini et al., 2008).

Une étude récente sur un modéle de cellule souche embryonnaire a montré que la différenciation des
cellules peut suivre une « voie » striatale ou dopaminergique en fonction des sous-types de RAR qui
sont activés. Tandis que RARy serait fonctionnellement prédominant dans le contrle de la
différenciation en D2-MSN GABAergique, lisotype RARa favorise la différenciation d’'une sous-
population de neurones dopaminergiques qui expriment la TH et DAT. Il est intéressant de noter que
ces neurones correspondraient a la faible proportion (10%) de neurones dopaminergiques
GABAergiques qui expriment également Gad65/67 (Podlesny-Drabiniok et al., 2017). Ainsi, ces
données suggeérent une implication de la signalisation de 'AR également dans le développement des

neurones dopaminergiques.
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2.2.2. Roles de la signalisation de I'acide rétinoique dans le développement des

neurones dopaminergiques du mésencéphale

La signalisation de I'AR est donc également impliguée dans la différenciation des neurones
dopaminergiques du mésencéphale. Le facteur de transcription Pitx3 (Paired like homeodomain 3) est
critique pour la différenciation des neurones dopaminergiques du mésencéphale et plus
majoritairement ceux de la SNc (Rieger et al., 2001 ; Semina et al., 2000 ; Hwang et al., 2003 ; Nunes
et al., 2003 ; Van Den Munckhof et al., 2003 ; Veenvliet et Smidt, 2014). De maniere intéressante, I'AR
stimule I'expression de Pitx3 qui agirait sur la différenciation neuronale en induisant I'expression de
'’ALDH1A1, de fagon directe en se fixant au niveau de son promoteur (Jacobs et al., 2007). La
signalisation de 'AR médiée par Pitx3 serait particulierement importante pour I'expression de la TH
dans les neurones dopaminergiques au cours du développement (Jacobs et al., 2007 ; Jacobs et al.,
2011 ; Veenvliet et Smidt, 2014). La différenciation des neurones dopaminergiques est également
dépendante de I'expression de NURR1 (Nuclear receptor related 1 protein), un récepteur nucléaire
orphelin (Zetterstrom et al., 1997). En outre, 'activité de NURR1 nécessite son hétérodimérisation avec
les RXR (Dong et al., 2016). Ainsi, avec Pitx3, I'nétérodimére NURR1-RXR est également impliqué
dans la régulation de I'expression de 'ALDH1A1 dans les neurones dopaminergiques (Wallen et al.,
1999). Ces données suggérent un role critique de la signalisation de '’AR médiée par NURR1/Pitx3
pour la différenciation et le maintien des neurones dopaminergiques de la SNc et de I'ATV. Cette
héterodimération NURR1-RXR est également impliquée dans la prévention de la dégenérescence des
neurones dopaminergiques, comme démontré sur des modéles murins de la maladie de Parkinson
(Spathis et al., 2017).

Enfin, d'autres études in vitro confirment le rdle de I'AR dans le développement des neurones
dopaminergiques. En effet, I’AR induit la différenciation cellulaire d’'une lignée de cellules embryonnaires
dopaminergiques dérivant du mésencéphale ventral (Castro et al., 2001), et promeut la différenciation
en un phénotype dopaminergique d’une lignée de cellule humaine de neuroblastome (Korecka et al.,
2013), notamment via I'activation de ces récepteurs nucléaires RAR (Jeong et al., 2006 ; Veenvliet et
Smidt, 2014).
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Il Altérations de la signalisation des rétinoides et conséquences
sur lintégrité de la transmission dopaminergique dans le

striatum

1. Altération de la voie de signalisation des rétinoides par invalidation

génétique des récepteurs nucléaires et enzymes de synthése de I’'AR

Les premiéres études mettant en évidence une implication des rétinoides dans la physiologie des voies
nigrostriée et mésolimbique portent sur l'effet de I'ablation génétique des récepteurs RAR et RXR chez
la souris. Létude de Krezel et al. (1998) a montré que des souris avec un double KO constitutif pour
les récepteurs RARB-RXRB, RARB-RXRy et RXRB-RXRy présentent des altérations locomotrices dans
les tests de l'open field et du rotarod. Les simples mutants RARB et RXRy présentent également des
déficits dans le test du rotarod et de I'open field, respectivement, tandis que les fonctions motrices des
souris RXRB" ne sont altérées ni dans 'un ni dans l'autre. Sur la base de ces résultats, 'nétérodimére
RARB-RXRy semble étre I'unité fonctionnelle impliquée dans le contréle de la locomotion et que RXRy
et RXRpB sont fonctionnellement redondants. Dans cette méme étude, les mémes souris doubles
mutantes (RARB-RXRB, RARB-RXRy et RXRB-RXRy), mais pas les simples KO, présentent une
diminution de 30 a 40% de I'expression des ARNm de D1R et D2R dans le striatum. Cette diminution
est tres marquée dans la région ventromédiale, incluant le « core » et le « shell » du NAc, tandis que
le striatum ventrolatéral et dorsolatéral ne semble pas affecté. Dans cette méme étude, I'analyse de
I'hyperlocomotion induite par la cocaine a été utilisée pour évaluer lintégrité des voies
dopaminergiques dans le systeme mésolimbigue. Ainsi, aucun effet de cette drogue sur la locomaotion
n'a été observé chez les souris doubles KO comparés aux mémes animaux traités avec du salin. Dans
l'ensemble, cette étude pionniere demontre l'implication des rétinoides dans le controle de la
fonctionnalité de la transmission dopaminergique au sein du striatum (Krezel et al., 1998). Des
altérations locomotrices sont aussi observées chez des souris RARB KO associées a une diminution
des neurones exprimant DARPP-32, dans le striatum, dont I'expression est sous contréle de I'AR (Liao
et al., 2008 ; Wang et Liu, 2005 ; Pedrini et al., 2008). Dans une autre étude, des simples KO RXRy”"
présentent un défaut de la réponse cataleptique suite a 'administration d’'un antagoniste du récepteur
D2R (Saga et al., 1999). Krzyzosiak et al. (2010) ont étudié le rble des rétinoides dans le contréle des
comportements affectifs et de la signalisation dopaminergique. Ainsi, des souris RXRy” présentent un
comportement de type dépressif dans le test de nage forcée et une anhédonie dans le test de
préférence au sucrose. Ces altérations comportementales sont associées a une diminution de 32% de
I'expression du récepteur dopaminergique D2R dans le « shell », tandis que le dSTR n’est pas affecté.
Linjection d'un virus rétablissant I'expression du récepteur RXRy ou du récepteur D2R spécifiqguement

dans le «shell» du NAc permet de restaurer ces altérations, apportant la preuve causale de
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I'implication de RXRy dans le contréle des comportements affectifs via la modulation de la transmission

dopaminergique mésolimbique (Krzyzosiak et al., 2010).

Ces données s’expliquent notamment par le fait que I'AR régule I'expression de maniere directe ou
indirecte de nombreux génes impliqués dans la transduction du signal dopaminergique. En effet, le
récepteur D2R est une cible directe de I'AR via la présence d'une séquence RARE dans son promoteur,
spécifique d'un hétérodimere RAR-RXR (Valdenaire et al., 1994 ; Samad et al., 1997 ; Goodman et al.,
1998). De maniere intéressante, le blocage de la signalisation dopaminergique du D2R chez le rat
adulte, par un traitement a I'halopéridol, entraine une augmentation significative des niveaux d’ARNm
de RARB et RXRy dans le striatum (Langlois et al., 2001), démontrant un systeme de régulation
réciprogue entre les signalisations des rétinoides et dopaminergiques. Le récepteur D1R est également
modulé par 'AR, sans toutefois posséder une séquence promotrice RARE (Krezel et al., 1998). Le
facteur de transcription Meis2 pourrait étre impliqué dans cette régulation indirecte du D1R par I'AR.
En effet, il a été démontré que Meis2 est inductible par I'AR et que la région promotrice de D1R contient
un site de liaison a Meis2 (Oulad-Abdelghani et al., 1997). Lexpression du récepteur D3R semble aussi
étre sous contrdle de I'AR puisque des souris RARB KO présentent des altérations de I'expression de
ce récepteur dans le « shell » (Niewiadomska-Cimicka et al., 2017). Par ailleurs, cette méme étude a
mis en évidence la présence d’'un gradient dorso-ventral d’augmentation des effets transcriptionnels

de la signalisation de I'AR dans le striatum, €galement retrouveé dans I'étude de Krezel et al. (1998).

La délétion génétique de I'enzyme de synthése de 'AR, ALDH1A1, démontre également son implication
dans les comportements dopaminergiques dépendants. En effet, des souris ALDH1A17 présentent
des déficits locomoteurs, associés a une diminution du nombre de neurones dopaminergiques dans la
SNc, ainsi qu’a une diminution des niveaux de dopamine et de DOPAC en faveur d’une augmentation
du DOPAL toxique dans le striatum (Wey et al.,, 2012). Cette dégénérescence des neurones
dopaminergiques s'expliquerait par le fait que la MAO, suite a la dégradation de la dopamine, génére
du DOPAL, une molécule toxique pour les neurones dopaminergiques. En situation physiologique,
'ALDH1A1 assure la dégradation du DOPAL en DOPAC non toxique (Figure 19) (Marchitti et al.,
2007 ; Marie et al., 2021). En revanche, dans le contexte des souris ALDH1A1"" la perte d’expression
de cette enzyme favoriserait donc la mort des neurones dopaminergiques via une accumulation de
DOPAL (Goldstein, 2020 ; Goldstein et al., 2014 ; Panneton et al., 2010 : Marie et al., 2021). Les
souris ALDH1A1" présentent également une absence d’expression des récepteurs MOR1 dans les
striosomes (Pan et al., 2019 ; Sgobio et al., 2017). Une diminution du métabolisme de la dopamine, et
de sa libération, sont également observées chez ces souris KO ALDH1A1 (Anderson et al., 2011).
Récemment, I'étude de Wu et al. (2019) a mis en évidence le role spécifique d’une sous-population de
neurones dopaminergiques ALDH1A1 dans le controle du mouvement volontaire. lls démontrent que

I'ablation génétique ciblée de ALDH1A1, par KO inductible a I'age adulte dans une région spécifique,
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par l'injection d’'un virus AAV Cre-Lox dans une sous-population de neurones dopaminergiques de la
SNc, induit des altérations locomotrices dans le test du rotarod et de I'open field. Un traitement avec
de la L-DOPA permet de rétablir partiellement ces déficits (Wu et al., 2019). Enfin, une autre étude a
mis en évidence I'importance des neurones ALDH1A1* de ATV (37% des neurones de ATV (Beier et
al., 2015)) dans 'impulsivité. Dans une tache de prise de décision basée sur le délai ou les souris sont
entrainées a choisir librement parmi des récompenses de tailles et de délais différents, soit une faible
récompense immédiate ou une large récompense retardée, les souris ALDH1A1" préférent la faible
récompense immédiate caractéristique d’'un comportement impulsif (Li et al., 2021). Enfin, des souris
transgéniques ALDH1A3” présentent une diminution de I'expression du récepteur D2R dans le NAc

en développement (Molotkova et al., 2007).

| dopamine
neurons

Dopamine

\\l/

DOPAL > a-synuclein

(ToXiC) = Cajggregates
ALDH1A1 > degeneration

WV
DOPAC pre Syﬂapsy

{Striatum)

Figure 19. Représentation schématique du réle de ’ALDH1A1 dans le maintien de I'intégrité de la

voie nigrostriée (Marie et al., 2021).

2. Altération de la voie de signalisation des rétinoides dans le striatum par

manipulations pharmacologiques et virales

Ladministration d’antagonistes des récepteurs RAR permet également d'étudier les effets d'une
hyposignalisation des rétinoides sur la transmission dopaminergique. Ainsi, I'administration chronique

pendant 4 semaines de LE450, un antagoniste des récepteurs RAR (Satoh et al., 2009 ; Umemiya et
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al., 1997), chez la souris adulte, entraine une diminution de 'expression de la TH dans le mésencéphale

et une diminution de I'expression de D1R dans le striatum (Kitaoka et al., 2011).

Plus récemment quelques études ont commenceé a utiliser des techniques de manipulation virale afin
de moduler la signalisation des rétinoides dans des régions cérébrales spécifiques. Ainsi,
augmentation de la signalisation des rétinoides dans le « shell » du NAc, suite a I'injection d'un AAV-
shRNA permettant l'inhibition de CYP26B1 (enzyme de dégradation de I'AR), entraine une
augmentation de la locomotion dans l'open field, ainsi qu’'une augmentation de la motivation pour
l'obtention d'une récompense alimentaire dans le paradigme du conditionnement opérant (Zhang et
al., 2019). A Tinverse, la diminution de la signalisation de I'AR suite & linjection d’un AAV-shNRA
permettant 'inactivation de CRABP2 (transporteur de I'AR vers le noyau), dans le « shell », entraine
une forme d’anhédonie caractérisée par une diminution de la consommation de sucrose dans le test
de préférence au sucrose. Une diminution du nombre d’appui sur un levier pour obtenir une
récompense alimentaire est également observée, suggérant une altération des processus
motivationnels (Zhang et al., 2019). Dans une autre étude, Zhang et al. (2016) démontre que
laugmentation de la signalisation de 'AR dans le « shell » (AAV-ShRNA CYP26B1) augmente la
consommation de cocaine dans une tache de conditionnement opérant d’auto-administration,
démontrant I'implication du NAc dans le comportement addictif (Zhang et al., 2016). Ceci est en
corrélation avec une étude récente de Godino et al. (2023) qui ont étudié le role de la signalisation de
RXRa dans le NAc dans les processus addictifs. Dans une tache d’auto-administration de cocaine, ils
ont démontré la présence d’'une corrélation positive entre les niveaux de transcrits de RXRa et I'index
d’addiction, suggérant que les niveaux individuels de RXRa dans le NAc pourraient influencer la
sévérité des comportements de type addictif, probablement en contribuant a la régulation génique
induite par la cocaine dans cette région du cerveau. Afin de répondre a cette hypothése, ils ont
compare les genes régulés par RXRa dans le NAc a ceux regulés suite a la consommation de cocaine.
Ainsi, suite a la surexpression du recepteur RXRa dans le NAc grace a linjection d'une AAV-RXRa,
1674 génes ont montré étre régulés par la surexpression de ce récepteur. Parmi ces génes, 82 étaient
également régulés dans le NAc suite a I'auto-administration de cocaine, renforgant l'idée que RXRa
contribue au programme transcriptionnel du NAc en réponse a la consommation de drogue. En
regardant la répartition de RXRa dans le NAc, il s'avére que ce récepteur est beaucoup plus exprimé
dans les D1-MSN comparé aux D2-MSN. De maniere intéressante, la surexpression (AAV-RXRa) ou
la sous-expression (AAV-miR-RXRa) de ce récepteur dans le NAc, module I'excitabilité intrinseque et
la fonction synaptiqgue des deux sous-types de MSN. Dans une tache de préférence de place
conditionnée (CPP), la surexpression de RXRa augmente la préférence pour I'endroit associé a la
délivrance de cocaine avec un effet opposé suite a la sous-expression de RXRa dans le NAc. Ces
effets semblent étre spécifiques d’un sous-type de MSN puisque la surexpression de RXRa dans les

D1-MSN augmente la CPP (endroit associé a la délivrance de la cocaine), tandis que la surexpression
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dans les D2-MSN n’a aucun effet. De plus, dans une tache d'auto-administration de cocaine, la
surexpression de RXRa augmente la consommation totale de drogue et ces animaux montrent une
augmentation de la réponse pour des faibles doses de cocaine. Linjection d’'un antagoniste de RXRa
permet de rétablir ces altérations comportementales. Cette étude démontre ainsi que la signalisation
médiée par RXRa dans le NAc augmente la sensibilité aux propriétés renfor¢antes et gratifiantes de la
drogue et le ciblage de RXRa comme approche thérapeutique serait une piste intéressante pour

prévenir le développement de la toxicomanie (Godino et al., 2023).
3. Modeéles nutritionnels d’hyposignalisation de la voie des rétinoides

Des études se sont également intéressées aux effets d’'une carence nutritionnelle en vitamine A pré-
ou posnatale et donc a la diminution globale de la signalisation des rétinoides sur l'intégrité de la
transmission dopaminergique et les altérations comportementales associées. Ainsi une carence en
vitamine A de 24 semaines, a partir du sevrage chez le rat, entraine des troubles moteurs dans le test
du rotarod (Carta et al., 2006). De maniere intéressante, ces rats présentent également une réponse
comportementale différente a celle des animaux sous régime contrle (5 Ul de rétinol/ g d’aliment) lors
de la stimulation de la transmission dopaminergique. En effet, l'injection d’'un agoniste du récepteur
D1R induit une hyperactivation chez les rats carencés tandis que l'injection d’un agoniste du récepteur
D2R r’induit pas de catalepsie comme observée chez les animaux contréles (Carta et al., 2006). Des
souris adultes carencées en vitamine A pendant 4 semaines présentent aussi des altérations motrices,
ainsi qu’une diminution des taux de DOPAC dans le striatum suggérant des altérations du catabolisme
de la dopamine (Kitaoka et al., 2007). Récemment, une étude réalisée au sein du laboratoire de Marie
et al. (2023), montre gu’une carence en vitamine A de 6 mois, débutée a I'age adulte chez le rat,
entraine une diminution de I'expression de RARB et RXRy dans le dSTR, associée a des altérations des
processus locomoteurs et de la motricité fine. Cependant, dans cette étude, le systéme
dopaminergique, en particulier la voie nigrostriée, ne semble pas sensible a une carence en vitamine
A débutée a l'age adulte. En revanche, l'architecture du dSTR, et en particulier la proportion des

striosomes par rapport a la matrice est diminuée chez les rats carencés en vitamine A.

4. Intéréts d’une supplémentation nutritionnelle en vitamine A ou d’un

traitement par ’AR ?
41. La supplémentation en vitamine A dans les déficits cognitifs liés a I’dge

Comme précédemment cité dans ce manuscrit, I'age est un facteur métabolique modulant le statut en
vitamine A. En effet, des études chez 'Homme mettent en évidence un affaissement de la signalisation
des rétinoides avec I'age (Féart et al., 2005 ; Brtko et al., 2007 ; Kocelak et al., 2018), étant a l'origine

des déficits mnésiques liés a I'age et a certaines situations physiopathologiques comme la maladie
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d’Alzheimer (Woloszynowska-Fraser et al., 2020). Des études cliniques suggerent notamment que le
rétinol plasmatique serait un bon marqueur des troubles cognitifs, puisqu’une corrélation positive a été
observée entre une faible concentration de rétinol plasmatique et des déficits cognitifs chez des sujets
ageés (Huang et al., 2018 ; Rinaldi et al., 2003 ; Zeng et al., 2017).

En effet, en plus de réguler la différenciation neuronale pendant le développement, I'’AR continue a étre
synthétisé en quantité importante chez l'adulte et joue un réle important dans le cerveau mature en
régulant différents aspects de la plasticité cérébrale tels que la plasticité synaptique et la neurogenése
(Shearer et al., 2012 ; Chen et al., 2014 ; Chiang et al., 1998 ; Misner et al., 2001 ; Etchamendy et al.,
2003 ; Nomoto et al., 2012 ; Dumetz et al., 2020a ; Jacobs et al., 2006 ; Bonnet et al., 2008). En effet,
I'AR est ainsi nécessaire a la neurogenése, correspondant a la prolifération de nouveaux neurones
fonctionnels (Lane et Bailey, 2005 ; Ming et Song, 2011). La neurogenese a lieu au niveau de région
spécifique du cerveau, telles que la zone sous-granulaire (SGZ) du gyrus denté et la zone sous-
ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux (Ming et Song, 2011). Il a notamment été bien démontré
que I'AR est nécessaire a la neurogenése adulte au niveau du gyrus denté de I'hippocampe (Lane et
Bailey, 2005 ; Jacobs et al., 2006 ; Bonhomme et al., 2014a ; Bonnet et al., 2008 ; Takahashi et al.,
1999 ; Dumetz et al. 2020a ; 2020b).

La supplémentation en vitamine A ou en AR a montré des effets prometteurs dans le traitement et la
prévention du déclin cognitif lié a I'age chez le sujet agé (Brtko et al., 2007). Ceci a aussi été mis en
évidence, en particulier chez I'animal. Des études au laboratoire démontrent qu'un modéle de carence
en vitamine A postnatale mimant I'nyposignalisation induite par le vieilissement, entraine une altération
de la neurogenése hippocampique et une diminution de l'arborisation dendritique des neurones
pyramidaux de I'hippocampe (Bonnet et al., 2008 ; Bonhomme et al., 2014a ; 2014b ; Dumetz et al.
2020a ; 2020b). De maniere intéressante, ces altérations sont supprimées par une supplémentation
en vitamine A ou un traitement par I'AR (Bonnet et al., 2008 ; Bonhomme et al., 2014a; 2014b ;
Dumetz et al. 2020a ; 2020b). De plus, des études menées chez l'animal agé révélent qu’une
supplémentation nutritionnelle en vitamine A (Touyarot et al., 2013 ; Dumetz et al., 2020b ; Mingaud et
al., 2008 ; Bonhomme et al., 2014b) ou un traitement par 'AR (Enderlin et al., 1997a; 1997b ;
Etchamendy et al., 2001) prévient ou améliore les déficits mnésiques en modulant I'expression de
génes impliqués dans les processus de plasticité synaptique et de neurogenese hippocampique, et en
préservant l'intégrité de la morphologie neuronale dans lhippocampe. Il savere méme que la
supplémentation nutritionnelle en vitamine A serait plus efficace qu’'une supplémentation en AR
(Mingaud et al., 2008). Enfin, un certain nombre d’études ont aussi rapporté les effets bénéfiques d'une
stimulation de la voie de signalisation des rétinoides dans le cadre des maladies neurodégénératives

comme la maladie d’Alzheimer (Woloszynowska-Fraser et al., 2020 ; Biyong et al., 2021).
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4.2. La supplémentation en vitamine A dans la maladie de Parkinson

Quelques études font état de preuves de l'intérét de cibler la signalisation des rétinoides comme
stratégies thérapeutiques ou préventives de la maladie de Parkinson, qui se caractérise par une
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc. Un pré-traitement avec de 'AR 9-cis (Yin
et al., 2012), ou I'injection dans le striatum de nanoparticules contenant de I'AR (Esteves et al., 2015),
réduit la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc, dans des modeéles animaux de la
maladie de Parkinson. De maniére similaire, une injection intrapéritonéale de maniére chronique d'un
ligand activateur des RXR diminue les altérations motrices et la perte des corps cellulaires et des
terminales dopaminergiques dans la SNc et le striatum, respectivement (Spathis et al., 2017). Ceci
pourrait s'expliquer par le fait que I'AR est un puissant mitogene pour les cellules progénitrices de la
SVZ des ventricules latéraux (Wang et al., 2005). Dans ce contexte, étant donné la proximité de la SVZ
avec le striatum, dans des modeles de rongeurs de la maladie de Parkinson, I'’AR pourrait étre un
facteur neurotrophique thérapeutique pour stimuler la neurogénése au niveau de la SVZ afin de

recruter des nouveaux neurones pour pallier la neurodégénérescence (Nasrolahi et al., 2018).

Concernant les interventions nutritionnelles, une supplémentation nutritionnelle (30 Ul de rétinol / g
d’aliment) préventive de 4 semaines avant l'injection de 6-OHDA dans la SNc, permet de limiter les
altérations locomotrices chez les rats 6-OHDA (Kunzler et al., 2019). Une étude conduite au laboratoire
a aussi montré des effets bénéfiques d’une supplémentation en vitamine A dans le cadre de la maladie
de Parkinson. Dans cette étude de Marie et al. (2022), une supplémentation en vitamine A (20 Ul) de
8 semaines, chez des rats rendus parkinsoniens par une injection de 6-OHDA, permet d’améliorer les
déficits moteurs et de restaurer l'expression du D2R dans le striatum. Ceci suggere qu’une
supplémentation en vitamine A pourrait étre envisagée comme une approche préventive bénéfique
pour la maladie de Parkinson (Marie et al., 2022). De plus, une supplémentation en vitamine A (20 Ul)
de 6 semaines apres 20 semaines de régime carencé (0,4 Ul) permet de prévenir les altérations de la

motricité fine induites par la carence et de rétablir la cytoarchitecture du striatum (Marie et al., 2023).

4.3. La supplémentation en vitamine A dans les maladies psychiatriques

neurodéveloppementales

Quelques études font également état de I'intérét d’une supplémentation en vitamine A, ou de cibler la
signalisation des rétinoides, comme traitement de certaines pathologies psychiatriques
neurodéveloppementales, dont nous avons montré précédemment quelles étaient en partie
caractérisées par des altérations de la transmission des rétinoides et de la transmission

dopaminergique mésolimbique.

102



Ainsi, une étude de Guo et al. (2018) montre que le score CARS est significativement amélioré environ
6 mois apres 'administration d’une dose unique de vitamine A (200 000 UIl) chez des enfants autistes,
en comparaison avec des enfants autistes non supplémentés. Ces résultats sont notamment associés
a une augmentation des niveaux dARNmM de RARa et RARYy, dans les globules blancs. Ces résultats
suggerent que la thérapie de supplémentation en vitamine A pourrait étre une stratégie intéressante

pour améliorer la symptomatologie autistique (Guo et al., 2018).

La signalisation des rétinoides a €galement été proposée comme une nouvelle cible pour le traitement
de la schizophrénie. Le bexarotene (Targretin®) est un rétinoide de troisieme génération spécifique du
RXR, il est connu pour étre un agent antitumoral utilisé dans le traitement de certains lymphomes et
cancers (Lerner et al., 2016). Dans deux études cliniques, le bexaroténe a été administré comme agent
adjuvant (75 mg/jour, 6 semaines) en méme temps qu’un traitement antipsychotique continu, a des
patients atteints de schizophrénie chronique (Lerner et al., 2008 ; 2013). Dans ces deux études, les
scores totaux de l'échelle des symptdmes positifs et négatifs (PANSS) se sont améliorés, les
symptdmes positifs ont diminué sans néanmoins d’amélioration des symptémes négatifs (Lerner et al.,
2008 ; 2013 ; Woloszynowska-Fraser et al., 2020). Ces résultats montrent l'effet thérapeutique
potentiel des rétinoides dans le traitement des troubles de la schizophrénie, cependant ces effets
bénéfiques n'ont été observés quen présence d'un co-traitement médicamenteux, suggérant que les

effets des rétinoides pourraient contribuer a augmenter l'efficacité des traitements antipsychotiques.

~

En conclusion, 'ensemble de ces études suggére que la vitamine A, par lintermédiaire de son
métabolite actif, I'AR, et de ses récepteurs RXR et RXR, ainsi que de son enzyme de synthése,
'ALDH1A1, pourrait jouer un réle dans la modulation de la transmission dopaminergique au sein du
striatum et dans le maintien des comportements associés. Si un lien semble bien établi entre la voie
de signalisation des rétinoides et le systéme dopaminergique, trés peu d'études concerne les
interventions nutritionnelles. Par ailleurs, la plupart des travaux porte principalement sur 'intégrité de
la voie nigrostriée et son implication de la fonction locomotrice. Ainsi, des études complémentaires
sont nécessaires pour mieux comprendre I'implication de la voie de signalisation des rétinoides dans
I'intégrité des comportements dépendants de la transmission dopaminergique mésolimbique, qui sont

particulierement altérés dans certaines pathologies psychiatriques d’'origine neurodéveloppementale.
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS

La vitamine A, qui est exclusivement apportée par l'alimentation, va jouer un role important via son
métabolite actif, I'AR, dans les processus physiologiques comme le développement cérébral et les
fonctions cognitives chez l'adulte. En effet, en se fixant sur ses récepteurs nucléaires les RAR et RXR,
I'AR est capable de réguler I'expression de nombreux génes notamment au niveau de structures
cérébrales, comme le striatum, ou les acteurs de la signalisation des rétinoides sont fortement
exprimés. Lidée que le statut vitaminique A de la mére puisse affecter le développement cérébral et
avoir un impact a long terme sur les processus neurobiologiques de la descendance est tout a fait
originale. En effet, quelques études cliniques et épidémiologiques mettent en avant un lien entre des
altérations du métabolisme de la vitamine A et certaines pathologies psychiatriques
neurodéveloppementales comme la schizophrénie, la dépression majeure ou le TDAH, par exemple.
En revanche, les mécanismes sous-jacents restent a mettre en évidence. Dans ce contexte, la
transmission dopaminergique au sein du striatum présente un intérét majeur. En effet, des troubles
motivationnels et impulsifs dépendants de la transmission dopaminergique mésolimbique, ou les
neurones dopaminergiques de I'ATV libérent la dopamine dans la partie ventrale du striatum, le NAc,
ont été mis en évidence dans ces pathologies psychiatriques. De maniere intéressante, de nombreuses
études démontrent un réle crucial de 'AR dans le développement et le maintien de la transmission
dopaminergique au sein du striatum. En effet, I'ablation génétique chez le rongeur de certains
récepteurs nucléaires ou des enzymes de synthése de 'AR, notamment au cours du développement,
conduisent a une hyposignalisation de la voie des rétinoides, entrainant des altérations de la
transmission dopaminergique et des comportements dépendants de ce neuromodulateur, au sein du
striatum. Ceci suggére qu’une altération de la signalisation de I'AR, au cours du développement,
pourrait étre impliquée dans I'étiologie de ces maladies psychiatriques neurodéveloppementales. En
revanche, aucune étude ne concerne a ce jour les conséquences d’'une déficience nutritionnelle en
vitamine A durant la gestation, sur I'intégrité de la transmission mésolimbique au sein du striatum dans

le contexte de la symptomatologie de ces pathologies psychiatriques.
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A partir de I’ensemble de ces données, nous avons émis I’hypothése selon laquelle un
déséquilibre d’apports alimentaires en vitamine A, en particulier au cours de la gestation,
induirait des altérations de la fonctionnalité de la transmission dopaminergique
mésolimbique chez la descendance, et donc pourrait participer a I’'étiologie de certaines
pathologies psychiatriques neurodéveloppementales caractérisées par des troubles de la

motivation et de I'impulsivité.

Ce projet de thése a donc pour objectif d'étudier les conséquences a long-terme d’'une carence en
vitamine A débutée lors de la gestation, sur la modulation du métabolisme de la vitamine A et son
impact sur l'intégrité et la fonctionnalité de la transmission dopaminergique mésolimbique, au sein du

striatum, chez la descendance a I'age adulte.

Pour répondre a cet objectif général, nous avons défini trois sous-objectifs au cours de cette these.

Objectif 1 : Etudier I'impact d’'un modéle de carence en vitamine A débutée lors de la
gestation chez la souris sur le métabolisme de la vitamine A de la descendance adulte en

fonction du sexe.

La premiere partie de cette étude a permis de valider le modele nutritionnel de carence gestationnelle
en vitamine A chez la souris et d'étudier I'impact différentiel de ce régime sur le striatum dorsal (dSTR)
et ventral (NAc). Ainsi, les méres reproductrices, puis la descendance, ont été nourries avec un régime
contréle (7,5 Ul de rétinol/g d’aliment), subcarencé (0,4 Ul) ou carencé en vitamine A (O Ul). Puis nous
avons étudié les effets de ces différents régimes sur le statut en vitamine A et la signalisation de I'AR,
chez la descendance adulte, dans le plasma, le foie, le dSTR et le NAc en utilisant des techniques de
biochimie (HPLC, ELISA) et de biologie moléculaire (RTQPCR) pour, mesurer I'expression de génes

impliqués dans la signalisation des rétinoides.

Objectif 2 : Etudier I'impact d’'une carence en vitamine A gestationnelle sur les processus
motivationnels et impulsifs et sur l'intégrité de la fonctionnalité de la transmission

dopaminergique au sein du striatum de la descendante adulte en fonction du sexe.

Pour évaluer la motivation et I'impulsivite, chez la descendance a I'age adulte, nous avons utilisé le
paradigme du conditionnement opérant ou 'animal doit associer une réponse instrumentale (appui sur

un levier) a la libération d’'une récompense. Nous avons donc étudié les effets d’'une carence en
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vitamine A gestationnelle dans une tache de ratio progressif pour évaluer la motivation liée a un effort
physique et dans une tache concurrente, avec une situation de choix, pour évaluer la motivation
cognitive. Les effets de la carence en vitamine A gestationnelle ont été également étudiés sur
limpulsivité dans une tache de dévaluation temporelle. D’autres aspects comportementaux
dépendants de la fonctionnalité du striatum comme la locomotion, 'anxiété et la réactivité hédonique
ont été évalués, dans le test de I'open field, du labyrinthe en croix surélevé, et de préférence au sucrose,
respectivement. Dans un second temps, afin d’évaluer les effets d’'une carence gestationnelle en
vitamine A sur l'intégrité de la transmission dopaminergique nous avons mesuré au niveau du striatum
(dSTR et NAC) I'expression des genes codant pour les récepteurs dopaminergiques (D1R, D2R D3R)
et au niveau de ATV, les niveaux d’expression des genes et protéines des enzymes de synthése (TH,
DDC), dégradation (MAO) et transport (VMAT, DAT) de la dopamine, par des analyses de RTgPCR, de

Western Blot et d'immunohistochimie.

Objectif 3 : Mettre en évidence un lien de causalité entre les altérations neurobiologiques et

comportementales chez la descendance male carencée en vitamine A.

Enfin, nous avons cherché a identifier les mécanismes neurobiologiques qui pourraient étre a l'origine
des altérations comportementales observées chez la descendance maéle carencée en vitamine A : (1)
nous avons dans un premier temps étudié la dynamique dopaminergique in vivo au sein du NAc grace
a I'expression du biosenseur dLight dans cette région cérébrale, couplée a la photométrie de fibre,
rendant ainsi compte des taux de dopamine extracellulaire, pendant des taches de conditionnement
opérant. (2) Dans un deuxiéme temps nous avons étudié I'impact d'une stimulation pharmacologique
de la libération de dopamine, par I'administration d’amphétamine, sur les processus motivationnels au
cours d’une tache de conditionnement opérant. (3) Enfin, afin d’établir un lien de causalité entre les
déficits comportementaux et les altérations neurobiologiques de la voie de transmission
dopaminergique mésolimbique, nous avons étudié si une inhibition chémogénétique spécifique des
neurones dopaminergiques de ATV permettrait de restaurer les processus motivationnels et la

fonctionnalité de la transmission dopaminergique de la descendance male carencée en vitamine A.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE
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l. Le modeéle nutritionnel

1. Les modéles animaux

Lensemble des expérimentations animales de cette thése ont été conduites sur souris males et
femelles C57BL6/J wild-type (WT) provenant de I'élevage Janvier et C57BL6/J DAT-Cre (DAT'RESere,
B6.SJL-SIlc6a3tm1.1(cre)Bkmn/J, RRID : IMSR_JAX : 006660), servant de reproducteurs pour générer
la descendance. Les femelles C57BL6/J WT ont été croisées avec des males C57BL6/J WT ou avec
des males C57BL6/J DAT-Cre afin de générer des descendants WT ou des descendants
transgéniques simples DAT-Cre, respectivement (Figure 27). Les animaux ont été placés dans des
cages collectives (2-10 animaux par cage), dans une animalerie maintenue avec des conditions de
température (22°C) et d’hygrométrie (60%) constantes, et avec un cycle lumiére-obscurité de 12h-
12h. Les animaux ont eu un acces ad libitum a la nourriture et a I'eau de boisson jusqu’au début des
expériences comportementales. Létat physique, ainsi que la croissance pondérale des animaux, ont
été suivis tout le long du protocole expérimental. Toutes les expériences ont été réalisées
conformément aux criteres de I'Union Européenne (2010/63/UE) et de la France (autorisation 34547-
022010516039112). Tous les efforts ont été faits pour réduire le nombre d’animaux utilisés et minimiser

les souffrances.
2. Les régimes

Les régimes en vitamine A utilisés au cours de these ont été fabriqués par I'équipe régimes a fagon
(RAF UE1298) du centre de recherche INRAE de Jouy-en-Josas et par SAFE (SAFE diet). Ces régimes
sont isocaloriques et équilibrés et different uniguement par leur concentration en vitamine A, soit 7,5
Ul, 0,4 Ul ou 0 Ul de rétinol par g d’aliment (1Ul = 0,3 ug de rétinol), correspondant a un régime
suffisant (contréle), subcarenceé et carencé, respectivement. La vitamine A présente dans ces régimes

est sous forme de rétinyl palmitate (Tableau 6).
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Tableau 6. Composition des régimes contrdle (7,5 Ul / g d’aliment), subcarencé (0,4 Ul) et carencé

(0 Ul) en vitamine A. Ul : Unité Internationale, 1 Ul : 0,3 ug de rétinol.

Description Quantité (en %)
Cellulose 2,40
Caseéine chlorhydrique 21,60
Composé vitaminique 102 1,20
(sans vitamine A)
Composé minéral 102 4,80
DL Méthionine 0,12
Amidon de mais 48
Sucre semoule 35,88
Huile d’arachide 3
Huile de colza 3
Vitamine A 7.5Ul1,0.4 Ulou 0 Ul

3. Les modeéles de carence gestationnelle

Deés leur arrivée, les souris reproductrices males et femelles ont été réparties aléatoirement en 4
groupes expérimentaux. Le premier groupe (contréle ou « 7.5 Ul ») a été soumis au régime contréle
contenant 7,5 Ul de rétinol par g d’'aliment pendant 'ensemble de I'étude, soit 4 semaines avant la
gestation chez la mére, pendant la période de gestation, la lactation, et maintenu apres le sevrage
chez la descendance. Pour le second groupe (subcarencé ou « 0.4 Ul »), les meres ont été soumises
a un régime 0 Ul pendant 4 semaines avant I'accouplement, puis un régime avec 0,4 Ul pendant la
gestation, la lactation et maintenu aprés le sevrage chez la descendance. Pour le troisieme groupe
(carencé ou « 0 Ul »), les meres ont recu le régime 0 Ul pendant 4 semaines avant 'accouplement,
puis le régime 0,4 Ul pendant la gestation et la lactation. Aprés le sevrage, la descendance a recu le
régime avec 0 Ul. Enfin pour le dernier groupe (supplémenté ou « 0.4-7.5 Ul »), les meres ont recu le
régime 0 Ul pendant 4 semaines avant 'accouplement, puis le régime 0,4 Ul pendant la gestation et la
lactation. Apres le sevrage, la descendance a recgu le régime avec 7,5 Ul (Figure 20). Un régime avec
0 Ul a été utilisé pendant 4 semaines avant la gestation chez les femelles reproductrices des groupes
« 0.4 Ul » et « 0 Ul » afin de permettre un déstockage important de la vitamine A stockée dans le foie.
De plus, un niveau minimum d’apport en vitamine A a été maintenu pendant la gestation afin d'éviter
des probléemes de malformation chez la progéniture, étant donné les effets tératogénes d’'un défaut
d’apport en vitamine A pendant cette période (Maden et al., 2007). La descendance a été pesée

chaque semaine a partir du sevrage jusqu’a I'age de 12 semaines.
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Figure 20. Design expérimental des différents modeéles nutritionnels. Ul : Unité Internationale, 1 Ul

: 0,3 pg de rétinol.
Il Tests comportementaux

1. Conditionnement opérant

Les paradigmes du conditionnement opérant sont communément utilisés pour mesurer I'impulsivité, et
la motivation d’'un animal a obtenir une récompense (Bailey et al., 2016 ; Salamone et Correa, 2018).
Le conditionnement opérant nous vient de B.F. Skinner (Skinner, 1991) qui a réalisé la premiere
distinction entre le conditionnement opérant et le conditionnement Pavlovien (ou classique). Il a
introduit la notion de comportement renforcé, qui est caractérisé par un comportement que 'animal va
réaliser de facon plus fréquente ou plus probable en raison de la conséquence de ce comportement,
comme par exemple, 'obtention d’'une récompense alimentaire. Les stimuli renforgcant peuvent étre de
deux sortes : (1) primaire (ou inconditionnel), c’est-a-dire la récompense elle-méme et (2) secondaire
(ou conditionnel) qui nécessite une association préalable pour devenir renforgant (Strombach et al.,
2016). B.F. Skinner a construit un dispositif appelé « boite de Skinner » contenant un levier, dont I'appui
sur ce dernier permettait d’'obtenir une récompense alimentaire. C’est encore ce dispositif qui est

majoritairement utilisé pour étudier la motivation et 'impulsivité (Figure 21).

Les cages opérantes (40x30x36 cm, Imétronic) utilisées, au cours de cette these, étaient situées dans
une armoire insonorisée et atténuant la lumiére. Chaque cage, éclairée grace a une lumiere ambiante
située en haut, est équipée de deux panneaux opaques sur les parois droite et gauche, et de deux

panneaux transparents, en plexiglas, sur les parois avant et arriere. Elles disposent également de deux
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leviers rétractables (2x4x1 cm) et d’'une mangeoire centrale (4 cm au-dessus du sol) connectée a un
distributeur de granulés assurant la distribution des récompenses alimentaires. La distribution de la
récompense est associée a un signal lumineux, situé 8,5 cm au-dessus du levier, et un signal sonore
(65 dB, 3000 Hz, 200 ms). Des granulés de lait déshydraté sans vitamine A ont été utilisés comme
récompense (5BUP, Test Diet). Chaque souris a été assignée a une cage opérante qui a été conservée
pour I'ensemble des tests. Les animaux ont été soumis a une session par jour, pendant 5 jours par
semaine. Les cages opérantes sont connectées a un ordinateur équipé du logiciel POLY (Imétronic)

permettant de controler les parametres des sessions et d’enregistrer les données comportementales.

Les animaux ont été soumis a une restriction alimentaire afin de les maintenir a 85-90% de leur poids
ad libitum. Ceci permet d’attribuer a la récompense alimentaire une valeur positive (ou renforgante).
Cela assure également de diriger 'ensemble des individus vers la récompense et donc de privilégier la

prise de décision en faveur de la prise alimentaire plutdt qu’un autre comportement (Bailey et al., 2016).
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Figure 21. Boite de Skinner ou de conditionnement opérant (Skinner, 1991).
1.1. Modélisation de la motivation

Les animaux sont d'abord soumis a une phase d’habituation qui consiste en un conditionnement
Pavlovien, dans lequel les deux leviers sont retractés et les souris apprennent lors de sessions de 30
minutes, pendant 3 jours, que I'émission du son et l'allumage de la diode au-dessus du levier, sont
associés a la distribution d'une récompense. La récompense est délivrée de maniere aléatoire. La

récompense doit étre consommeée avant d'en recevoir une nouvelle.

Afin de mesurer la motivation dans différentes tdches comportementales, I'animal est ensuite entrainé
a effectuer une action, ici appuyer sur un levier, pour obtenir une récompense. Un des leviers est dit

« renforcé » c'est-a-dire associé a la libération de la récompense. Le second levier est « non renforcé »
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et le fait d'appuyer sur ce levier n'a aucune conséquence. Ainsi, lors de cette phase d’apprentissage
instrumental, les deux leviers sont accessibles permettant aux animaux détablir une association entre
appui sur le levier renforcé et la libération d’'une récompense. Dans un premier temps les animaux
doivent effectuer un appui (FR1 : ratio fixe 1) sur le levier renforcé pour obtenir une récompense unigue
(environ 5 jours). Aprés acquisition d’'une réponse stable, les animaux sont soumis a un apprentissage
par ratio aléatoire (RR), pour lequel chaque appui sur le levier renforcé a une probabilité donnée de
conduire a la distribution d’'une récompense : un RR5 correspond a une probabilité de 0,2 soit environ
cing appuis pour obtenir une récompense, puis RR10=0,1 et RR20=0,05. Les animaux ont été soumis
a ces différents ratios de fagon croissante (environ 3 jours par ratio). La tache est considérée comme
terminée lorsque I'animal a consommé 40 récompenses ou au bout de 30 minutes. Le colt de la
récompense étant faible dans ce cas, la tache ne fait pas intervenir de processus motivationnels mais
est a la base de l'apprentissage opérant, assurant a I'animal de faire I'association entre une réponse
opérante (appui sur le levier) et I'obtention d’'une récompense (Figure 22). Suite a cet apprentissage,
plusieurs tests peuvent alors étre réalisés permettant de mesurer différentes composantes

motivationnelles, comme la tache du ratio progressif (PR), ou la tache concurrente.

1.1.1. La tache de ratio progressif

Ce test permet dévaluer la composante motivationnelle liée a un effort physique. Dans ce paradigme,
le nombre de réponse opérante requise pour obtenir une unité de récompense augmente
graduellement dans le temps. Lanimal va faire une évaluation colt / bénéfice au cours du temps de
fagon a déterminer s’il continue la tache ou non (Salamone et Correa, 2018). Ici, c'est un PR
exponentiel de facteur 2 (PRx2) qui a été utilisé, cest-a-dire que le nombre d’'appuis sur le levier
renforcé pour obtenir une récompense double a chaque récompense (au début I'animal recoit une
récompense suite a 2 appuis, puis 4, 8, 16... jusqu’a 2048 appuis pour une récompense). La tache
est considérée comme finie au bout de 2h ou lorsque I'animal abandonne, cest-a-dire qu'il arréte
d'appuyer pendant 3 minutes consecutives. Plusieurs taches de PRx2 ont été réalisées avec des
sessions de RR20 entre les sessions de PRx2 pour limiter I'extinction de la réponse opérante. Le
« breakpoint » représente le facteur clé de la mesure de la motivation dans cette tache, il représente
le dernier ratio que I'animal atteint avant d'abonner la tache. D’autres paramétres sont également
mesurés lors des PR : le nombre d’'appuis totaux sur les 2h de test (levier renforcé et non renforcé), la
durée de la session (durée de I'exercice jusqu’a 'abandon de I'animal) ou le cut-off (nombre d’appuis

sur le levier renforcé jusqu’a 'abandon de I'animal) (Figure 22).
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1.1.2. La tiche de choix liée a I'effort ou tiche concurrente

Le concept de cette tache est de donner a I'animal le choix entre deux options : une option a co(t et
bénéfice élevés et une option a colt et bénéfice faibles. La plus connue est celle développée par J.D.
Salamone (Salamone et al., 1991 ; 2007). Dans ce test, 'animal doit faire un choix entre fournir un
effort conséquent (RR80) pour obtenir une récompense hautement palatable (granulés de lait) ou
consommer une nourriture libre d’accés peu palatable et a valeur hédonique plus faible (nourriture
classique ou chow). Une session dure 60 minutes. Plusieurs taches concurrentes ont été réalisées
avec des sessions de RR80 intercalées entre chaque test. Ici les variables mesurées sont : le nombre

d’appuis sur le levier renforcé effectué pour obtenir la récompense palatable et la quantité de nourriture

a faible valeur hédonique consommée (Figure 22).
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Figure 22. Protocoles comportementaux utilisés pour évaluer les processus motivationnels. FR :

Fixed Ratio, RR : Random Ratio.
1.2. Modélisation de I'impulsivité

Pour la mesure de l'impulsivité les cages opérantes étaient configurées de maniére similaire que pour
I'étude de la motivation, a la différence que cette fois-ci, les deux leviers sont considérés comme
« renforcés », associés a la délivrance d’'une récompense pour le premier levier (LR, Low reward) et
de trois récompenses pour le second (HR, High reward). La tache utilisée pour mesurer 'impulsivité
est la tache de dévaluation temporelle (« delay discounting ») ou d'intolérance au délai. Cette tache
s‘organise en trois phases : (1) 'apprentissage de la contingence par choix forcé, (2) 'apprentissage

par choix libre et (3) la dévaluation temporelle (Figure 23) :
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(1)

Dans cette premiére phase, les animaux sont entrainés a associer un premier levier a la
libération d’'une recompense. Chaque levier, droit ou gauche, délivrant 'unique récompense a
été attribué de maniere aléatoire pour chaque souris. Au cours de cette étape, seul un levier
est présenté au début de chaque essai, associé au stimulus lumineux situé au-dessus de ce
levier et qui permet de signaler 'opportunité d’'obtenir une récompense. Lanimal a alors 30
secondes pour faire un appui sur ce levier, ce qui provoque sa rétraction, I'extinction de la
diode lumineuse et I'obtention de la récompense. Si 'animal n'appuie pas sur le levier pendant
la période allouée, aucune récompense n'est délivrée et le levier se rétracte, comptabilisant
une omission. Il'y a un ITI (Inter-Trial-Interval) de 30 secondes entre les essais. La contingence
entre la réponse instrumentale et 'obtention de la récompense est considérée comme acquise
lorsque I'animal atteint un critére de =80% d'appuis sur les 30 essais pendant trois jours
consécutifs. Les animaux sont ensuite entrainés dans les mémes conditions de choix forcé, a
appuyer sur le levier délivrant trois récompenses, jusqu’a ce que les mémes criteres de

performances soient atteints.

(2) Au cours de cette phase les animaux sont entrainés a choisir entre les deux leviers, en fonction

de leur préférence pour la récompense associée. Les 10 premiers essais sont « forcés », c'est-
a-dire qu’il y a une alternance de présentation des deux leviers afin de permettre a 'animal de
se rappeler 'association des deux leviers avec le nombre de recompense qu’ils distribuent. Les
souris sont ensuite libres de choisir entre les deux leviers lors des 20 derniers essais. La tache
est considérée comme terminée lorsque I'animal parvient a une préférence de >=80% pour le

levier associé a trois récompenses sur les 20 essais libres, pendant trois jours consécutifs.

Enfin, cette derniére phase de dévaluation temporelle, implique 'augmentation progressive
d'un délai, avant la libération des trois récompenses, tandis que la récompense unique reste
disponible immédiatement. Les délais (2, 4, 6, 8 et 10 secondes), avant la libération de la forte
récompense, suite a 'appui sur le levier, ont été imposés dans des sessions distinctes (3 jours

pour chaque délai).
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Figure 23. Protocole comportemental utilisé pour évaluer I'impulsivité. LR : Low Reward, HR : High

Reward.
2. Tests d’exploration et d’anxiété
21. Open field

Un open field a été utilisé pour analyser I'activité locomotrice et exploratrice spontanée. Le dispositif
de forme carré (40 x 40 cm), entouré de murs (16 cm de haut) et éclairé a 50 lux, est divisé en deux
parties : une zone centrale et une zone périphérique. Chaque souris était placée dans la zone centrale,
puis libre d’'explorer le nouvel environnement pendant 5 minutes. Afin de favoriser I'exploration,
I'intensité lumineuse au centre du dispositif était relativement faible (50 lux). Plusieurs parametres ont
été enregistrés comme le temps passé dans la zone centrale et la zone périphérique, ainsi que l'activité
locomotrice globale, grace au systéeme de trackage vidéo SMART 2 (SMART software, Bioseb). Entre
chaque souris, I'arene a été nettoyée avec une solution d'éthanol a 30% afin d’éliminer les odeurs. Les

analyses statistiques ont été traitées sur la totalité de la durée du test.
2.2. Labyrinthe en croix surélevé

Le comportement de type anxieux des animaux a été évalue dans le test du labyrinthe en croix suréleve
(ou « Elevated Plus Maze »). Ce test se base sur l'aversion innée des rongeurs pour les espaces
ouverts et surélevés. Ce dispositif consiste en un labyrinthe surélevé en plexiglas ayant la forme d’'une
croix avec deux bras opposés ouverts (25 x 5 cm) et deux bras fermés (25 x 5 x 16 cm). Au centre se
trouve une plateforme ouverte sur les quatre bras. Le labyrinthe était situé a 50 cm du sol et son centre
était faiblement éclairé (30 lux). Les souris ont été placées sur la plateforme centrale, face a un des
bras ouverts et elles étaient libres d’explorer ce labyrinthe pendant 10 minutes. Lactivité locomotrice
et le temps passé dans les différentes zones ont été enregistrés grace au systéme de trackage vidéo
SMART 2 (SMART software, Bioseb). Entre chaque souris, 'aréne a été nettoyée avec une solution
d'éthanol a 30% afin d’éliminer les odeurs. Les analyses statistiques ont été traitées sur la totalité de la

durée du test.
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3. Test de mesure de la réactivité hédonique

Le test de préférence au sucrose a été utilisé pour mesurer la capacité des animaux a ressentir le
plaisir procuré par la consommation d’'une eau sucrée, se basant sur la préférence innée des souris
pour le sucre. Les souris ont été habituées a la présence de deux biberons d'eau dans leur cage
pendant 3 jours. Aprés accoutumance, les souris ont été isolées dans des cages individuelles avec un
acces libre a deux biberons : 'un contenant de I'eau, I'autre contenant une solution de saccharose 1%
(Sigma, S7903). La position des bouteilles (droite ou gauche) a été déterminée de maniere aléatoire
afin d'éviter un biais de préférence pour la position de la bouteille. Les quantités d'eau ou de saccharose
consommeées ont été mesurées en pesant les bouteilles a différents temps : 1h, 3h, 6h et 24h. Un index

de préférence pour le saccharose a été calculé comme suit :

( Quantité de saccharose consommée (g)

)x 100.

Quantités eau+saccharose consommeées (g)

lll. Stratégie pharmacologique

1. Effet de ’'amphétamine sur la transmission dopaminergique

Afin dévaluer l'intégrité de la transmission dopaminergique, nous avons soumis les animaux a des
injections d'amphétamine, connue pour augmenter les niveaux de dopamine extracellulaire, en
particulier dans le NAc. Lamphétamine agit comme un substrat pour le transporteur dopaminergique
DAT et est un inhibiteur compétitif de la réabsorption de dopamine par ce transporteur (Schmitz et al.,
2001). De plus, l'amphétamine cause l'inversion de l'activité de DAT entrainant un efflux de dopamine
médiée par DAT vers I'espace extracellulaire (Fischer et Cho, 1979 : Heiktila et al., 1975 ; Mulvihill et
al., 2019). En présynaptique, au niveau intracellulaire, 'amphétamine va favoriser le transport de la
dopamine des vésicules synaptiques vers le cytosol, augmentant la concentration cytoplasmique de
dopamine (Sulzer et al., 1995 ; Mosharov et al., 2003) en réduisant le pH vésiculaire (Sulzer et Rayport,
1990). Enfin, 'amphétamine cause une réduction de l'activité enzymatique de dégradation de la
dopamine cytoplasmique via linhibition des MAO (Mantle et al., 1976 ; Mulvihill et al., 2019).
Lensemble de ces mécanismes conduit a une augmentation des taux de dopamine au niveau de la

fente synaptique (Figure 24).
2. Administration de 'amphétamine

Lamphétamine a été administrée par voie intrapéritonéale 10 minutes avant le début des sessions de
PRx2. Lamphétamine (LGC Standards, 10-D-18) a été dissoute dans du NaCl 0,9% et administrée a
une dose de 1 mg/kg. Lors de la premiere tache de PRx2, la moitié des animaux a regu une solution
saline et 'autre moitié de 'amphétamine. Une seconde tache a été réalisée une semaine plus tard et le

type d’injection (solution saline ou amphétamine) a été contrebalancé au sein des animaux. Cela
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permet a 'animal d’étre son propre contréle et d'évaluer I'effet de 'amphétamine sur ses performances

motivationnelles par rapport a ses propres performances sous solution saline.

Amphétamine
(Amph.)

Augmentation de la dopamine extracellulaire ‘

Figure 24. Mécanismes de I'amphétamine au niveau synaptique. (1) Lamphétamine est en
compétition avec la dopamine pour la recapture par DAT. (2) Lamphétamine augmente la libération de
dopamine dans le cytoplasme par VMAT2. (3) Lamphétamine inhibe la MAO pour maintenir le pool de
dopamine cytoplasmique. (4) Lamphétamine inverse le mécanisme de transport de DAT. Amph :
amphétamine, DA : dopamine, VMAT2 : vesicular monoamine transporter 2, MAO : monoamine oxydase,

DOPAL : 3,4-dihydroxyphenylacétaldéhyde.
IV. Mesure de la dynamique dopaminergique

1. Principe du biosenseur dLight

Le biosenseur dLight a été créé par Patriarchi et al. (2018), qui se sont basés sur le récepteur
dopaminergique D1R humain pour développer ce biosenseur dopaminergique fluorescent (Patriarchi
et al., 2018). Ce biosenseur a été développé par l'insertion d’'une molécule de cpGFP (circulated
permuted Green Fluorescent Protein) au niveau de la troisiéme boucle intracellulaire du récepteur D1R
humain (Patriarchi et al., 2018 ; Beyene et al., 2018). La libération de dopamine et donc sa fixation sur
ce récepteur modifié entraine un changement de conformation de la molécule cpGFP, qui devient
excitable a une longueur d'onde de 485 nm, et va ainsi émettre de la fluorescence a 515 nm (Figure
25). Laffinité de ces récepteurs pour la dopamine a bien été caractérisée et montre une affinité bien
supérieure pour la dopamine comparée a son analogue moléculaire la norépinéphrine (Beyene et al.,
2018). Il est également important de noter que le récepteur dLight ne présente pas de signalisation

endogéne induite par le ligand (Patriarchi et al., 2018 ; Beyene et al., 2018). Lutilisation de ce récepteur
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couplé a un systeme de photométrie par fibre optique permet ainsi de mesurer la dynamique
dopaminergique in vivo associée a la réalisation de tache de conditionnement opérant, avec une haute

résolution spatio-temporelle, chez I'animal.
2. Chirurgie stéréotaxique

L'analgésie a été induite par une injection sous-cutanée de Buprénorphine (BUPRECARE, 0,1 mg/kg)
30 minutes avant le début de la procédure chirurgicale. Les souris C57BL6/J WT ont ensuite été
anesthésiées avec de lisoflurane (induction a 5%, procédure a 1-2%) puis placées sur un cadre
stéréotaxique (RWS Life Science) sur un tapis chauffant (37°C). Les souris ont recu une injection
unilatérale du virus AAV9-hSyn1-chl-dLight1.3b-WPRE-bGHp(A) (7,9 x 10-12 vg/ml, v-565-9, Zurich
Vector Facility). Un total de 400 nl (100 nl/min) de solution virale a été injecté dans le NAc aux
coordonnées stéréotaxiques suivantes par rapport au Bregma : AP=+1.7, ML=+/- 1.10, DV=-4.4 mm,
a partir de la surface du cerveau, a l'aide d'une seringue de 10 ul (Hamilton). L'hémisphére injecté
(droit ou gauche) a été attribué de maniéere aléatoire pour chaque souris. La seringue est restée en
place pendant 5 minutes apres l'injection pour prévenir le reflux, avant d'étre retirée lentement. La fibre
optique (Canule a fibre optique avec férule en céramique, diametre extérieur 1,25 mm, NA 0,5,
diametre de noyau de 400 pym, L=6 mm ; R-FOC-BL400C-50NA, RWD) a été placée a 250 ym au-
dessus du site d'injection (DV=-4,15 mm) et immobilisée avec un ciment dentaire opaque (Super-Bond,
Sun Medical ; Meliodent, Kulzer). Une analgésie post-opératoire a été assurée avec une injection sous-
cutanée d'AINS (Anti-Inflammatoire Non Stéroidien) (CARPROX, 5 mg/kg). Les souris ont été
surveillées pendant 3 jours aprés la chirurgie. Les expériences comportementales ont débute 3

semaines apreés l'intervention chirurgicale.

3. Enregistrement de la libération de dopamine in vivo par photométrie de
fibre

Le dispositif de photométrie de fibore RWD (R820 Fiber Photometry) a été utilisé. Une stimulation
lumineuse de 470 nm et une stimulation isobestique a 410 nm ont été transmises a travers un cordon
raccordé a la fibre optique (O.D. 1.25mm, Ceramic Ferrule, 400um core diameter, 0.5 NA, R-FC-L-
N5-400-L1, RWD). Les intensités ont été réglées pour atteindre une puissance de 100 pyW pour la LED
a 470 nm et de 40uW pour la LED isobestique a 410 nm. Ce systéme est couplé a une cage opérante,

présentant les mémes configurations que celles décrites précédemment.

Les souris ont d’abord été entrainées en conditionnement Pavlovien. Lors de session de 15 minutes,
un stimulus lumineux et sonore (CS, Conditioned Stimulus) annongait la distribution d’'une récompense
sous forme de goutte de lait concentré sucré dilué (US, Unconditioned Stimulus) (17,5%, Nestlé). Le

CS dure 10 secondes et I'US survient 3 secondes aprés le début du CS. Aprés la consommation de la

121



récompense et I'extinction du CS, un nouvel essai débute aprés un ITI de 30 secondes (Figure 25).
Dans un second temps, les animaux ont été entrainés dans des sessions de FR1 de 20 minutes, ou
les deux leviers étaient accessibles mais seul I'un était renforcé. L'appui sur le levier renforcé entrainait
la rétractation des deux leviers et le déclenchement du CS comme décrit précédemment. Les leviers
redevenaient accessibles apres un ITI de 10 secondes. Aprés l'entrainement en FR1, les souris ont été
entrainées aux ratios FR5 (5 appuis pour une récompense) et FR10 (10 appuis) (Figure 25). Enfin, les
animaux ont été soumis a des sessions de PR+5 (1 appui, puis 6, 11, 16...) de 30 minutes, possédant
les mémes parametres d'exercice que les taches de FR (Figure 25). Plusieurs sessions de PR+5 ont

été effectuées avec des sessions de FR10 intercalées entre les sessions de PR+5.

Les enregistrements de la libération de dopamine dans le NAc ont été analysés a l'aide d'une script

personnalisé MATLAB. Le signal isobestique (410 nm) a été ajusté au signal de 470 nm et un AF/F a

été calculé comme suit :(F470nm B F410nm)/ , ajusté pour chaque point dans le temps. Le
F410nm

Z-score autour de chaque événement comportemental a ensuite été calculé en utilisant une baseline

de 2500 ms (de -30000 ms a -500 ms avant I'événement) comme suit

AF
/F—(moyenne des valeurs de la baseline)
écart—type des valeurs de la baseline

. L'aire sous la courbe (AUC) a été calculée dans MATLAB

en utilisant la fonction strapz.
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Figure 25. Protocole expérimental de la mesure de la dynamique dopaminergique par photométrie
de fibre. (A) Principe du biosenseur dLight (Beyene et al., 2018). (B) Protocole comportemental. (C)
Schéma des événements survenant a la suite d’'un appui renforcé. DA : Dopamine, cpGFP : circulated
permuted Green Fluorescent Protein, FR : Fixed Ratio, LP: Lever Press, CS : Conditioned Stimulus, US :

Unconditioned Stimulus, ITI : Inter-Trial-Interval.
V. Stratégie chémogénétique

1. Principe de la stratégie utilisant les DREADD Gi

Lapproche des DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs) permet une
manipulation de 'activité cellulaire par le biais des voies de signalisation de la protéine G. Ce sont des
récepteurs muscariniques génétiquement modifiés qui ont perdu leur affinité pour leur ligand naturel,
l'acétylcholine, dont I'activation dépend dorénavant d’un ligand exogene qui se fixe sur ce récepteur
(Sternson et Roth, 2014 ; Roth, 2016). Le ligand exogéne classiquement utilisé est la clozapine-N-
oxide (CNO), un métabolite dérivé de la clozapine, un antipsychotique (Armbruster et al., 2007). Ce
récepteur muté ne possede pas, a priori, d’activité endogene en absence de ligand (Sternson et Roth,
2014 ; Roth, 2016). Deux types de DREADD sont couramment utilisés : les DREADD excitateurs
hM3Dgq, couplés a une protéine Gq et les DREADD inhibiteurs hM4Di, couplés a une protéine Gi
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(Figure 26). Lobjectif dans cette thése étant d’induire une hypoactivité de la voie mésolimbique, nous
avons donc utilisé les DREADD inhibiteurs hM4Di.

Afin d’avoir une expression sélective de ce récepteur dans les neurones dopaminergiques de I'ATV,
nous avons utilisé une lignée de souris transgéniques DAT-Cre et un vecteur viral codant pour le
DREADD hM4Di de fagon Cre-dépendante. Les souris expriment la Cre Recombinase sous le
promoteur de DAT, principalement exprimé dans les neurones dopaminergiques. Au sein du vecteur
viral, le gene codant pour la protéine hM4Di, encadré par deux séquences Lox de chaque cote, est
dans une position inversée par rapport au sens de lecture du promoteur. En présence de Cre-
recombinase, le géne codant pour hM4Di subit une recombinaison, changeant son orientation et

permettant I'activation de la transcription (Figure 26).

Clozapine-N-oxide

Gene of Interest

Clone into DIO vector

Expression OFF

' Cre

IP3 C KM P cmv lox2272 ¢ Gene of Interest @—
v v Expression ON
Caz2+ PKA

Activation de Inhibition de
I'activité l'activité
neuronale neuronale

Figure 26. Principe de la stratégie chémogénétique. (A) Effets des DREADD Gq et Gi. (B) Principe de
I'expression virale spécifique d’'une population neuronale (Custom DIO Vectors). PLC : Phospholipase C,
IP3: Inositol 1,4,5-trisphosphate, PKC : Protein Kinase C, AC : Adenylyl Cyclase, cAMP : cyclic Adenosine
Monophosphate, PKA : Protein Kinase A.
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2. Chirurgie stéréotaxique

Lanalgésie pré- et post-opératoire, ainsi que l'anesthésie ont été induites comme précédemment
décrites. Les souris C56BL6/J DAT-Cre ont recu une injection bilatérale du virus AAV8-hSyn1-dlox-
HM4D(Gi)-mcherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) (6.3 x 10" vg/ml, v84-8, Zurich Vector Facility) ou
AAV8-hSyn1-dlox-mCherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) (5.9 x 10'? vg/ml, v166-8, Zurich Vector Facility).
Un total de 300 nl (50 nl/min) de solution virale a été injecté dans 'ATV aux coordonnées stéréotaxiques
suivantes par rapport au Bregma : AP=-3.3, ML=+/- 0.50, DV=-4.30 mm, a partir de la surface du

cerveau, a l'aide d'une seringue de 10 pl (Hamilton). La peau a ensuite été suturée.

3. Administration du CNO

Le CNO (ENZO, BML-NS105-0025) a été administré par voie intrapéritonéale 45 minutes avant le
début des sessions de PRx2, de tache concurrente ou de fibre optique. Le CNO a été dissous dans du
NaCl 0,9% et administré a une dose de 2 mg/kg. Lors de la premiere tache, la moitié des animaux a
recu une solution saline et I'autre moitié le CNO. Une seconde tache a été réalisée une semaine plus
tard et le type d’injection (solution saline ou CNO) a été contrebalancé au sein des animaux, permettant

a l'animal d'étre son propre contréle.
VI. Analyses post-mortem

1. Euthanasie des animaux et prélevement des tissus

Les souris ont été euthanasiées selon 2 procedures distinctes. D’une part, le sang a été prélevé au
niveau de la joue, au niveau de la veine sous-maxillaire, suiviimmédiatement aprés d’une euthanasie
par dislocation cervicale. Le foie a été prélevé et immédiatement conservé a -80°C. Le cerveau entier
a été prélevé et congelé instantanément dans une solution d’isopentane sur de la carboglace et stocké
a -80°C. Ensuite, tous les échantillons de sang ont été centrifugés (15 minutes, 3500 rpm, 4°C) et le
plasma a été collecté et conservé a -80°C. Des échantillons de dSTR, de NAc et d’ATV ont été obtenus
a partir de punchs de 1,5 mm (dSTR) et de Tmm (NAc, ATV). Pour cela des coupes coronales de 200
Jm ont été obtenues en utilisant un coupeur de tissu cryostat (Leica). En accord avec l'atlas de souris
de Watson et Paxinos (2011), des punchs de dSTR ont été prélevés entre 0,86 et 0,14 mm en fonction
du bregma, entre 1,70 et 0,98 mm pour le NAc et entre -2,92 et -3,88 mm pour 'ATV. Les punchs ont
été immédiatement stockés a -80°C en attentant les analyses de biochimie (HPLC, Western blot,
ELISA) et de biologie moléculaire (RTgPCR).

D’autre part, les souris ont regu une injection de Buprénorphine (BUPRECARE, 0.1 mg/kg) 30 minutes
avant la procédure. Ensuite, les animaux ont regu une dose létale de pentobarbital (Exagon, 300

mg/kg) avant d'étre perfusés en intracardiaque sur cceur battant avec 40 ml de PBS 1X (Phosphate
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Buffer Saline, pH=7.4) afin de les vider de leur sang, suivi d'une perfusion de 40 ml de
paraformaldéhyde (PFA) (PFA 4% dans du PBS 1X, pH=7,4) afin de fixer les tissus. Les cerveaux ont
ensuite été prélevés puis laissés dans une solution de PFA 4% toute une nuit a 4°C, puis transférés
dans du PBS 1X. Des coupes coronales de 40 um ont été collectées a l'aide d’un vibratome (Leica)
puis conservées dans une solution cryoprotectrice (glycérol 20%, éthylene 30%, glycol 50%, PBS 1X,

pH=7,4) a -20°C en vue d’'analyses immunohistochimiques ultérieures.

2. Mesure du statut en vitamine A

21. Mesure des taux de rétinol et d’esters de rétinol par HPLC

Les molécules d'intérét ont d’abord été extraites dans une phase organique. Cette premiére étape a
éteé réalisée a température ambiante, en évitant I'exposition directe a la lumiére. En ce qui concerne les
échantillons de plasma, 100 ul ont été utilisés. Les volumes ont été ajustés a 500 ml avec de l'eau
distillée. Ensuite, 500 pl d’'une solution éthanolique d’acétate de tocophérol (0,5 pug/ml), utilisée comme
standard interne pour calculer le rendement d’extraction, ont été ajoutés. Concernant les échantillons
hépatiques, 100 mg de foie ont été pesés et broyés (5 min, 30 rotations par min) dans 1 ml de PBS
1X. Comme précédemment, 500 pl de standard interne ont été ajoutés. Aprés cette étape de
précipitation des protéines par I'éthanol, 2 ml d’hexane ont été ajoutés dans chaque tube, suivi d’'une
agitation (10 min) et d’'une centrifugation (10 min, 4°C, 12259). La phase supérieure a été recueillie.
La phase inférieure restante a été remise en suspension avec 2 ml d’hexane, puis les mémes étapes
que précédemment ont été suivies. Une fois de plus, la phase supérieure a été recueillie et ajoutée a
la premiére. Les tubes ont été soumis a une évaporation sous azote jusqu’a I'obtention d’un extrait sec.
Les extraits secs ont ensuite été dissous dans 200 ml de phase mobile pour 'HPLC. Un volume de 50

a 180 pl a été utilisé pour I'analyse HPLC.

Les molécules d'intérét ont été analysées par HPLC (chromatographie en phase liquide par haute
performance) a l'aide d’'une colonne Zorbax (Agilent Technologies, 250 x 4.6 mm C18 5 um) et d’'une
colonne de garde, maintenues a une température constante de 35°C. La phase mobile était constituée
d’acétonitrile / dichlorométhane / méthanal (volumes : 70 / 20 / 10, respectivement). Le débit était de
1,8 mli/min. Le systeme d’HPLC comprenait un module de séparation Shimadzu et un détecteur de
chromatographie a réseau de photodiodes. Les composés ont été détectés a leur longueur d'onde
d’absorption maximale, c’est-a-dire 265 nm pour le tocol, 325 nm pour le rétinol et les esters de rétinol.
Nous avons mesuré le rétinyl palmitate, le rétinyl stéarate, le rétinyl oléate et le rétinyl linoléate. Le
rétinol et le rétinyl palmitate ont été identifiés par des temps de rétention et des spectres d'absorption
coincidant avec des étalons authentiques (>95% de pureté). Les rétinyls linoléate, oléate et stéarate
ont été identifiés par analyse spectrale et quantifiés en fonction de leur coefficient d'extinction molaire

par rapport au rétinyl palmitate. La quantification a été réalisée a I'aide du logiciel Chromeleon (version
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6.50 Build 1000) en comparant laire des pics avec des courbes de standards de référence. Les

résultats sont exprimés en umol/L pour le plasma ou en umol/g de foie.

2.2. Mesure des taux d’acide rétinoique par ELISA

Les niveaux d’AR ont été quantifiés dans le sang, le foie et les punchs de dSTR et de NAc. Pour le
sang, une dilution au 2 a été réalisée avec de l'eau distillée. Pour le foie et les structures cérébrales,
les tissus ont été pesés et homogénéisés dans du PBS 1X a l'aide d’un homogénéisateur manuel. Les
homogénats ont été centrifugés (5 min, 4 °C, 5000g) et les surnageants ont été recueillis. Les
surnageants du dSTR et du NAc ont été dilués au . A partir des surnageants la concentration AR
endogene a été évaluée a l'aide d’un kit ELISA (MyBioSource, MBS1609855), conformément aux
instructions du fabricant. Chaque échantillon a été dosé en duplicat. Les résultats sont donnés en ng/L

pour le plasma ou en ng/mg de tissue.

Ce kit se base sur la technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) par inhibition
compétitive. Les puits sont enduits avec un anticorps spécifique de 'AR. Les échantillons tests ainsi
gu’un antigéne biotinylé sont ajoutés dans les puits. Une inhibition se met en place entre I'échantillon
et 'antigene pour se lier aux anticorps. Les échantillons ou les antigenes non liés sont éliminés au cours
des étapes de lavage. Une solution d’avidine couplé a une peroxydase (avidine-HRP), reconnaissant
les antigenes biotinylés, est ensuite ajoutée. Lavidine-HRP non liée est éliminée au cours des étapes
de lavage. Une solution de substrat de la HRP est ajoutée entrainant le développement d’un produit de
réaction bleu. La réaction est stoppée par I'ajout d’'une solution acide formant un produit de réaction
jaune qui peut étre mesuré a 450 nm. Lintensité de la couleur et donc inversement proportionnelle a
la concentration d'AR dans 'échantillon. La concentration d’AR dans I'échantillon est déterminée en
rapportant son absorbance a celle d’'une courbe étalon réalisée avec différentes concentrations de
standard d’AR (MyBioSource, MBS1609855).

3. Mesure de I’expression des génes par RTqPCR

Lexpression des génes de la signalisation des rétinoides et de la signalisation dopaminergique a eté

mesurée dans les structures cérébrales, a partir des punchs, par la technique de RTqPCR.

Les ARN totaux ont été isolés des tissus en utilisant le protocole d’extraction du réactif Trizol (Invitrogen,
Life Technologie) (phénol + isothiocyanate de guanidine). Ce réactif permet, apres lyse des cellules
(Tissue Lyzer Quiagen, 2 min, 25 Hz) et ajout de chloroforme de séparer une phase aqueuse
supérieure contenant les ARN, d’'une phase organique contenant ADN et protéines. La phase aqueuse
contenant les ARN a été précipitée avec du glycogéne et de l'isopropanol. Aprés lavages successifs
avec de I'éthanol a 70%, le culot dARN a été séché, puis repris dans 15 uL deau stérile. La

concentration et la pureté des échantillons ont été évaluées a I'aide du spectrophotométre ND-1000
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(Nanodrop Technologies). La qualité des ARN a été évaluée grace a un kit RNA6000 NANO et un

Bioanalyseur (Agilent Technologies).

Ensuite, 500 ng d’ARN ont éte transcrits en ADNc a l'aide de I'enzyme transcriptase inverse RT Improm
Il (Promega, A3802). Les échantillons d’ARN ont été incubés dans un thermocycleur en présence de
DNase | (Merck, 4716728001), et RNAsin (Promega, N2511) (15 min, 37°C), puis en présence
d’Oligo(dT) (Promega, C1101) et de random primers (Promega, C1181) (9min, 75°C) et enfin en
présence de I'enzyme RT Improm Il et de dNTP (Merck, 11581295001) (1h, 42°C). Le volume final
obtenu est de 20 pl de solution d’ADNc a 25 ng/l.

Enfin, la PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative a été réalisée, permettant d’amplifier les
fragments d’ADN dans le but de mesurer les niveaux dexpression des génes d'intéréts. Les primers
utilisés pour quantifier les niveaux d'expression de nos différents genes d’intéréts proviennent de chez
Eurogentec (Tableau 7). La PCR quantitative a été effectuée avec le Thermocycleur Light Cycler 480
system (Roche diagnostics). Les niveaux d’expression des génes ont été quantifiés en duplicat avec la
technologie SybrGreen®. Chaque réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 10 L,
contenant 2 yL dADNc a 5 ng/pL et 8 pL de mix (5 yL SYBRGREEN Premix Ex Tag (TAKARA, Ozyme),
0,6 UL de mix amorces « reverse » et « forward » a 5 uM et 2,4 pL d’eau). Le programme PCR utilisé
est constitué de 45 cycles de : (1) 95°C pendant 15s (dénaturation) et (2) 62°C pendant une minute
(hybridation des amorces). Lefficacité de la PCR pour chaque couple d’'amorce est vérifiée en réalisant
une PCR sur 5 points de gamme d’ADNc d’animaux contréles. La fluorescence du SYBRGREEN a été
mesurée a la fin de chaque cycle, reflétant I'expression du géne dans la structure considérée. Les
niveaux d’expression ont été analysés en utilisant la méthode du cycle de seuil comparatif du logiciel
Light Cycler 480. Grace au logiciel Genex v.7, pour chague géne cible et pour chaque échantillon, le
niveau d'expression a été normalisé avec le niveau d’expression de deux génes de ménage, la B2-
microglobuline (B2M) et la Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) (dont nous avons
vérifié 'absence de variabilité en fonction des conditions expérimentales). Lexpression relative est

exprimée en pourcentage, en ramenant la moyenne des animaux contréles a 100%.
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Tableau 7. Séquences (5°-3’) des amorces utilisées pour la mesure d’expression des génes. LRAT
: Lecithin Retinol-Acyl Transferase, REH : Retinyl Ester Hydrolase, RBP4 : Retinol Binding Protein 4,
STRAG : Stimulated by Retinoic Acid gene 6, CRABP : Cellular Retinoic Acid Binding Protein , CYP26B1
: Cytochrome P450 26B1, ALDH : Aldehyde dehydrogenase, RAR : Retinoic Acid Receptor, RXR :
Retinoid X Receptor, DR : Dopamine Receptor, TH : Tyrosine Hydroxylase, DDC : Dopamine
Decarboxylase, MAOA : Monoamine Oxydase, DAT : Dopamine Active Transporter, VMAT : Vesicular
Monoamine Transporter, GAPDH : Glyceraldehyde 3 Phosphate Dehydrogenase, B2M : Beta 2

Microglobulin.

Oligonucléotides

Séquence de I'amorce amont

Séquence de I'amorce aval

LRAT ccaagcactttggcttctectc cagcttccagcattgggttc
REH ttccagttcacacctgccatc aattcagccccacgcaactc
RBP4 cagacatggtgggcactttcac gggtcacgagaaaacacaaagg
STRAG6 catcctcectcccattcatgtc aaatgtgcccacccttacce
CRABP2 aaatggtgtgcgagcagagg aagtcgtctcaggcagttcttgg
CRABP1 cagtgggtctttactccacacacc ccaagggtacacaaggcaacaag
CYP26B1 aaagatggtctgccecggatg gcaggaatttttgtggggtttg
ALDH1A1 gatgccgacttggacattgc atgctgcgacacaacattgg
ALDH1A2 gacttgtagcagctgtcttcact tcacccatttctctcccatttee
ALDH1A3 ggacagtctggatcaactgctac tcaggggttcttctectecgagt
RARpB ccgcctgcttggatatcttg gtgtaaggccatcagagaaagtca
RXRy agtagccacgaagacatgcc tctccacgttcatgtcaceg
D1R tgccgcetgtcatcaggtttc ttaaggatggatgccgtggag
D2R acccttcgggggaaaacaac cctccaacttcagctccaacac
D3R tggcaacggtctggtatgtg gatggcacagaggttcaggatg
TH atgccaaggacaagctcagg agaaggggctgggaactttg
DDC ttggctgcattggtttctce ttggctgceattggtttctce
MAOA tgaggtatctgccctgtggttc ccccaaggaggaccattatetg
DAT tcatggttattgccgggatg ttccaggtgttgttgcagtgg
VMAT ccgtcgtagttcccatcattcc tcccegtgaacacagtagagttg
GAPDH gaacatcatccctgcatcca ccagtgagcttcccgtica

B2M agttaagcatgccagtatggcc tctcgatcccagtagacggtct
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4. Quantification protéique par Western Blot

Les niveaux d’expression des protéines ont été mesurés par la technique de Western Blot a partir des
punchs des structures cérébrales. Les protéines des tissus ont été extraites avec un Tissue Lyser
(Qiagen) dans un tampon contenant 50 mM de Tris, 0,5 M d'urée, 2% SDS (Sodium Dodecy! Sulfate),
et des inhibiteurs de protéases et phosphatases (Fisher Scientific). Apres sonication et centrifugation,
la concentration en protéine du surnageant a été évaluée en utilisant le kit BC Assay (Interchim).
L'absorbance a 560 nm a été mesurée en utilisant un spectrophotometre (Victor 3) et a été normalisée
avec une gamme de BSA (Albumine Sérum Bovin, 2 mg/ml). Des quantités égales de protéines (7,5
Hg/puits) et un marqueur de poids moléculaire (Thermo Scientific, PageRuler™) ont été séparés par
électrophorese sur un gel polyacrylamide (10%), puis transférés sur une membrane de nitrocellulose.
Apres un blocage des membranes avec une solution Intercept® LI-COR pendant 1h et un lavage avec
du TBS-Tween 20 0,1%, les membranes ont été incubées toute une nuit a 4°C avec les anticorps
primaires (Tableau 8) dans du Tris-Buffered Saline 1X (TBS) contenant 1% de lait (Régilait). Aprés
plusieurs lavages avec du TBS 1X, les membranes ont été incubées pendant 1h, a I'abri de la lumiere,
avec les anticorps secondaires (Tableau 8) également dilués dans du TBS 1X avec 1% de lait. La
fluorescence a été détectée avec le systeme Odyssey® CLx LI-COR. L'intensité du signal a été
quantifiée avec le logiciel Image Studio, et normalisée par rapport a l'expression de ['a-tubuline pour
chaque échantillon (protéine dont on a vérifié 'absence de variabilité en fonction des conditions
expérimentales). La quantité relative est exprimée en pourcentage, en ramenant la moyenne des

animaux contréles a 100%.

Tableau 8. Anticorps utilisés pour les quantifications protéiques par Western Blot. DAT : Dopamine

Active Transporter.

Anticorps Espéce Dilution Référence
Anti-a tubulin Mouse 1/2000 Merck T5168
Anti-mouse IRDye® 680RD Goat 1/10 000 LI-COR 926-68071
Anti-DAT Rabbit 1/1000 Millipore AB2231
Anti-rabbit IRDye® 800CW Goat 1/10 000 LI-COR 926-32210

5. Analyses immunohistochimiques

Aprés lavage dans une solution de PBS 1X, les coupes ont été incubées dans une solution de blocage
contenant du BSA 3%, du sérum d’ane 3%, et du Triton 0,3% pendant 1h a température ambiante. Les
coupes ont ensuite été incubées toute une nuit a 4°C avec les anticorps primaires dilués dans la
solution de blocage (Tableau 9). Aprés plusieurs lavages dans du PBS 1X, les coupes sont incubées

avec les anticorps secondaires dilués dans la solution de blocage pendant 2h a température ambiante,
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protégées de la lumiere (Tableau 8). Enfin, les coupes ont été lavées avec du PBS 1X avant d'étre
montées sur lame dans un milieu de montage avec DAPI (H-1500, VectorLab, Eurobio Scientific).
Toutes les lames ont été scannées a I'aide d'un microscope a large champ (Hamamatsu NanoZoomer
2.0 HT) avec un objectif 20X. Les paramétres d’acquisition ont été maintenus constants entre les
animaux pour un marguage donné. Les images obtenues ont éte traitées avec le logiciel QuPath 0.5.0

(Université d’Edimbourg) avec une quantification semi-automatique pour limiter le biais d'analyse.

Lintensité du marquage TH dans le striatum a été quantifiée dans plusieurs sous-structures : le DMS,
le DLS, le « core », le « shell » médian (mShell) et le « shell » latéral (IShell). Ces sous-structures ont
été délimitées a la main a l'aide de l'outil polygone, définissant ainsi la région d’'intérét (ROI). Lintensité
de marquage a été déterminée grace a la fonction « add intensity features ». Les neurones TH+ dans
le mésencéphale (ATV et SNc, délimitées avec 'outil polygone) ont été détectés avec la fonction « cell
detection ». Le nombre de neurones TH+ a été normalisé par rapport a la surface totale (um?) de la

structure d'intérét.

Pour les animaux injectés avec le virus dLight ou les DREADD Gi, les coupes ont été montées sur
lames avec le milieu de montage (H-1500, VectorlLab, Eurobio Scientific) avant d'étre scannées a l'aide
d'un microscope a large champ (Hamamatsu NanoZoomer 2.0 HT) avec un objectif 20X. Les zones
d’infection, ainsi que I'implantation de la fibre, ont été vérifieées en fonction de la fluorescence de la

cpGFP et de la mcherry, respectivement.

Tableau 9. Anticorps utilisés pour les analyses immunohistochimiques. TH : Tyrosine Hydroxylase.

Anticorps Espéces Dilution Référence
Anti-TH Sheep 1/1000 AB1542, Millipore
Anti-sheep IgG-Alexa 488 Donkey 1/1000 ab175713, Abcam
Anti-mcherry Chicken 1/2000 Ab205402, Abcam
Anti-chicken IgY-Alexa 647 Goat 1/1000 Ab150171, Abcam

Vil. Design expérimental

Pour répondre au premier objectif, qui était d'’étudier 'impact de la carence en vitamine A débutée lors
de la gestation sur le métabolisme de la vitamine A de la descendance, les descendants males et
femelles WT C57BL6/J des groupes 7.5Ul, 0.4Ul et OUI ont été euthanasiés a I'age de 12 semaines.
Les effets des différents régimes en vitamine A ont d'abord été évalués sur les niveaux de rétinol et
d'esters de rétinol dans le plasma et le foie, par analyse HPLC. Les niveaux d’AR ont également été
quantifiés dans le sang, le foie et le cerveau par dosage ELISA. Enfin, 'impact de la carence en vitamine

A sur l'intégrité de la signalisation des rétinoides a été évalué dans le dSTR et le NAc par analyses de
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RTgPCR afin de mesurer I'expression des génes impliqués dans le transport (CRBP, CRABP, STRAG,
RBP4), la synthése (ALDH) et la signalisation nucléaire de I'AR (RAR, RXR) (Figure 27).

Pour répondre au second objectif, qui était détudier I'impact d'une carence en vitamine A
gestationnelle sur les comportements dépendants de la fonctionnalité du striatum et sur 'intégrité de
la fonctionnalité de la transmission dopaminergique au sein du striatum, les descendants males et
femelles, WT Cb57BL6/J, des groupes 7.5Ul et 0.4Ul, ont été soumis a différents tests
comportementaux a partir de 12 semaines. Les animaux ont été entrainés dans le paradigme du
conditionnement opérant afin de mesurer les processus motivationnels (PRx2, tache concurrente) ou
I'impulsivité (tache de dévaluation temporelle). Ces tests ont été suivis, a 24 semaines, de tests
permettant de mesurer la locomotion (open field), 'anxiété (labyrinthe en croix suréleveé) et la réactivité
hédonique (test de préférence au sucrose). Afin de voir si la restauration des niveaux de vitamine A a
partir du sevrage permettait de prévenir les altérations comportementales, I'ensemble de ces tests
comportementaux ont également été effectués chez le groupe 0.4-7.5Ul. Dans un second temps, afin
d’étudier 'intégrité de la transmission dopaminergique au sein du striatum, nous avons mesuré a 12 et
24 semaines, chez la descendance male et femelle, au niveau du striatum (dSTR et NAc) I'expression
des génes des récepteurs dopaminergiques (D1R, D2R D3R) et au niveau de I'ATV, les niveaux
d’expression des genes et protéines des enzymes de synthese (TH, DDC), dégradation (MAQO) et
transport (VMAT, DAT), de la dopamine par analyses de RTgPCR, Western Blot et immunohistochimie.
(Figure 27).

Pour réponse au dernier objectif, qui était de mettre en évidence un lien de causalité entre les
altérations neurobiologiques et comportementales chez la descendance male carencée, (1) certaines
souris WT C57BL6/J males ont été soumises a des injections intrapéritonéales d’'amphétamine avant
de mesurer les processus motivationnels dans le PRx2. (2) Des souris WT C57BL6/J méles ont subi
une intervention chirurgicale a l'dge de 8 semaines, permettant I'expression du senseur
dopaminergique dLight et limplantation d’une fibre optique dans le NAc. La mesure de la dynamique
dopaminergique in vivo par photométrie de fibre couplée a des taches de conditionnement opérant a
été effectuée a partir de 12 semaines. Enfin, (3) des souris DAT-Cre C57BL6/J males ont subi une
intervention chirurgicale a I'age de 8 semaines, dans I'ATV, permettant I'expression d'un DREADD Gi
inhibiteur spécifiquement dans les neurones dopaminergiques. Par la suite, I'effet de l'inhibition des
neurones dopaminergiques de I'ATV, sous CNO, a été évalué dans les taches de conditionnement

opérant permettant d’évaluer les processus motivationnels, a partir de 12 semaines (Figure 27).
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Figure 27. Design expérimental. (A) Etude de I'impact de la carence en vitamine A gestationnelle sur
le métabolisme de la vitamine A de la descendance a I'age adulte. (B) Etude de I'impact de la carence
en vitamine A gestationnelle sur les comportements dépendants de la fonctionnalité du striatum. (C)
Etude de l'impact de la carence en vitamine A gestationnelle sur I'intégrité de la fonctionnalité de la
transmission dopaminergique au sein du striatum. WT : Wild-Type, ER : Esters de Rétinol, AR : Acide
Rétinoique, dSTR : Striatum dorsal, NAc : Noyau Accumbens, Ul : Unité Internationale (1 Ul : 0,3 ug de
rétinol), OF : Open Field, EPM : Elevated Plus Maze, ATV : Aire Tegmentale Ventrale, Amph :
Amphétamine, CNO : Clozapine-N-Oxide, DREADD : Designer Receptors Exclusively Activated by

Designer Drugs.

VIll. Analyses statistiques

Lensemble des analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad prism (version 10.2.3).
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (erreur standard a la moyenne). La normalité des
ensembles de données a été testée et des tests paramétriques ou non paramétriques ont été effectués
en conséquence. Le test de Student non apparié ou le test de Mann-Whitney (non paramétrique) ont
été réalisés pour la comparaison de deux groupes indépendants. Pour 'analyse de plus de deux
groupes avec un seul facteur, une analyse de variance (ANOVA) a un facteur ou le test non
paramétrique de Kruskal-Wallis ont été utilisés. En présence de deux ou trois facteurs, une ANOVA (a
mesures répétées si nécessaire) a deux ou trois facteurs a été réalisée. Les ANOVA ont été suivi d'un
test post-hoc de Tukey et le test du Kruskal-Wallis, du test de comparaison multiple de Dunn, si
nécessaire. Un test de student a un échantillon (one-sample t-test) a été réalisé pour comparer les
moyennes des différents groupes a une valeur fixe. Les corrélations entre différentes données ont été
analysées a l'aire d’'une corrélation de Pearson et d’une régression linéaire. Le seuil de significativité a
été fixé a : * p<0.05, ** p<0.01, **p<0.001 et ****p<0.0001.
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ABSTRACT

Retinoic acid (RA), the active metabolite of vitamin A, is crucial for the brain development of the
fetus and newborn. In this context, alterations of retinoid signaling have been consistently described
in many psychiatric neurodevelopmental disorders, which share common symptoms like reward
processing deficits. Herein, we ask whether a decreased RA signaling, induced by a nutritional
vitamin A deficiency (VAD) from gestation to adulthood, could participate in this symptomatology.
Firstly, we developed a model of gestational VAD in mice which leads to a decreased peripheral
and striatal vitamin A status in adult offspring. Interestingly, our results show a strong vulnerability
of the nucleus accumbens (NAc) for RA levels and RA receptor expression, which are drastically
reduced by gestational VAD in this ventral striatal region. This hypoactivity of the RA signaling
pathway in the NAc has been associated with a vulnerability of the mesolimbic pathway’s integrity
characterized by a reduced expression of dopamine receptor D3 (D3R) in the NAc and active
dopamine transporter (DAT) in the ventral tegmental area (VTA). At the functional level, we show
abnormal striatum functions with sex differences. Indeed, whereas VAD female offspring is not
impaired for reward-related processes, we demonstrate that gestational VAD induces
hypermotivation and increased impulsivity in VAD male offspring. We speculate that these
behavioral alterations could be due to hyperdopaminergia in the mesolimbic DA transmission,
evidenced in VAD male mice using the dLight DA biosensor coupled with fiber photometry. Finally,
the inhibition of VTA dopaminergic neurons by a chemogenetic viral approach, reverses the altered
reward processing in VAD male mice, suggesting a causal link between VAD-induced mesolimbic
DA transmission alterations and motivational impairments. Altogether, these results demonstrate
for the first time, that the hypoactivity of RA signaling in the ventral part of the striatum, induced by
a gestational VAD could participate in the etiology of reward-related symptoms and mesolimbic DA

transmission alterations of some psychiatric neurodevelopmental disorders, with sex differences.
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INTRODUCTION

Vitamin A deficiency (VAD) during the perinatal period, caused by a vitamin A-deficient diet,
remains a major public health issue, especially in developing countries (Wirth et al., 2017). Indeed,
one in three children and 15% of pregnant women in low-income and middle-income countries
suffer from this deficiency (Stevens et al., 2015; Wirth et al., 2017). Vitamin A acts via its active
metabolite, the retinoic acid (RA), that plays a key role in the brain development of fetus and
newborn (Maden, 2007), but also in adult brain function (Bonnet et al., 2008; Touyarot et al., 2013;
Bonhomme et al., 2014; 2019) by regulating the expression of numerous genes through binding its
specific nuclear receptors, the retinoic acid receptors (RAR) and the retinoid X receptors (RXR).
These RA receptors form heterodimers which regulate transcription following binding to RARE DNA
sequences (Retinoic Acid Response Element) located in the promoters of a variety of genes (Lane
and Bailey, 2005; Blomhoff and Blomhoff, 2006).

Dysfunction of the RA signaling pathway was investigated in various diseases, including
neurodegenerative diseases, like Parkinson’s (Marie et al., 2021) or Alzheimer’'s diseases
(Woloszynowska-Fraser et al., 2020). The brain is particularly sensitive to perinatal insults, with
several neurologic and psychiatric disorders having been linked to a poor nutritional environment
during gestation (Moody et al., 2017). Indeed, several studies have suggested a link between
hypoactivity of the RA signaling pathway and some neurodevelopmental psychiatric pathologies.
In fact, a large population-based birth cohort study reported that a low maternal vitamin A serum
level during pregnancy increases the risk factor for schizophrenia in offspring by more than
threefold (Bao et al., 2012). Genetic polymorphisms or decreased expression in post-mortem of
key factors of retinoid signaling were also found in some of these neurodevelopmental psychiatric
diseases, like major depression or bipolar disorder (\Woloszynowska-Fraser et al., 2020; Qi et al.,
2015; Reay et al., 2020; Moreno-Ramos et al., 2015). Retinoid analogs have therefore been
proposed as candidates in the treatment of schizophrenia or autism (Guo et al., 2018; Lerner et al.,
2008; 2013). In addition, impaired motivational processes and impulsivity are common symptoms
of several of these psychiatric pathologies (VWhitton et al., 2015; Husain and Roisier, 2018; Moeller
et al., 2001; Kulacaoglu et Kose, 2018). However, the underlying mechanisms of altered retinoid

signaling in this common symptomatology remain to be established.

Various data support the fact that this behavioral endophenotype results from alterations in
dopamine (DA) transmission within the striatum (\Whitton et al., 2015; Dalley and Roisier, 2012).
The striatum is a dopaminoceptive structure part of the basal ganglia network (Lanciego et al.,
2012), composed by 95% of medium spiny neurons (MSN) divided into those expressing the
dopamine receptor D1R (D1-MSN) or D2R (D2-MSN) (Burke et al., 2017). Classically, this structure
is divided into two sub-structures, each receiving distinct DA afferents. The dorsal striatum (dSTR),

which is primarily involved in the control of voluntary movement, receives DA afferents from the
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substantia nigra pars compacta (SNc) forming the nigrostriatal pathway (Bjorklund et Dunnett,
2007). The ventral part of the striatum, called nucleus accumbens (NAc) is a central brain structure
of the so-called “mesolimbic” pathway, classically considered as a main pathway of the brain reward
system involved in the modulation of motivation, receiving in particular DA afferents from the ventral
tegmental area (VTA) (Bjorklund et Dunnett, 2007). The striatum is a retinoid-metabolizing region
(Kane et al., 2005), highly enriched in RA receptors, mainly the RARB and RXRYy isoforms (Krezel
etal., 1999; Zetterstrom et al., 1999). RAis notably involved in the development and differentiation
of striatal MSN and midbrain DA neurons (Molero et al., 2009; Rataj-Baniowska et al., 2015;
Podlesny-Drabiniok et al., 2017). Several studies showed that DA transmission in the striatum
seems highly vulnerable to alterations of RA signaling. Indeed, double knock-out RARB-RXRy mice
showed a decrease in D1R and D2R expression in the NAc (Krezel et al., 1998). In fact, the best
characterized RA-target is the dopamine D2 receptor which contains a RARE sequence (Krezel et
al., 1998; Samad et al., 1997). ALDH1AS3 (one of the synthesis enzymes of RA) single mutant mice
also show a reduction in D2R in the NAc (Molotkova et al., 2007). Those genetic ablation lead to
abnormal striatal functions, revealed by deficits in motor coordination and depressive-like-
behaviors (Krezel et al., 1998; Krzyzosiak et al., 2010). More recently, a viral manipulation approach
to modulate RA levels has also shown that increasing or decreasing RA signaling in the NAc,
accentuates depression-related behaviors and alters motivational processes (Zhang et al., 2019).
Furthermore, manipulation of RXRa expression levels in the NAc highlighted its important role in
addictive-type behaviors, by altering the excitability of the D1- and D2-MSN (Godino et al., 2023).

Gestational VAD models have been developed in rodents to study the impact of VAD on
hippocampal dependent memory processes during adulthood but very few studies concern
striatum-dependent functions (Zhang et al., 2011; Hou et al. 2015). Here, we study the long-term
effects of VAD, starting from gestation to adulthood, depending on sex, on the RA signaling
pathway, in the striatum, and its impact on the reward system dependent behaviors and mesolimbic
DA transmission, which are altered in some neurodevelopmental disorders. We show for the first
time, that this gestational VAD leads to selective peripheral and striatal hypoactivity of RA signaling
pathway in VAD male offspring, accompanied by an increase in motivational processes and
impulsivity, assessed in different operant conditioning tasks. By contrast, VAD female offspring is
not impaired for reward-related processes. Moreover, biochemical and molecular analyzes reveal
alterations in some neurobiological markers, such as D3R and DAT expression in the mesolimbic
DA pathway, which could result in hyperdopaminergia in VAD male mice. Finally, we show a causal
link between these altered mesolimbic DA transmission and motivational impairments, that are
reversed in VAD male offspring, after a specific inhibition of VTA DA neurons activity using a
chemogenetic approach. Altogether, these results demonstrate for the first time that gestational
VAD could participate in the etiology of reward processes impairments in some psychiatric

disorders.
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RESULTS

VAD started during gestation alters vitamin A status in offspring at adulthood

Mice were subjected to three different vitamin A diets, leading to 3 experimental groups, which
correspond to a control group or “7.51U”, a sub-deficient group or “0.4IU” and a deficient group or
“OIU”. In order to assess the long-term effect of VAD, diet exposure started just before gestation

and was maintained after weaning in offspring, until adulthood.

Firstly, the body weight was studied from weaning to adulthood in male offspring. Our results show
no differences between the control group (7.51U) and the sub-deficient (0.41U) groups, but a body
growth delay, with a final body weight difference of 20%, is observed in the 0lIU deficient group
(mixed-effect analysis diet effect: F (2,161) =23.66; p=0.0001) (Figure 1A). Interestingly, ANOVA
on female offspring’s body weight change reveals no differences over time between 7.5 |U, 0.4 IU

and 0 IU groups (Figure S1A).

Then, plasma circulating retinol and retinoic acid (RA) levels were measured in the different groups,
by HPLC and ELISA, respectively. The figure shows an effect of VAD (one-way ANOVA diet effect:
F (2,26) =68.12; p<0.0001) with a significant vitamin A diet level-dependent reduction of plasma
retinol levels in sub-deficient males (Tukey’s post-hoc test 7.51U vs 0.41U: p<0.0001) which is more
pronounced in deficient males (Tukey’s post-hoc test 7.51U vs 0OIU: p<0.0001; 0.4lU vs OIU:
p<0.0001) (Figure 1B). This decreased plasma retinol is also observed in female VAD mice (Figure
S1B). Moreover, in accordance with the literature (Borel et al., 2021), we observe that plasma

retinol levels are lower in females than in males in the control group.

The same impact of VAD is observed for RA levels since VAD induces a vitamin A diet level-
dependent decrease in plasma RA levels (Kruskal-Wallis test: p=0.0003) in 0.41U (Dunn’s post-hoc
test 7.51U vs 0.4IU: p=0.0159) and 0IU male mice groups (Dunn’s post-hoc test 7.5IU vs 0IU:
p=0.0002; 0.41U vs 0IU: p=0.0564) (Figure 1B). Unexpectedly, VAD induces an increased plasma
RA level in female mice, which is significantly higher in the deficient group (0IU) compared to the
0.41U and 7.51U groups (Figure S1B).

Concerning hepatic vitamin A status, both the concentration of free retinol and retinyl esters were
measured by HPLC in the liver, the storage organ of vitamin A. Hepatic levels of retinol and total
hepatic retinyl esters content, which is the sum of retinyl palmitate, oleate, linoleate and stearate
(Figure S1D), are strongly decreased by VAD (Kruskal-Wallis test: p<0.0001) in both 0.41U (Dunn’s
post-hoc test 7.51U vs 0.4l1U: p=0.0002) and OIU male mice (Dunn’s post-hoc test 7.51U vs OIU:
p<0.0001) depending on the vitamin A diet level (Dunn’s post-hoc test 0.4IU vs 0IU: p=0.0011)

(Figure 1C). This decrease is also observed in female mice (Figure S1C).
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Finally, as observed for plasma RA levels, VAD induces a decreased hepatic RA level (Kruskal-
Wallis test: p=0.0016) in 0.41U (Dunn’s post-hoc test 7.51U vs 0.41U: p=0.0056) and OIU mice
(Dunn’s post-hoc test 7.51U vs 0IU: p=0.0124) (Figure 1C). However, no effect of VAD is observed

in female mice on this parameter (Figure S1C).

Altogether, these results show that the consumption of a VAD diet (0.41U or 0IU) from gestation to
adulthood induces a time course vitamin A depletion of the liver store in the male mice offspring,
leading to a decreased serum retinol and RA levels. Interestingly, male mice seem to be more
vulnerable to VAD compared to female offspring for some markers of vitamin A status such as
plasma and hepatic concentrations of RA.
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Figure 1. Gestational VAD alters peripheric vitamin A status in adult offspring. (A) Body weight (g)
curve of male offspring from weaning to adulthood (7.51U n=58; 0.4I1U n=78, OIU n=16). (B) Plasma
retinol (umol/L) (7.51U n=9; 0.41U n=12; 0IU n=8) and retinoic acid (ng/L) levels at 12 weeks in male
(7.51U n=15; 0.4IU n=13; 0IU n=8). (C) Liver retinol (7.51U n=14; 0.41U n=25; 0IU n=12), retinyl
esters (nmol/g of liver) (7.51U n=14; 0.4l1U n=25; 0IU n=12) and retinoic acid (ng/mg) levels at 12
weeks in male (7.51lU n=15; 0.4lU n=13; OIU n=8). Results are expressed as mean + SEM.
Statistical significance * p<0.05, *** p<0.001, **** p<0.0001. IU: international unit.
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VAD started during gestation alters RA signaling in the NAc in offspring at adulthood

In order to investigate how gestational VAD can alter RA signaling pathway in the striatum of 12-
week-old offspring, we measured RA levels by ELISA, as well as RA receptor expression, in this
main retinoid-metabolizing brain structure (Kane et al., 2005; Krezel et al., 1999; Zetterstrom et al.,
1999). We analyzed the dorsal (dSTR) and ventral striatum (NAc) independently, given the

functional differences between these two substructures of the striatum.

Interestingly, while VAD does not affect RA levels in the dSTR of male mice (Kruskal-Wallis test:
p=0.9091) (Figure 2A), ANOVA on RA levels in the NAc (one-way ANOVA diet effect: F (2,31)
=5.784; p=0.0073) reveals a significant decrease in deficient male mice (Tukey’s post-hoc test
7.51U vs OIU: p=0.0063) (Figure 2C). Moreover, VAD in female mice does not affect RA levels
neither in the dSTR (Figure S2A) nor in the NAc (Figure S2C).

We then measured mRNA expression of Retinoic Acid Receptor  (RAR) and Retinoid X Receptor
Y (RXRYy), the two isotypes of nuclear retinoid receptors highly expressed in the striatum (Krezel et
al., 1999). We observe no significant differences induced by VAD in the expression level of those
two receptors in the dSTR, neither in the male (one-way ANOVA diet effect RARB: F (2,44)
=0.09550; p=0.9097; RXRy: F (2,44) =2.178; p=0.1254) (Figure 2B), nor in female mice (Figure
S2B). However, VAD induces a significant decrease of RAR (one-way ANOVA diet effect: F (2,44)
=6.377; p=0.0037) and RXRy (one-way ANOVA diet effect: F (2,44) =14.15; p<0.0001) mRNA
expression in the NAc of adult male offspring (Tukey’post-hoc test 7.51U vs 0.41U RAR: p=0.0078;
RXRYy: p=0.0013; 7.5I1U vs 0IU RARR: p=0.0127; RXRy: p<0.0001) which is dose-dependent for
the expression level of RXRy (Tukey’s post-hoc 0.41U vs 0IU: p=0.0473) (Figure 2D). Both RARB
and RXRy mRNA levels are also decreased in the NAc of VAD female mice (Figure S2D).

Altogether, these results show, particularly in males, a strong vulnerability of NAc to VAD compared
to dSTR, for RAamount and RA receptor expression, suggesting that gestational VAD could induce
ventral striatal functional alterations. Finally, these effects are dependent on the amount of vitamin
A in the diet, with more drastic effects for 0IU mice, which displayed body growth retardation.
Consequently, we decided, for the rest of the study, to carry out the experiments on a single VAD

group, the sub-deficient 0.4IU group, compared to the 7.51U control mice.
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Figure 2. Gestational VAD alters retinoic acid signaling in the striatum in adult offspring. (A and C)
Retinoic acid levels (ng/mg) in the dorsal striatum (A) and nucleus accumbens (C) at 12 weeks in
males (7.51U n=15; 0.41U n=13; 0IU n=8). (B and D) mRNA relative expression of genes coding for
RARp and RXRYy in the dorsal striatum (B) and nucleus accumbens (C) at 12 weeks in males (7.51U
n=14; 0.4IU n=25; OIU n=8). Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance *
p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001. IU: international unit, RAR: retinoic acid receptor, RXR: retinoid

x receptor, dSTR: dorsal striatum, NAc: nucleus accumbens.
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VAD started during gestation alters mesolimbic DA integrity in offspring at adulthood

Since the NAc appears to be particularly vulnerable to VAD and that this structure is at the core of
the mesolimbic DA transmission pathway, where VTA neurons project to the NAc, we studied the
integrity of this DA pathway in adult offspring. Thus, we quantified mRNA and protein expression of

key neurobiological markers involved in this DA transmission pathway.

While the mRNA expression of DA receptor 1 (D1R) (t=1.458, df=59, p=0.1501) and D2R (t=0.1874,
df=58, p=0.8520) are not affected by VAD in the male offspring, a 30% decrease of D3R mRNA
expression is observed in the NAc of VAD male mice (t=3.172, df=58, p=0.0024) (Figure 3A). The
VAD female offspring also exhibits a strong decreased mRNA expression of D1R, D2R and D3R in
the NAc (Figure S3C). Interestingly, a dorsoventral dissociation is found for DA receptor’s
expression, since no differences in the dSTR are observed between the control and VAD groups,

in either males (Figure S3A) or females (Figure S3B).

We also quantified genes involved in DA synthesis (TH, DDC) and degradation (MAOA) in the VTA,
and no differences are observed between the control and VAD male mice (TH: t=1.257, df=39,
p=0.2163; DDC: t=1.169, df=39, p=0.2495; MAOA: t=0.3851, df=39, p=0.7022) (Figure 3B). Then,
we measured mRNA expression of DAT and VMAT2, respectively involved in the recapture of DA
from the synaptic cleft and its vesicular storage. While VMAT mRNA expression is not regulated by
VAD (t=1.587, df=39, p=0.1206), a 40% significant decrease of DAT mRNA expression is observed
in VAD male mice (t=4.344, df=39, p<0.0001) (Figure 3C). This VAD-induced decrease in DAT is
further confirmed at the protein level in the VTA of males (|23%: t=2.554, df=33, p=0.0154), though
there is only a trend in the NAc (t=1.596, df=32, p=0.1204) (Figure 3D). Interestingly, by contrast
to males, VAD female mice are not affected for the mRNA expression or protein levels in the VTA
(Figure S3D-F). Importantly, these reductions observed in mRNA or protein expression, in VAD
male mice, are not caused by a decrease in the number of dopaminergic neurons in the VTA
(t=0.5350, df=11, p=0.6033) or density of dopaminergic fibers in the NAc (two-way ANOVA diet
effect: F (1, 33) =1.260; p=0.2698), assessed through immunofluorescent staining of the TH
enzyme (Figure 3E-F).

Interestingly, we highlight positive correlations between mRNA expression levels of RARB and D3R
(R?=0.5989; p<0.00017) in the NAc, and RARB and DAT (R?=0.2552; p=0.0139) in the VTA (Figure
S3G), suggesting that D3R and DAT could be target genes for this RA receptor.

Since DA transmission, and especially the mesolimbic pathway, is the main modulator of
motivational processes and impulsivity (Salamone et Correa, 2012; Dalley et Roisier, 2012; Berke,

2018), we next decided to investigate these reward-related processes in adult offspring.
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Figure 3. Gestational VAD altered dopamine transmission integrity in the striatum in adult offspring.

(A) mRNA relative expression of genes coding for D1R, D2R and D3R in the nucleus accumbens
in males (7.51U n=23; 0.41U n=39). (B) mRNA relative expression of genes coding for TH, DDC and
MAOA in the ventral tegmental area in males (7.5IlU n=23; 0.4lU n=39). (C) mRNA relative

expression of genes coding for VMAT and DAT in the ventral tegmental area in males (7.51U n=23;

0.41U n=39). (D) Representative western blot for DAT (right) and quantification of protein expression

levels of DAT (left) in the nucleus accumbens and ventral tegmental area in males (7.51U n=18;

0.41U n=17). (E) Representative image for the two experimental groups of the ventral tegmental

area immunostained for TH (right), scale bar: 250 ym. Quantification of the number of TH+ neurons
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(left) in males (7.51U n=9; 0.41U n=4). (F) Representative image of the two experimental groups of
the striatum immunostained for the (right), scale bar: 800 um. Quantification of fluorescence
intensity of TH staining in nucleus accumbens (left) in males (7.51U n=7; 0.4lU n=6). Results are
expressed as mean * SEM. Statistical significance * p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. IU:
international unit, NAc: nucleus accumbens, VTA: ventral tegmental area, DR: dopamine receptor,
TH: tyrosine hydroxylase, DDC: dopamine decarboxylase, MAOA: monoamine oxidase A, VMAT:
vesicular monoamine transporter, DAT. dopamine active transporter, mShell: medial shell, IShell:

lateral shell.

VAD started during gestation impaired reward processing in offspring at adulthood

We used operant conditioning paradigms in order to evaluate the impact of VAD (0.41U) started
during gestation on motivational processes. The performances of VAD male mice (Figure 4A) are
similar to the control group in instrumental learning tasks (FR1, RR5, RR10 and RR20) according
to the number of lever presses per minute on the reinforced lever (two-way ANOVA diet effect: F
(1,85) =0.1093; p=0.7418). Similarly, female mice display no differences in these low work
requirement tasks (Figure S4B).

To evaluate motivational performance, we use the progressive ratio (PRx2) and the concurrent
lever pressing/free-feeding tasks, that assess the motivation of an animal to maintain effort in the
face of an exponentially increasing demand, and the willingness to exert effort for a preferred
reward, respectively (Salamone et Correa, 2018). In the PRx2 task, VAD induces a significant
increase in total lever-pressing (Mann Whitney test: p=0.0014) and breakpoint (the last progressive
ratio threshold attained) (Mann Whitney test: p=0.0012) (Figure 4B). There are no significant
differences in session duration time and lever press rate for a given ratio, in VAD male offspring
(Figure S4A). In the concurrent lever pressing/free-feeding task, VAD male mice display increased
lever press for the preferred reward (Unpaired t-test: t=2.577, df=21, p=0.0176) but decreased
consumption of freely accessible, less-preferred chow (Unpaired t-test: t=3.266, df=21, p=0.0037)
(Figure 4C). Interestingly, no differences in the PRx2 and the concurrent tasks are observed
between 0.4IU VAD female mice and the control group (Figure S4C-E). Altogether, the increased
performance in both the PRx2 and the concurrent lever pressing/free-feeding tasks suggest
enhanced motivation in VAD male mice and reveal gender differences with no impairments in

reward-related processes in VAD females.

Taking into account the relationship between motivation and impulsivity, we assessed choice
impulsivity in our nutritional model using the delay discounting task. This task measures the inability
to tolerate delayed gratification, i.e. a preference for small, immediate rewards, over larger delayed
ones. Delay discounting is measured as a preference for the high reward (HR), for the different

delays, which correspond to normalized HR % response over the % response on HR without delay.

147



We observe a progressive decrease in HR preference, which become more drastic as the delays
increased (two-way ANOVA delay effect: F (2.991, 44.86) =147.9; p<0.0001) in both control and
VAD male mice. However, this decrease in HR preference is exacerbated in VAD male mice (two-
way ANOVA diet effect: F (1, 15) =6.143; 0.0256) (Figure 4D). Thus, these data indicate that VAD
increases preference for the low reward (LR) at the expense of a bigger though delayed reward.
(Figure S4E). Importantly, no differences are observed between the groups in the number of
omissions (Figure S4F). The area under the curve (AUC) of each mouse’s HR preference curve is
quantified, and the figure shows a smaller AUC in VAD male mice compared to control mice
(Unpaired t-test: t=2.141, df=14, p=0.0500) (Figure 4D). These data demonstrate that VAD starting
during gestation leads to increased choice impulsivity in male offspring at adulthood. However, in

female mice, no differences are observed between the control and VAD groups (Figure S4G).

Therefore, in order to establish a causal link between the reward processing impairments and a
possible mesolimbic DA transmission dysregulation that could be related to a decreased DAT
expression in the VTA observed only in VAD male offspring, we investigated the effect of VAD on

mesolimbic DA dynamics, in these mice, performing operant conditioning tasks.
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Figure 4. Gestational VAD impaired reward processing in adult offspring. (A) Lever pressing rate
(lever presses/min) during the instrumental learning phase in males (7.51U n=9; 0.41U n=15). (B)
Total lever presses on the reinforced lever and breakpoint (i.e. last progressive ratio threshold
attained by the mice) in the progressive ratio (x2) task, in males (7.51U n=9; 0.41U n=15). (C) Total
lever presses on the reinforced lever and total amount of chow consumed (g) during the concurrent
task, in males (7.51U n=9; 0.41U n=15). (D) High reward preference for the different delays and area
under the curve of the high reward preference in the delay discounting task, in males (7.51U n=9;
0.41U n=8). Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance * p<0.05, **p<0.01. IU:

international unit, FR: fixed ratio, RR: random ratio, HR: high reward, AUC: area under the curve.
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VAD started during gestation altered phasic DA dynamic in the NAc in male offspring at
adulthood

In order to investigate the effect of gestational VAD on DA dynamics, we injected a viral vector
allowing for the expression of the DA sensor dLight1.3 (Patriarchi et al., 2018) and implanted an
optic fiber cannula, in the NAc (Figure S5A). Through this optic fiber we were able to record phasic
DA release, through GFP-fluorescence variation, recorded via a fiber photometry setup. After three
weeks of viral expression, mice were then trained in a Pavlovian conditioning task (data not shown)
in order for the mice to make an association between a tone cue (CS, Conditioned Stimulus, a
sound and a light on for 10 seconds) which predicts the delivery of a reward, 3 seconds after the
beginning of the tone (US, Unconditioned Stimulus) (Figure S5B). Mice were then trained in fixed
ratio 1 (FR1) in which they had to press a reinforced lever one time to trigger the CS-US association,
followed by FR5 (5 lever presses) and FR10 (10 lever presses). To further assess DA dynamic
during a high motivation demand task, the same mice performed a progressive ratio task, in which

mice had to press five more presses than in the previous reward (PR+5, 1 lever press, 6, 11, 16...).

The DA response for the CS for each FR was plotted (Figure 5A) and reveals an increase in DA
response at the onset of the CS (0 to 2 sec) in VAD male mice compared to control for peak
amplitude (z-score) (two-ANOVA diet effect: F (1, 29) =6.359; p=0.0174) (Figure 5C), while no
overall FR effect is observed (two-way ANOVA FR effect: F (2, 29) =0.6579; p=0.5255). Regarding
the pre-CS period (-1 to 0 sec) that corresponds to the lever press that leads to triggering the CS-
US, we find a significant FR effect in z-score (two-way ANOVA FR effect: F (2, 29) =46.39;
p<0.0001), showing that DA dynamics is reduced during the lever press period with increasing FR
in both 0.4IU VAD and 7.5IU control male mice (Figure 5B-D). No significant change is observed in
the response to the US (Figure S5C). We also isolated lever presses according to their number in
FR5 and FR10 and plotted the response for the 15t lever press for each FR, where the higher DA
response occurred. However, no differences are observed between the control and VAD groups
(two-way ANOVA diet effect: F (1, 19) =2.844 p=0.1081) and between FR5 and FR10 (two-way
ANOVA FR effect: F (1, 19) =0.4605; p=0.5056) (-2 to 2 sec) (Figure 5B-E). Regarding the animal
behavior, the number of reinforced lever presses is significantly increased for each subsequent FR
with no differences between VAD and control mice (Figure S5D). The number of rewards, licks and
reinforced and non-reinforced lever presses are not different according to the different FR or diets
(Figure S5D).

For the PR+5, we pool doses of the same ratio requirement together and looked at them
independently. The response to the CS for the ratio requirement 11 (dose number 3), 21 (dose
number 5), 31 (dose number 7) and 46 (dose number 10) are compared (Figure 5F). An increased
DA response is observed in the CS in VAD male mice across the different ratio requirements (two-
way ANOVA diet effect: F (1, 23) =6.515; p=0.0178) with a tendency of differences between each
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other’s (two-way ANOVA ratio effect: F (4, 23) =2.213; p=0.0992) (Figure 5G). As for the FR tasks,
there is no difference for the US (data not shown) and for the 15t lever press of each PR+5 ratio
between the control and VAD groups (Figure S5E). The number of doses obtained, licks and
reinforced and non-reinforced lever press are not different between the different ratio and the
different diets (Figure S5F).

Altogether, these results support enhanced mesolimbic DA dynamics in VAD males. Considering
the central role of this DA pathway in the regulation of motivation, we next tested whether such
hyperdopaminergic phenotype could be directly responsible for enhanced performance in

motivational tasks.
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Figure 5. Gestational VAD altered phasic dopamine dynamic in the NAc in adult offspring. (A)
Dopamine dynamic (z-score of AF/F) during fixed ratio (FR1, FR5, FR10) trials aligned onto the
onset of the lever pressing that triggers the CS in males (7.51U n=5; 0.4IU n=7). (B) Dopamine
dynamic (z-score of AF/F) during fixed ratio (FR5, FR10) trials aligned onto the first lever press of
a sequence in males (7.5lU, n=5; 0.4lU n=7). (C) Quantification of the dopamine dynamic (peak
amplitude, z-score) at the CS (0 to 2 sec) for the different fixed ratio trials in males (7.51U n=5;
0.41U n=7) relative to (A). (D) Quantification of the dopamine dynamic (peak amplitude, z-score)
before the onset of lever press (-1 to 0 sec) for the different fixed ratio trials in males (7.51U n=5;
0.41U n=7) relative to (A). (E) Quantification of the dopamine dynamic (peak amplitude, z-score) at
the onset of the first lever press (-2 to 2 sec) for the different fixed ratio trials in males (7.51U n=5;

0.41U n=7) relative to (B). (F) Dopamine dynamic (z-score of AF/F) during progressive ratio (+5)
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trials (dose number 6, 16, 21, 31, 46) aligned onto the onset of the lever pressing that triggers the
CS in males (7.51U n=4; 0.41U n=4). (G) Quantification of the dopamine dynamic (peak amplitude,
z-score) at CS (0 to 2 sec) for the dose of progressive ratio (+5) in males (7.51U n=4; 0.4IU n=4)
relative to (F). Results are expressed as mean = SEM. Statistical significance * p<0.05. 1U:

international unit, FR: fixed ratio, CS: conditioned stimulus, LP: lever press.

Inhibition of VTA DA neurons activity is sufficient to rescue the altered motivational

processes in gestational VAD male offspring at adulthood

In order to assess the integrity of DA transmission within the striatum, we challenged animals with
amphetamine, which increases extracellular DA levels more specifically in the NAc (Mulvihill et al.,
2019),and evaluated the impact on performance on the PRx2 task. As expected, the pro-
motivational effect of amphetamine is clear in the group of control male mice, but this effect is
blunted in the VAD male mice (one sample t-test, 7.51U: t=3.647, df=8, p=0.0065; 0.4IU: t=1.544,
df=9, p=0.1569) suggesting that VAD started during gestation impact mesolimbic DA transmission
(Figure 6A).

We therefore next assess whether specifically inhibiting VTA DA neurons activity, could counteract
the effect of VAD on motivational processes. We used DAT-Cre mice and injected an AAV carrying
a Cre-dependent inhibitory DREADD hm4D-(Gi) or control mcherry fluorescent protein, in the VTA,

of control and VAD male mice.

Analysis of the instrumental learning phase (without CNO) reveals no difference according to
reinforced lever presses per minute between the different experimental groups (Figure S6A).
Animals were then subjected to PRx2 tasks in which all animals received DREADD’s specific
exogen ligand, Clozapine-N-Oxide (CNO, 2mg/kg), 45 min prior to the beginning of the task.
Inhibition of VTA dopaminergic neuron’s activity rescues motivation in VAD male mice through
restoring the increased reinforced total lever presses (two-way ANOVA diet x virus effect: F (1, 28)
=5.454; p=0.0269, Tukey’s post-hoc test 0.4lU-mcherry vs 0.4IU-Gi: p=0.0392) and breakpoint
(two-way ANOVA diet x virus effect: F (1, 28) =5.072 ; p=0.0323, Tukey’s post-hoc test 7.5IU-
mcherry vs 0.4IU-mcherry: p=0.0345 ; 0.41U-mcherry vs 0.41U-Gi: p=0.0345) (Figure 6B). In the
concurrent lever pressing/free-feeding task, the two-way ANOVA reveals an overall effect of the
virus on the total chow consumption (two-way ANOVA virus effect: F (1, 28) =4.490; p=0.0431) and
a tendency for the total reinforced lever presses (two-way ANOVA virus effect: F (1, 28) =2.415;
p=0.1314) (Figure 6C). In order to establish neurobiological correlates with behavioral results, we
couple this chemogenetic inhibition with the expression of the dLight in the NAc, in order to record
phasic DA release. The DA response for the CS (0 to 2 sec) during FR1 trials for VAD male mice is

plotted in Figure 6D and revealed no effect of the VTA DA neurons inhibition on phasic DA release.
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There are also no differences regarding the pre-CS period (-1 to 0 sec) (Figure S6B). These results
indicate a causal link between motivational processes impairments and mesolimbic DA

transmission alterations in VAD offspring which would not, however, involve a modulation of phasic

DA release.
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Figure 6. Chemogenetic inhibition of activity of VTA dopaminergic neurons rescues the altered
motivational processes in VAD offspring. (A) Ratio of total lever presses during the progressive
ratio (x2) task under amphetamine (1mg/kg, injected 10 min before) over saline in males (7.5I1U
n=9; 0.4lU n=10). (B) Total lever presses on the reinforced lever and breakpoint (i.e., last
progressive ratio threshold attained by the mice) in the progressive ratio (x2) task, in males under
CNO (7.51U mcherry n=8; 7.51U Gi n=8; 0.4lU mcherry n=8; 0.4IU Gi n=8). (C) Total lever presses
on the reinforced lever and total amount of chow consumed (g) during the concurrent task, in males
under CNO (7.5lU mcherry n=8; 7.5IU Gi n=8; 0.41U mcherry n=8; 0.4IU Gi n=8). (D) Dopamine
dynamic (z-score of AF/F) during fixed ratio 1 (FR1) trials aligned onto the onset of the lever
pressing that triggers the CS in VAD males under CNO (0.41U mcherry n=2; 0.4IU Gi n=2). The
CNO (2 mg/kg) was injected 45 minutes before the beginning of the task. Results are expressed
as mean * SEM. Statistical significance * p<0.05, ** p<0.01, # p=0.1684. 1U: international unit, FR:

fixed ratio, CS: conditioned stimulus.
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DISCUSSION

Our data demonstrate for the first time, that VAD started during gestation can regulate both
peripheral and striatal vitamin A status of adult offspring, but with sex-differences. Interestingly, the
hypoactivity of the RA signaling pathway in the NAc, which is associated with an alteration of the
mesolimbic DA transmission in VAD male offspring, could contribute to the increased motivation
and impulsivity, while reward-related processes seem to be unaffected in VAD female mice. The

main results are further discussed below.

Gestational VAD and peripheral RA hyposignaling in male offspring

A decreased RA signaling during gestation, caused by nutritional VAD or polymorphisms in several
genes involved in vitamin A metabolism, has been consistently described in some
neurodevelopmental psychiatric disorders (\Woloszynowska-Fraser et al., 2020; Qi et al., 2015; Reay
et al., 2020; Moreno-Ramos et al., 2015; Bao et al., 2012), that share common symptoms notably
characterized by altered reward-related processes (Whitton et al., 2015; Husain and Roisier, 2018;
Moeller et al., 2001; Kulacaoglu et Kose, 2017). In order to understand how RA hyposignaling during
development could participate in this symptomatology, we developed a model of VAD started during
gestation in mothers and maintained in offspring throughout life. Firstly, we investigate the long-term
effects of a nutritional gestational VAD with different levels of vitamin A in the diet, on the vitamin A
status of adult offspring. Contrary to a sub-deficient diet (0.4IU), a total VAD (0IU) induces growth
deficits in male offspring. These results are consistent with previous studies in our laboratory showing
that postnatal VAD in rats, with a diet lacking vitamin A, disturbed body weight gain (Bonhomme et
al., 2014; Bonnet et al. 2008; Dumetz et al., 2020). Moreover, our study shows that VAD induces a
decreased plasma retinol in adult offspring. This model of gestational VAD has already been used in
a few studies and is efficient at inducing a decreased plasma retinol level in pups and adult offspring
(Zhang et al., 2011; Hou et al., 2015; Borel et al., 2022). The plasma retinol is tightly regulated and
significantly decreased when the hepatic stores of vitamin A are practically exhausted (Tanumihardijo,
2021). Consistently, our results showed a drastic reduction of retinyl esters hepatic stores that could
result in decreased plasma retinol in our VAD conditions. Retinol is then metabolized into RA, the
active metabolite of vitamin A, in different target tissues such as the liver but also in the striatum, the
greatest retinoid-metabolizing brain region (Kane et al., 2005). Thus, gestational VAD induces a
decreased liver RA level probably resulting in a reduced plasma circulating RA level. Given that brain
RA levels can result from local brain biosynthesis (\Werner et Deluca, 2002; Kane et al., 2005) but
also from plasma circulating RA levels (Kurlandsky et al., 1995), the two mechanisms probably

contribute to the reduction of RA levels particularly observed in the NAc of VAD male offspring.
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Gestational VAD and vulnerability of mesolimbic DA transmission in male offspring

Interestingly, our data reveal a high susceptibility of the NAc, the ventral part of the striatum, to
gestational VAD for RA signaling pathway, but also for neurobiological markers of DA
transmission. Indeed, as observed for RA levels in VAD male offspring, the mRNA expression of
RARP and RXRy, the two main isoforms expressed in the striatum (Krezel et al., 1999; Zetterstrom
et al., 1999), is drastically decreased in the NAc while this expression is not modified in the dorsal
part of the striatum. Consistently with our data, transcriptomics analysis of RARB’ mutant
mice has revealed a dorsoventral gradient with significant alterations in gene expression in the NAc
compared to the dSTR, where only a few transcriptional changes have been observed
(Niewiadomska-Cimicka et al., 2017). As genetic ablation of RARB and/or RXRy leads to abnormal
striatal functions (Krezel et al. 1998, Krysoziak et al. 2010), we therefore suggest that this strong
vulnerability of the NAc to gestational VAD for the RA signaling pathway could result in mesolimbic
DA pathway’s integrity alterations. Indeed, our data report that gestational VAD induces a decreased
D3R and DAT mRNA expression in the NAc and VTA, respectively, in male offspring. The
mechanisms leading to the decrease in D3R and DAT expression remain to be determined, but
especially for D3R, we can suggest that RARB and RXRy signaling could contribute to this regulation.
Indeed, it has already been shown that double knockout (KO) of RARB and RXRYy or single KO of
RARp led to reduced expression of D1R, D2R (Krezel et al., 1999) and D3R (Niewiadomska-Cimicka
et al., 2017) in the NAc. Notably, D2R is one of the main target genes of RA, possessing a RARE
sequence (Samad et al., 1997). Sustaining this hypothesis, we evidence positive correlations
between the mMRNA expression level of RARB and that of D3R and DAT, in the NAc and VTA,
respectively. We can also suggest a control of gene expression via epigenetics mechanisms, since
it has been shown that high vitamin A intake during pregnancy can induce DNA methylation, leading
to increased hippocampal DAT expression in offspring (Sanchez-Hernandez et al., 2016).
Furthermore, we demonstrate that this decrease in D3R and DAT expression is not linked to
degeneration of DA neurons in the VTA, or to a decrease in the number of dopaminergic fibers in the
NAc, like what was reported in the SNc and dSTR of VAD rats in the study of Marie et al., 2023. This
aspect is particularly important to consider in the study of our model, since studies demonstrate that
RA is crucial for the survival of DA neurons, by degrading toxic DOPAL, a product of DA degradation
(Burke et al., 2008; Goldstein, 2020; Wey et al., 2012).

Gestational VAD and reward-related processes impairments in male offspring

The impairment in reward processing in psychiatric disorders has been linked to alterations in DA
transmission, particularly in DA mesolimbic transmission (\Whitton et al., 2015; Dalley and Roisier,
2012), which has been largely demonstrated to be involved in these processes (Berke, 2018;
Salamone et Correa, 2012; Dalley et Roisier, 2012). In fact, functional imaging studies described

abnormal activity of dopaminoceptive regions, during reward-related processes, including the
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striatum, in these psychiatric pathologies (Fusar-Poli and Meyer-Lindernberg, 2013; Keleges et al.,
2010; Howes et al., 2009; Caseras et al., 2013; Mason et al., 2014; Carmona et al., 2011; Whitton
et al., 2015). We therefore suggest that this strong vulnerability of the NAc and the mesolimbic DA
pathway to gestational VAD for RA signaling could result in NAc dependent functional alterations.
More particularly, we suggest that gestational VAD could lead to altered reward-related processes,
since these processes are highly dependent on the functionality of the NAc (Chong et al., 2016;
Studer and Knecht, 2016; Collins and Franck, 2016; Cardinal et al., 2001; Dalley et Robbins, 2017;
Stopper et Floresco, 2011; Eppinger et al., 2012).

Indeed, we demonstrate that VAD male offspring exhibit hypermotivation and increased impulsivity.
These results are consistent with the increased motivation diagnosed in autism spectrum disorders
(ASD) or in the maniac phase of bipolar disorders (BP) (Damiano et al., 2012; Chevallier et al.,
2012; Johnson et al., 2012; Epstein et Silbersweig, 2016). The increased impulsivity in VAD males,
which reflected an inability to tolerate delayed gratification, i.e. a preference for small rewards over
larger but delayed ones (Jentsch et al., 2014), is also a symptom found in schizophrenia, BP or
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) (Moeller et al., 2001; Heerey et al., 2007). In this
context, our data suggest that the decrease in RA signaling could be involved in the etiology of
reward processing symptoms, especially in these neurodevelopmental psychiatric diseases where
alterations in retinoids signaling have been demonstrated (Guo et al., 2019; Li et al., 2020; Wang
et al., 2024; McGratch et al., 2009; Feng et al., 2005).

Causal link between mesolimbic DA transmission alterations and reward -related processes

impairments in VAD male offspring

Among the neurobiological mechanisms involved in these reward related processes dependent on
mesolimbic DA transmission, D3R and DAT appeared as good candidates. Thus, the D3R is mainly
expressed in limbic regions, including the NAc, and it is strongly involved in modulating motivational
processes (Bono et al., 2020). The dopamine transporter DAT, on the other hand, plays a role in
the reuptake of extracellular dopamine at the presynaptic level, thus finely regulating extracellular
dopamine levels (Schmitz et al., 2003; Mulvihill et al., 2019). Given that D3R and DAT are reduced
in the mesolimbic DA transmission in our VAD males that exhibit reward-related processes
impairments, we postulate that a dysregulation of the mesolimbic DA transmission leading to
hyperdopaminergia could contribute to enhanced motivational performance and impulsivity in these

mice.

In an interesting way, mice lacking the DAT or the D3R, displayed enhanced motivation (Cagniard
et al., 2006a; 2006b; Milienne-Petiot et al., 2017; Carpenter et al., 2012; Song et al., 2012; Le Foll
et al., 2005; Sotnikova et al., 2020; Balci et al., 2010; Savchenko et al., 2023) or impulsivity (Davis
et al., 2018; Yamashita et al., 2013; Cinque et al., 2018), as we observe in our VAD male offspring),
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as we observed in our VAD model. More particularly, DAT- or D3R-KO mice show elevated levels
of extracellular DA in the synaptic cleft, leading to hyperdopaminergia, especially in the striatum
(Le Foll et al., 2005; Zhuang et al., 2001; Sotnikova et al., 2020). Interestingly, the most robust
finding in schizophrenia or BP is elevated ventral striatal DA levels, leading to hyperactivity of the

mesolimbic pathway (\Weinstein et al., 2017; Kegeles et al., 2010; Van Enkhuizen et al., 2014).

By investigating the dynamics of phasic DA transmission between the VTA and the NAc, using the
biosensor dLight in the NAc coupled with fiber photometry, our data strongly support that
gestational VAD induces increased extracellular DA levels in NAc of male offspring during an
operant conditioning task. When focusing on the response to the CS, which predicts the delivery of
reward, we show an increased DA release in VAD male mice compared to controls, during
increasing FR demand and progressive ratio (PR+5) tasks. Furthermore, in the PR+5 task, we
highlight a trend toward an increased response to the CS for each subsequently harder fixed ratio
task. This is consistent with results from a recent study by Eshel et al. (2024) who found that the
higher the operant ratio, the higher the DA response at the CS (Eshel et al., 2024). A striking finding
from focusing on the pre-CS period is that the elevated DA transmission right before CS onset
decreases progressively among the different FR tasks in control and VAD male mice. This pre-CS
period corresponds to the animal initiating the lever press that triggers the CS. This decreased
response might be due to the incapacity of the mice to predict which press, in a high number of
lever presses, will trigger the CS. DA response to the very first lever press for each trial of FR does
not differ among the different groups. However, these results are not consistent with the study by
Eshel et al. (2024) who suggest that highly motivated animals display reduced phasic DA release
compared to low motivated animals as a result of having a hypothetically higher tonic DA activity
(Eshel et al., 2024). On the other hand, it has been proposed that tonic, rather than phasic
transmission, could be the major mediator of motivation (Berke, 2018) and several data show that
this tonic transmission is increased by elevated motivation (Niv et al., 2007; Zhang et al., 2009;
Swieten and Bogacz, 2020; Mikhael et al., 2021). In our study, the DA sensor does not allow an
appreciation of tonic DA transmission. Even though speculative, we can propose that a progressive

increase in tonic DA over effort may influence the phasic DA, leading to its elevated amplitude.

A further proof of concept for the presence of hyperdopaminergia in the mesolimbic pathway in our
VAD model is that amphetamine injection, known to increase extracellular dopamine levels in the
NAc (Mulvihill et al., 2019), fails to exert its pro-motivational effects in VAD male offspring.
Accordingly, preventing hyperdopaminergia by specifically inhibiting VTA DA neuron’s activity, using
inhibitory DREADD, is sufficient to rescue the altered motivational reward processes in VAD male
mice, particularly in the PRx2 task. Moreover, we cannot make a neurobiological correlation since
this chemogenetic inhibition does not seem to impact phasic DA release during operant

conditioning tasks. We therefore suggest, as previously mentioned, that a modulation of tonic DA
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levels, rather than phasic, could contribute to the hypermotivation in our gestational VAD model
(Berke, 2018).

Gestational VAD impacts male and female offspring differently

In an interesting way, we highlight sex-differences in the effects of gestational VAD. In agreement
with previous studies, our results confirm that there is a sex-difference in blood retinol concentration
since plasma retinol level in control female mice (7.51U) is lower than that in control male mice
(Brenner et al., 1942; Hoffman et al., 1950; Roodernburg et al., 1995; Blomhoff et al., 1998; Borel
et al., 2021; 2022). It is postulated that these sex differences in plasma retinol levels could result
from a lower basal hepatic RBP4 (Retinol-Binding Protein 4) expression in female mice, which is
essential in the mobilization of retinol from liver stores into circulation and in blood transport of
retinol (Bakshi et al., 2018; Moriya et al., 2023). Our results also show gender differences in
peripheral and striatal RA levels. Indeed, RA levels in the plasma, liver and NAc are increased or
not modified in VAD females compared to males. Consistently, it has been shown, that in a
deficiency situation, estrogens can limit the decrease in RA biosynthesis, suggesting female
protection due to the presence of sex hormones (Napoli et al., 2022). Surprisingly, no sex
differences have been observed for RA receptor expression: the same vulnerability of NAc to VAD-
induced decreased RA receptors has been shown in both males and females. More interestingly,
our results show a sex-difference in the impact of VAD on DAT mRNA and protein expression in
VTA, which is decreased in VAD male offspring and not modified in VAD females. This normal DAT
expression level observed in VAD females has been accompanied by normal performances in
reward-related processes. Whereas they seem to be more vulnerable with regard to the expression
of dopaminergic receptors, whose expression is diminished in the NAc. In accordance with human
studies, gender differences have been found in neurodevelopmental psychiatric diseases. Indeed,
schizophrenia has been shown to be prevalent in boys, with an earlier age of onset, greater
symptom severity, and a poorer response to treatment (Castle et al., 1993; Abel et al., 2010;
Wickens et al., 2018). ASD and ADHD are also more common in boys and have different clinical
manifestations in men and women (Fombonne, 2009; Elsabbagh et al., 2012; Cuffe et al., 2005;
Wickens et al., 2018; Green et al., 2019). It appears that, for many of these psychiatric disorders,
women are affected later in life, with a peak in prevalence after the menopause. This has led to the
“estrogen hypothesis” which posits that estrogens provide neuroprotective effects, regarding the
onset, progression, and symptom severity of these psychiatric disorders (Hwang et al., 2020; Mu
et al., 2024; Abel et al., 2010; Markham et al., 2011).

Altogether, these results demonstrate for the first time, that gestational VAD affects male and
female offspring differently in reward-related processes. Indeed, the VAD-induced hypoactivity of
RA signaling in the NAc, could participate in the etiology of reward-related symptoms and

mesolimbic DA transmission alterations, characteristic of some psychiatric neurodevelopmental
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disorders, in VAD males, more vulnerable compared to VAD females. Further preclinical or clinical
studies are needed to see if nutritional supplementation with vitamin A may represent a potential

therapeutic strategy to prevent the symptomatology of these diseases.

MATERIALS AND METHODS

Animals and diets

Animals were housed in groups (2-10 animals) in standard cages with a 12h light/dark cycle, in an
enriched and controlled environment (22°C + 2 °C, 40% of humidity), with food and water ad libitum.
The following mouse lines were used in this study: C57BL6/J wild-type (WT) from Janvier Labs and
DAT-Cre mice (DAT'REScre B6.SJL-Slc6a3tm1.1(cre)Bkmn/J, RRID: IMSR_JAX:006660). Female
C57BL6/J WT were crossed with male C57BL6/J WT or with male DAT-Cre in order to generate
WT offspring or single transgenic DAT-Cre offspring, respectively. On their arrival, the breeder mice
were randomly divided into three experimental groups. The first group, the control or “7.5IU” group,
was fed with a diet containing sufficient amount of vitamin A to cover body needs (7,5 IU of retinol/g,
INRAE, Jouy en Josas, 1 IU = 0,3 ug of retinol), during 4 weeks before mating. This diet is
maintained during gestation and lactation, until adulthood in offspring. The second group, the sub-
deficient or “0.41U” group, was fed a diet containing 0 U retinol/g during 4 weeks before mating,
and then received a 0,4 1U retinol/g diet which is maintained from gestation until adulthood. The
last group, the deficient or “0IU” group, received the diet with 0 U retinol/g for 4 weeks before
mating. Then, because the active metabolite of retinol, retinoic acid (RA), is a morphogen, the
retinol levels are increased to 0,4 IU in the diet during gestation and lactation to avoid problems
with fetal malformations (Maden et al., 2007), and after that the offspring was fed with the diet
containing 0 U retinol/g from weaning until adulthood. The different diets were isocaloric and
differed only by the amount of retinol. The offspring were weighted weekly from weaning to 12
weeks old. All experiments were performed according to the criteria of the European Communities
Council Directive (2010/63/UE) and the French National Committee (authorization 34547-
2022010516039112). All efforts were made to reduce the number of animals used and to minimize

suffering.

Stereotactic viral injection injections and implantation of optic fiber’s procedure

Analgesia was induced with a subcutaneous injection of Buprenorphine (BUPRECARE, 0.1 mg/kg)
30 minutes prior to the surgical procedure. Then the mice were anesthetized with isoflurane
(induction at 5%, procedure at 1-2%) and then placed in a stereotactic frame (RWS Life Science)
on a heating pad (37°C). AAV was injected using a 10ul Hamilton syringe (Hamilton). The syringe
was left in place for 5 minutes post-injection to prevent backflow before being slowly removed.

Post-operative analgesia was ensured with a subcutaneous injection of NSAID (Non-Steroidal Anti-
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Inflammatory Drug) (CARPROX, 5mg/kg). Mice were placed on a heating pad until full recovery
from the procedure and were monitored for 3 days post-surgery. Behavioral experiments were

performed 3 to 4 weeks after the surgery.

DA sensor dLight expression in the NAc and optic fiber implantation

For fiber photometry experiments, WT or DAT-Cre C57BL6/J mice received a unilateral injection of
an AAV9-hSyn1-chl-dLight1.3b-WPRE-bGHp(A) (7.9 x 10'2 vg/ml, v-565-9, Zurich Vector Facility).
Atotal of 400 nl (100 nl/min) of virus solution was injected into the nucleus accumbens (NAc) at the
following stereotaxic coordinates relative to Bregma: AP=+1.7, ML=+/- 1.10, DV=-4.4 mm, from the
surface of the brain. The injected hemisphere (right or left) was assigned randomly for each mouse.
The optic fiber (Fiber Optic Cannula with Ceramic Ferrule, 0.D. 1.25 mm, 05 NA, 400um core
diameter, L=6 mm; R-FOC-BL400C-50NA, RWD) was placed 250 um above the injection site (DV=-
4.15 mm) and immobilized with an opaque dental cement (Super-Bond, Sun Medical, Meliodent,

Kulzer).

DA neurons chemogenetic inhibition

For the dopaminergic neurons chemogenetic inhibition, DAT-Cre mice were injected bilaterally with
an AAV8-hSyn1-dlox-HM4D(Gi)-mcherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) (6.3 x 10" vg/ml, v84-8,
Zurich Vector Facility) or an AAV8-hSyn1-dlox-mCherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) (5.9 x 102
vg/ml, v166-8, Zurich Vector Facility). A total of 300 nl (50 nl/min) of virus solution was injected
bilaterally in the ventral tegmental area (VTA) at the following stereotaxic coordinated relative to
bregma: AP=-3.3, ML=+/-0.50, DV=-4.30, from the surface of the brain. The skin was then sutured.

Behavioral tests

Operant chamber apparatus

The operant chambers (Imetronic, France) had internal dimensions 30x46x36 cm, and were located
in a soundproof and light-attenuating cabinet. Each operant chamber had two opaque panels at
the right and left walls and two clear Plexiglas panels at the back and front walls and was illuminated
throughout all sessions with a houselight located at the top of the chamber. The chambers were
equipped with two retractable levers (2x4x1 cm). Reinforced lever presses were indicated by a brief
tone (65 bd, 3000 Hz, 200 ms) and a cue light, mounted 8,5 cm above the lever. A food port was
positioned 4 cm above the grid floor at equidistance between the two levers. Dehydrated milk
pellets without vitamin A were used as a reward (Rodent Pellet Tablet (20 mg) with non-added
vitamin A, non-flavored, 5BUP, Test Diet). For each mouse, all the operant procedures were
executed in the same operant chamber. One session was run each day, 5 days per week. Operant

chambers were connected to a computer equipped with POLY Software (Imetronic), which allowed
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for control of the sessions parameters and recording of the data. Animals were food-restricted in

order to maintain them at 85-90% of their ad libitum weight.

Motivation assessment

For the study of motivational processes, only one of the two levers was reinforced, i.e. associated

with the release of the reward. Pressing the non-reinforced lever had no consequences.

Pavlovian training

During 3 sessions (30 min), the mice were accustomed to the operant box. During the sessions,
the levers are retracted, and rewards are delivered in the food port at 2 min intervals in average.
Reward was indicated by a brief tone and the illumination of a cue light above the lever. The reward

had to be consumed by the animal in order for a new reward to be delivered.

Instrumental conditioning

Following the habituation session, mice were trained to press on the reinforced lever to obtain a
single reward under a fixed ratio 1 (FR1) schedule of reinforcement, in which each lever press
leads to reward delivery. The session began with the illumination of a house light and the insertion
of the levers inside the chamber. The mice were exposed to this schedule until obtaining 40 rewards

or after one hour, during approximately 5 sessions (i.e. 5 days).

Then the animals were shifted to a random ratio (RR) schedule of reinforcement, in which lever
presses were reinforced with a given reward probability in order to increase their ability to press.
The training consisted of three consecutive steps characterized by a different RR value that defined
the probability of reinforcement, RR5 (p=0.2), RR10 (p=0.1) and RR20 (p=0.05). The mice were
exposed to this schedule until obtaining 40 rewards or after 30 minutes, during approximately 3 or

4 sessions for each step.

Progressive ratio task

In the progressive ratio (PRx2) schedule, the number of lever presses required to obtain a reward
was doubled respectively to the previous one obtained. The session was terminated after 2 hours
or when animals failed to lever press for three consecutive minutes, allowing us to determine the
session duration. Mice were tested multiple times in PRx2 with RR20 sessions intercalated
between each PR session to prevent operant responding to extinction. For each animal, sessions

of PRx2 were averaged, excluding the first one that were consistently outliers.

Concurrent lever pressing/free-feeding task

This task was adapted from a procedure designed by John Salamone (Salamone et al., 1991). In

this effort-based choice task, the animals had the choice between lever pressing for the palatable
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reward under a RR80 schedule or consuming the freely available, less palatable, regular chow.
Total level presses and amount of concurrent food consumed were measured. Non-concurrent

RR80 were intercalated between each concurrent task.

Motivational assessment under amphetamine

Amphetamine was administered intraperitoneally 10 min before the beginning of PRx2.
Amphetamine (Merck) was dissolved in NaCl 0.9% and administered at 1 mg/kg. In the first PRx2
task, half of the animals received saline, the other half received amphetamine. A second PRx2 task
was performed 1 week later, and the order of saline/amphetamine administration was
counterbalanced within groups. This allows each animal to be its own control, and to evaluate the

effect of the drugs on their own performance compared to their performance under saline.

Motivation assessment under CNO

For chemogenetic manipulations, Clozapine-N-Oxide (2 mg/kg, Enzo) was injected
intraperitoneally 45 min prior to the beginning of PRx2 and concurrent task. In the first task, half of
the animals received saline (NaCl 0.9%), the other half received CNO. A second task was
performed 1 week later and the order of saline/CNO administration was counterbalanced within

groups.

Impulsivity assessment

The cages are configured similarly, except that this time the two levers are considered "reinforced",
associated with the delivery of one reward (low reward lever, LR) for the first lever and three

rewards for the second (high reward lever, HR).

Operant and forced choice training

In this first phase, the mice were trained to associate a first lever with the release of the low / single
reward. Each lever (right or left) delivering the low reward was randomly assigned to each mouse.
Only one lever is presented at the start of each trial, associated with a light stimulus above it which
signals the opportunity to obtain a reward. The mice had 30 sec to press the lever, causing it to
retract, extinguish the light and obtaining of the reward. If the animal does not press the lever within
the allotted time, no reward is delivered and the lever retracts, counting as an omission. After 30
seconds, the lever is available again. The session is over when the animal has pressed the lever
30 times. Contingency between instrumental response and reward attainment is considered
acquired when the mice reach a criterion of 280% of reinforced press on all 30 trials for three
consecutive days (i.e. three sessions). Once this criterion was reached, the mice were then trained
to associate the second lever with the release of the high reward, maintaining the same learning

criterion.
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Discrimination and free choice training

The second phase gives access to the two reinforced levers at the same time. The first 10 trials
were "forced", i.e. the two levers were alternately presented to enable the animal to remember the
association of the two levers with the number of rewards they dispense. The mice were then free
to choose between the two levers during the last 20 trials. The task is considered complete when
the animal achieves a preference of 280% for the lever associated with the high reward on the 20

free trials, for three consecutive days.

Delayed discounting

This last phase of temporal devaluation involves the progressive increase of a delay, of varying
length, before the release of the high reward, while the small reward remains available immediately.
The delays (2, 4, 6, 8 and 10 seconds), before the release of the high reward following lever

pressing, were imposed in separate sessions (3 sessions for each delay). A high preference ratio

% of HR lever presses with delay

for each delay was calculated as follows: - : .
% of HR lever presses without delay

Fiber photometry

Fiber photometry setup

An RWD (R820 Fiber Photometry) fiber photometry setup was used, coupled to an operating cage
with the same configuration as those described above. Upon dopamine (DA) binding to the
dLight1.3b receptor, a conformational change of the green fluorescent protein (GFP) attached to
the DA receptor occurs, allowing it to be excited by 470 nm light, leading to fluorescence emission.
This emission thus varies depending on ligand concentration extracellularly. A 470 nm GFP
excitatory LED light stimulation coupled to a 410 nm isosbestic stimulation was delivered through
a fiber-optic patch cord (O.D. 1.25mm, Ceramic Ferrule, 400um core diameter, 0.5 NA, R-FC-L-
N5-400-L1, RWD). Intensities were set to reach a 100pW power for 470 nm LED and 40uW for 410
nm isosbestic LED. Signals were recorded at 40 frames per second. To ensure minimal
photobleaching effects, fiber photometry recordings were started about 30 seconds before starting
the behavioral experiments (allowing the initial photobleaching effect to stabilize). Fluctuations in
fluorescence, reflecting variations of DA transmission, were computed and digitalized on the
Multichannel Fiber Photometry Software (RWD, v2.0.0.33169).

Fiber photometry operant protocol

Mice were first trained in Pavlovian conditioning for 15-20 days. During the 15-min session, the
emission of a light and sound stimulus (Conditioned Stimulus, CS) predicted the delivery of a drop

of diluted sweet milk (Unconditioned Stimulus, US) (15 pl doses, diluted in water at 17.5%, Nestlé).
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The CS was on for 10 seconds and the US occurred 3 seconds after the CS onset. Once the trough

was empty and the CS was off, a new trial began. The inter-trial interval (ITl) lasted 30 seconds.

Animals were then trained in Fixed Ratio 1 (FR1), during which both levers were out, but only one
was reinforced. Pressing on the non-reinforced lever led to no consequences. When the reinforced
lever was pressed, both levers retracted, and the CS started with the same pattern as Pavlovian
training. Levers were out again at the beginning of the new trial, after an ITl of 10 seconds. After

FR1 training, animals were trained in FR5 and FR10. All fixed ratio sessions lasted 20 min.

Finally, the animals were subjected to 30-min PR+5 sessions (progressive ratio +5), in which
starting with an initial press requirement of 1, each next dose required five more presses than the
previous one (1 lever press, then 6, 11, 16...). Several PR+5 sessions were performed, alternating

with FR10 sessions to prevent extinction.

Fiber photometry analysis

Fiber photometry recordings of dopamine transients in the NAc were analyzed using a MATLAB

custom script. The isosbestic signal was fitted to the 470 nm signal and AF/F was calculated as:

(F470 Z’Zgi:onm), fitted for each time point. The z-score around each behavioral event was then

calculated using a baseline of X sec (from -x sec to -x sec before the event) as

AF/
F— lues i li i :

(means of values in baseline period) _ - Araq ynder the curve (AUC) were calculated in MATLAB
standard deviation of valued in baseline period

using the strapz function.

Sample collection

Mice were euthanized following 2 different procedures. On one hand, the mice’s blood was taken
from the cheek, from the submandibular vein, and immediately after, the animals were euthanized
by cervical dislocation. All blood samples were centrifuged (15 min, 3500 rpm, 4°C) and plasma
was collected and stored at -80°C until used. The liver was collected and immediately stored at -
80°C. The entire brain was also collected and immediately frozen in isopentane and stored at -
80°C. Samples of striatum dorsal (dSTR), nucleus accumbens (NAc) and ventral tegmental area
(VTA), were obtained from 1,5 and 1 mm-punchs of brain, respectively. To do so, 200 um coronal
brain sections were performed using a cryostat tissue slicer (Leica). According to the mouse brain
atlas (Paxinos and Watson, 2011), punchs of the dSTR were taken between 0,86 and 0,14 mm
from the bregma, between 1,70 and 0,98 mm for the NAc and between -2,92 and -3,88 nm for the

VTA. Punchs were immediately stored at -80°C.

On the other hand, mice received an injection of buprenorphine (BUPRECARE®, 0.1 mg/kg) for
analgesia, 30 min before the procedure. Mice were then injected with a lethal dose of pentobarbital

(Exagon, 300 mg/kg) and intracardially perfused with cold Phosphate Buffer (PBS, 1X) in order to
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remove blood, then with a cold 4% paraformaldehyde (PFA) solution (PFAin PBS, pH=7,4) in order
to fixed brain tissue. Brains were removed and left in 4% PFA solution at 4°C overnight, then
transferred to PBS 1X before further use. Brains were then coronally sectioned at 40 um on a
vibratome (Leica), collected and conserved in a cryoprotective solution (20% glycerol, 30%
ethylene glycol, 50% PBS 1X, pH=7,4) at -20°C until processing.

Retinol and retinyl esters assays

The molecules of interest had first to be extracted in an organic phase. This first step was performed
at room temperature, avoiding direct exposure to light. For plasma samples, 100 yl was used. The
volumes were adjusted to 500 pl with distilled water. Then, 500 pl of an ethanolic solution containing
around 0,5 pg/ml of tocol (used as an internal standard to calculate extraction yield) was added.
For hepatic samples, 100 mg of liver were weighted and ground in 1 ml of PBS 1X (5 min, 30
rotations/min). Then, 500 pl of an ethanolic solution containing around 0,5 ug/ml of tocol was added.
After this step of protein precipitation by ethanol, 2 ml of hexane is added to each tube, followed by
stirring using an orbital shaker (10 min), and centrifugation (10 min, 1225xg, 4 °C). The hexane
upper phase was collected. The remaining inferior phase was re-suspended with 2 ml of hexane,
followed by the same steps as previously. Again, the upper phase was collected and added to the
first one. Tubes were left to evaporate under nitrogen until obtaining a dried extract. All dried
extracts were dissolved in 200 yl HPLC mobile phase (see below). A volume of 50-180 ul was used

for HPLC analysis.

The molecules of interest were analyzed by HPLC using a 250 x 4.6 mm RP C18, 5 ym Zorbax
column (Agilent Technologies) preceded by a guard column and maintained at a constant
temperature (35°C). The mobile phase consisted of acetonitrile-dichloromethane-methanol
(70/20/10, vol/vol/vol). The flow rate was 1.8 ml/min. The HPLC system comprised a Shimadzu
separation module and a photodiode array detector. Compounds were detected at their maximum
absorption wavelengths, i.e. 265 nm for tocol, and 325 nm for retinol and retinyl esters (we
measured retinyl palmitate, retinyl stearate, retinyl oleate, and retinyl linoleate). Retinol and retinyl
palmitate were identified by retention times and absorption spectra coincident with authentic (>95%
pure) standards. Retinyl linoleate, oleate, and stearate were identified by spectral analysis and
quantified regarding their molar extinction coefficient ratio compared to retinyl palmitate.
Quantification was performed using Chromeleon software (version 6.50 SP4 Build 1000)
comparing peak area with standard reference curves. Results are given in ymol/L and ymol/g of

liver.

RA measurement by ELISA

Tissues were weighed and homogenized in ice-cold PBS 1X with a hand homogenizer. The

homogenates were centrifuged (5 min, 5000g, 4°C) and the supernatants were collected. The
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supernatants were diluted or not (no dilution for liver, 1/2 for plasma, 1/4 for dSTR and NAc) and
assessed for the endogenous RA concentration by using the mouse retinoic acid ELISA kit
(MyBioSource, MBS1609855) according to the manufacturer’s instructions. The level of RAin each

sample was assayed in duplicates. Results are given in ng/L or in ng/mg of tissue.

Real-Time quantitative Polymerase Chain Reaction (RTqPCR) of RA and DA signaling genes

The total RNA was extracted from brain punches using Trizol® reagent (Invitrogen, Fisher
Scientific). This reagent, after lysis of the tissues (Tissue Lyzer, Quiagen), and addition of
chloroform, allows us to separate an aqueous phase containing the RNAs, from an organic phase
containing DNA and proteins. Aqueous phase RNAs were precipitated from glycogen and
isopropanol, then after several washes with 70% ethanol, the RNA pellet was dried and taken up
in sterile water. The purity and quantity of RNAs obtained were measured using Nanodrop One
(Life technologies), and their quality was assessed using the RNA 6000 Nano LabChip kit, with the
2100 Bioanalyzer (Agilent technologies). Next, 500 ng of RNA were reverse-transcribed into cDNA
using the enzyme ImProm-ll reverse transcriptase (Promega, A3802). RNA samples were
incubated in a thermocycler with DNase | (Merck, 4716728001) and RNAsin (Promega, N2511) (15
min, 37°C), then with oligo(dT) (Promega, C1101) and random primers (Promega, C1181) (9 min,
75°C), and finally with RT Improm Il enzyme and dNTP (Merck, 11581295001) (1h, 42°C). The final
volume obtained is 20pl of a cDNA solution at 25 ng/ul. Then the RT-gPCR was performed in
duplicate for each sample, using the LightCycler 480 Il system (Roche Diagnostics). Genes
amplification was performed using SYBR Green (TAKARA, Ozyme). The forward and reverse
primer (Eurogentec) sequences, used to amplify genes of interest, are summarized in Table S1.
Each PCR reaction was performed with 10 ng of cDNA in a final volume of 10pl, containing 2 ul of
cDNA (5 ng/pl) and 8 pl of mix (5 pl SYBR Green + 0,6 pl of primers + 2,4 ul of water), in 384-well
plates. The PCR program used consists of 45 cycles of (1) 95°C during 15 sec (denaturation) and
(2) 62°C during 1 min (hybridization). Data were analyzed using the comparative threshold cycle
method performed with the Light-cycler 480 1,5 version software. Using Genex v.7 software, for
each target gene and sample, the expression level was normalized with the expression level of two
house-keeping genes, B2-microglobulin (B2M) and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), and expressed as percentage of relative expression of mRNA, with the mean of the

control animals equal to 100%.

Quantification of DAT protein by Western blot

Dopamine active transporter (DAT) protein expression levels were measured by Western blot from
brain punchs. Proteins were extracted from tissues using Tissue Lyser (Quiagen) in an extraction
buffer containing 50 mM Tris, 0,5 M urea, 2% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) and protease and
phosphatase inhibitors (Fisher Scientific). After sonication and centrifugation, the total protein

concentration of the supernatant was assessed using the BC Assay protein quantification kit
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(Interchim) following the manufacturer's instructions. An equivalent amount of protein (7,5 pg/well)
and a molecular weight marker (Thermo Scientific, PageRuler™) was separated by electrophoresis
in a polyacrylamide gel (10%) before being transferred to a nitrocellulose membrane (Amersham
Protan Premium 0.2 ym). Membranes were saturated in a solution of Intercept® LI-COR for 1h.
After a 5-min wash in TBS-Tween (20 0.1%, Sigma), membranes are then incubated overnight at
4°C with the primary antibodies (rabbit anti-DAT 1/1000, mouse anti-a-tubulin 1/2000) (Table S1).
After several washes in TBS 1X (Tris-Buffered Saline), the membranes were incubated with the
secondary antibodies (anti-rabbit 1/10 000, anti-mouse 1/10 000) (Table S1) for 1h at room
temperature, protected from light. Antibodies were diluted in 1% (Régilait) milk in TBS 1X.
Fluorescence was detected using the Odyssey® CLx LI-COR imaging system. Signal intensity was
quantified with the Image Studio® software and normalized to the housekeeping protein (a-tubulin,

50 kDa) expression for each sample. Results are expressed in % relative to control.

Immunofluorescence staining and image analysis

After several washes with PBS 1X (pH=7,4), sections were blocked with a blocking solution (3%
donkey serum, 3% bovine serum albumin, 0.3% Triton X-100, PBS 1X), for 1h at room temperature.
Sections were then incubated with the primary antibodies (mouse anti-TH 1/1000, chicken anti-
mcherry 1/2000) (Table S1) diluted in blocking solution overnight at 4°C. The next days, sections
were washed multiple times with PBS 1X and incubated with the secondary antibodies (anti-mouse
1/1000, anti-chicken 1/1000) (Table S1) conjugated to a fluorochrome for 2h at room temperature,
protected from light. Sections were washed multiple times with PBS 1X and then mounted in
Vectashield Hardest mounting medium with DAPI (H-1500, VectorLab, Eurobio Scientific). All
sections were scanned using a Nanozoomer slide scanner (Hamamatsu Nanozoomer 2.0 HT) with
20X objective (20X, NA 0.75). Setting parameters for acquisition were kept constant between all
animals for a given labeling. Digital images obtained were processed with QuPath 0.5.0 (University

of Edinburg) with semi-automated quantification to limit analysis bias.

Tyrosine hydroxylase immunostaining

For TH staining in the striatum, the intensity of staining was quantified. For each slide, several
substructures of the NAc (core, medial shell (mShell) and lateral shell (IShell)) were delineated by
hand with the polygon tool, which defines the region of interest (ROI). Staining intensity for TH was
measured based on this ROI using the “add intensity features” function, with pixel size at 2 ym and

tile diameter at 25 pm.

TH-positive (TH*) neurons in the VTA were detected with the function “cell detection” with request
pixel size at 2 ym, background radius at 30 um, sigma at 1.5 ym, and threshold at 10. The number

of TH* neurons was normalized by the total area (um?), as defined by boundaries.
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Checking the viral infection and fiber implantation site

For dLight expression in NAc experiments and DREADD Gi expression in VTA dopaminergic
neurons, slices were mounted with Vectashield Hardest mounting medium with DAPI (H-1500,
VectorLab, Eurobio Scientific), before being scanned at 20X with a Nanozoomer slide scanner
(Hamamatsu). The infections were then assessed in the targeted structures according to GFP or

mCherry fluorescence, respectively.

Statistical analysis

For statistical analysis, Graphpad Prism (version 10.2.3) was used. All data are displayed as means
+ SEM. Data sets were tested for normality and subsequent parametric or non-parametric tests
were performed accordingly. An unpaired t-test or a Mann-Whitney test was used for the
comparison of two independent groups. For the analysis of more than two groups with one
experimental factor, a 1-way analysis of variance (ANOVA) or a non-parametric Kruskall-Wallis test
was used. When two of three experimental factors were present, a two-way or a three-way ANOVA
(with repeated measures when necessary) was performed, respectively. The ANOVA was followed
by a Tukey’s post-hoc test and the Kruskall-Wallis test by a Dunn’s multiple comparison test, when
applicable. One-sample t-test was used to compare group means to a fixed value. Correlation
between data were analyzed using the Pearson correlation and linear regression. Statistical
significance was *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Details of the statistical analysis per

figure are summarized in Table S2 and S3 (main and supplementary figures respectively).
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Table S1. Key resources.

Chemicals Source Identifier
d-(+)-Amphetamine sulfate LGC Standards 10-D-18
Clozapine-N-Oxide (CNO) ENZO BML-NS105-0025
Virus Source Identifier
AAV9-hSyn1-chl-dLight1.3b-WPRE- Zurich Vector Facility v565-9
bGHp(A)

AAV8-hSyn1-dlox-HM4D(Gi)- Zurich Vector Facility v84-8
mcherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A)

AAV8-hSyn1-dlox-mCherry(rev)-dlox- Zurich Vector Facility v166-8
WPRE-hGHp(A)

Antibodies used for WB Source Identifier
Rabbit anti-DAT Millipore AB2231
Mouse anti-a-tubulin Merck T5168
Anti-rabbit IRDye® 800CW LICOR 926-32211
Ant-mouse IRDye® 680RD LICOR 926-68071
Antibodies used for IHC Source Identifier
Sheep anti-TH Millipore AB1542
Anti-sheep IgG Alexa 488 Abcam ab175713
Chicken anti-mcherry Abcam ab205402
Anti-chicken IgY Alexa 647 Abcam Ab150171

Oligonucleotides
RARRB
RXRy
D1R
D2R
D3R
TH
DDC
MAOA
DAT
VMAT
GAPDH
B2M

Forward sequence (5’-3’)
ccgcctgcettggatatcttg
agtagccacgaagacatgcc
tgccgctgtcatcaggtttc
acccttcgggggaaaacaac
tggcaacggtctggtatgtg
atgccaaggacaagctcagg
ttggctgcattggtttctce
tgaggtatctgccctgtggttc
tcatggttattgccgggatg
ccgtcgtagttcccatcattce
gaacatcatccctgcatcca

agttaagcatgccagtatggcc

Reverse sequence (3’-5’)
gtgtaaggccatcagagaaagtca
tctccacgttcatgtcaccg
ttaaggatggatgccgtggag
cctccaacttcagctccaacac
gatggcacagaggttcaggatg

agaaggggctgggaactttg
ttggctgcattggtttctce

ccccaaggaggaccattatctg
ttccaggtgttgttgcagtgg
tcccegtgaacacagtagagttg
ccagtgagcttcccgttca

tctcgatcccagtagacggtct
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retinoic acid (ng/mg) levels at 12 weeks in females (7.51U n=10; 0.4IU n=9; 0IU n=9). (D) Levels of
the four main isoforms of retinyl esters found in the liver (palmitate, oleate, linoleate, stearate) in
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Figure S2 (referent to Figure 2). Gestational VAD alters retinoic acid signaling in the striatum in
adult offspring. (A and C) Retinoic acid levels (ng/mg) in the dorsal striatum (A) and nucleus
accumbens (C) at 12 weeks in females (7.51U n=10; 0.41U n=9; 0IU n=9). (B and D) mRNA relative
expression of genes coding for RARB and RXRYy in the dorsal striatum (B) and nucleus accumbens
(C) at 12 weeks in females (7.51U n=15; 0.41U n=23; 0IU n=4). Results are expressed as mean +
SEM. Statistical significance ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, # p=0.0974. IU: international
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Figure 3 (referent to Figure 3). Gestational VAD altered dopamine transmission integrity in the

striatum in adult offspring. (A) mRNA relative expression of genes coding for D1R, D2R and D3R

in the dorsal striatum in males (7.51U n=23; 0.4IU n=39). (B) mRNA relative expression of genes
coding for D1R, D2R and D3R in the dorsal striatum in females (7.51U n=21; 0.4IU n=30). (C) mRNA
relative expression of genes coding for D1R, D2R and D3R in the nucleus accumbens in females
(7.51U n=21; 0.41U n=30). (D) mRNA relative expression of genes coding for TH, DDC and MAOA

in the ventral tegmental area in females (7.51U n=21; 0.41U n=30). (E) mRNA relative expression

of genes coding for VMAT and DAT in the ventral tegmental area in females (7.51U n=21; 0.41U

n=30). (F) Quantification of protein expression levels of DAT in the nucleus accumbens and ventral

tegmental area in males (7.51U n=21; 0.4lU n=30). (G) Individual correlation between mRNA

expression of RARB and D3R in the nucleus accumbens, and between mRNA expression of RARf
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and DAT in the ventral tegmental area, in males. Results are expressed as mean + SEM. Statistical
significance * p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. IU: international unit, NAc: nucleus accumbens,
VTA: ventral tegmental area, DR: dopamine receptor, TH: tyrosine hydroxylase, DDC: dopamine
decarboxylase, MAOA: monoamine oxidase A, VMAT: vesicular monoamine transporter, DAT:

dopamine active transporter.
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Figure S4 (referent to Figure 4). Gestational VAD impaired reward processing in adult offspring.
(A) Session duration (min) and ratio requirement (lever pressing rate per second according to the
different progressive ratio threshold) in male mice (7.51U n=9; 0.4IU n=15). (B) Lever pressing rate
(lever presses/min) during the instrumental learning phase in females (7.51U n=7; 0.41U n=7). (C)
Total lever presses on the reinforced lever and breakpoint (i.e. last progressive ratio threshold
attained by the mice) in the progressive ratio (x2) task, in females (7.51U n=7; 0.4IU n=7). (D) Total
lever presses in the reinforced lever and total amount of chow consumed (g) during the concurrent
task, in females (7.51U n=7; 0.41U n=7). (E) Percentage of lever presses on the high and low reward
level across the different delay in males (7.51U n=9; 0.4lU n=8). (F) Number of omissions across
the different delay in males (7.51U n=9; 0.41U n=8). (G) High reward preference across the different
delays and area under the curve of the high reward preference in the delay discounting task, in
females (7.51U n=10; 0.41U n=10). Results are expressed as mean * SEM. IU: international unit,

FR: fixed ratio, RR: random ratio, HR: high reward, LR: low reward, AUC: area under the curve.
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Figure S5 (referent to Figure 5). Gestational VAD altered phasic dopamine dynamics in the NAc
in adult offspring. (A) Unilateral injection of viral vector allowing dLight expression in the NAc of WT
male mice with a representative example of viral infection and optic fiber implantation, and nuclear
staining with DAPI. Scale bar = 800 um. (B) Timeline of a fixed ratio trial. Each trial started with the
onset of the conditioned stimulus, followed by the milk delivery after 3 sec. After another 7 sec (10
sec in total), the cue was turned off. (C) Dopamine dynamic (z-score of AF/F) during fixed ratio
(FR1, FR5, FR10) trials aligned onto the onset of the lever pressing that triggers the US in males
(right) and quantification (left) of the dopamine dynamic (peak amplitude, z-score) at the US (-2 to
2 sec) (7.51U n=5; 0.41U n=7). (D) Number of licks, reward and reinforced and non-reinforced lever
presses during fixed ratio trials in male mice (7.5lU n=5; 0.4lU n=7). (E) Dopamine dynamic (z-
score of AF/F) during progressive ratio (+5) trials (dose number 6, 16, 21, 31, 46) trials aligned onto
the first lever press of a sequence in males (right) and quantification (left) of the dopamine dynamic
(peak amplitude, z-score) at the onset of the first lever press (-2 to 2 sec) (7.51U n=4; 0.4IU n=4).
(F) Number of licks, reward and reinforced and non-reinforced lever presses during progressive
ratio (+5) trials in male mice (7.51U n=4; 0.4lU n=4). Results are expressed as mean + SEM. IU:
international unit, LP: lever press, CS: conditioned stimulus, US: unconditioned stimulus, ITI; inter-

trial interval, FR: fixed ratio.
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Figure S6 (referent to Figure 6). Chemogenetic inhibition of activity of VTA dopaminergic neurons
rescue the altered motivational processes in VAD offspring. (A) Lever pressing rate (lever
presses/min) during the instrumental learning phase in males (7.5IlU mcherry n=8; 7.5I1U Gi n=8;
0.4IlU mcherry n=8; 0.4IU Gi n=8), without CNO injection. (B) Quantification of the dopamine
dynamic (peak amplitude, z-score) at the CS (0 to 2 sec, left) or at the onset of lever press (-1 to O
sec, right) for the FR1 (0.41U mcherry n=2; 0.4IU Gi n=2) relative to (Figure 6D) in males. Results
are expressed as mean * SEM. |U: international unit, FR: fixed ratio, RR: random ratio, CS:

conditioned stimulus.
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Table S2. Summary of statistical analysis.

Data

Figure 1A

Figure 1B

Figure 1B

Figure 1C

Figure 1C

Figure 1C

Figure 2A

Figure 2B

Figure 2B

Figure 2C

Figure 2D

Figure 2D

Statistical test

Mixed-effect analysis

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test
(Dunn’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test
(Dunn’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test
(Dunn’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test

(Dunn’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test

One-way ANOVA

One-way ANOVA

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

n

18-78

8-12

8-15

12-25

12-25

8-15

8-15

8-25

8-25

8-25

8-25

Outcome measure

Figure 1

Male body weight (g)

Male plasma retinol (umol/L)

Male plasma retinoic acid
(ng/L)

Male liver retinol (nmol/g of

liver)

Male liver retinyl esters
(nmol/g of liver)

Male liver retinoic acid (ng/mg)

Figure 2
Male dSTR retinoic acid
(ng/mg)
Male dSTR RAR expression
(%)
Male dSTR RXRYy expression
(%)

Male NAc retinoic acid (ng/mg)

Male NAc RAR expression
(%)

Male NAc RXRYy expression
(%)

p-value

Time: F (1.282, 169.3) =966.6; p<0.0001
Diet: F (2, 161) = 23.66; p<0.0001
Time x Diet: F (18, 1189) = 17.91;

p<0.0001
F (2, 26) =68.12; p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p<0.0001
7.51U vs 0IU: p<0.0001
0.41U vs 0IU: p<0.0001
p=0.0003
7.51U vs 0.41U: p=0.0159
7.51U vs 0IU: p=0.0002
0.41U vs 0IU: p=0.0564
p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p=0.0002
7.51U vs 0IU: p<0.0001
0.41U vs 0 1U: p=0.0011
p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p=0.0002
7.51U vs 0IU: p<0.0001
0.41U vs 0 1U: p=0.0011
p=0.0016
751U vs 0.41U: p=0.0056
7.51U vs 0IU: p=0.0124

p=0.9390

F (2,44) =0.09550; p=0.9091

F (2,44)=2.178; p=0.1254

F (2,31) =5.784; p=0.0073
7.51U vs 0IU: p=0.0063
F (2,44) =6.377; p=0.0037
7.51U vs 0.41U: p=0.0078
7.51U vs 0IU: p=0.0127
F (2,44) =14.15; p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p=0.0013
7.51U vs 0.41U: p<0.0001
0.41U vs 0IU: p=0.0473
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Figure 3A

Figure 3A

Figure 3A

Figure 3B

Figure 3B

Figure 3B

Figure 3C

Figure 3C

Figure 3D

Figure 3D

Figure 3E

Figure 3E

Figure 4A

Figure 4B

Figure 4B

Figure 4C

Figure 4C

Figure 4E

Figure 4E

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Mann Whitney test

Mann Whitney test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Two-way repeated
measure ANOVA
(Sidak’s post-hoc test)

Unpaired t-test

23-39

23-39

23-39

14-27

14-27

14-27

14-27

14-27

17-18

17-18

4-9

7-6

9-15

9-15

9-15

9-14

9-14

Figure 3
Male NAc D1R relative
expression (%)
Male NAc D2R relative
expression (%)
Male NAc D3R relative
expression (%)
Male VTA TH relative
expression (%)
Male VTA DDC relative
expression (%)
Male VTA MAOA relative
expression (%)
Male VTA VMAT relative
expression (%)
Male VTA DAT relative
expression (%)
Male NAc DAT protein relative
quantity (%)
Male VTA DAT protein relative
quantity (%)

Male number of TH+ neurons

Male TH immunostaining

intensity

Figure 4
Male number of reinforced
lever presses / min (FR1, RR5,
RR10, RR20)

Male number of total
reinforced lever presses
Male progressive ratio
threshold (breakpoint)
Male number of total
reinforced lever presses

Male chow consumption (g)

Male high reward lever

preference

Male area under the curve of

high reward lever preference

t=1.458, df=59, p=0.1501

t=0.1874, df=58, p=0.8520

t=3.172, df=58, p=0.0024

t=1.257, df=39, p=0.2163

t=1.169, df=39, p=0.2495

t=0.3851, df=39, p=0.7022

t=1.587, df=39, p=0.1206

t=4.344, df=39, p<0.0001

t=1.139, df=33, p=0.2627

t=2.554, df=33, p=0.0154

t=0.5350, df=11, p=0.6033
Diet: F (1, 22) =0.4033; p=0.5320
Structure: F (1, 22) =1.012; p=0.3253
Diet x Structure: F (1, 22) = 2.651;
p=0.7321

Diet: F (1, 85) =0.1093; p=0.7418
Exo: F (3, 85) =221.1; p<0.0001
Diet x Exo: F (3, 85) = 1.434; p=0.2385

p=0.0014

p=0.0012

t=2.577, df=21, p=0.0176

t=3.266, df=21, p=0.0037
Diet: F (1, 15) =6.143; p=0.0256
Delay: F (2.991, 44.86) =147.9; p<0.0001
Diet x Delay: F (5, 75) = 2.651; p=0.0292
6 sec delay: 7.51U vs 0.41U *

t=2.141, df=14, p=0.0500
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Figure 5C

Figure 5D

Figure 5E

Figure 5G

Figure 6A

Figure 6B

Figure 6B

Figure 6C

Figure 6C

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

One sample t-test

(compared to 1)

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

5-7

5-7

9-10

Figure 5

Male CS z-score of FR1, FR5
and FR10

Male pre-lever press z-score
of FR1, FR5 and FR10

Male first lever press z-score
of FR5 and FR10

Male CS z-score of PR+5
threshold

Figure 6
Male number of total
reinforced lever presses

amph/salin

Male number of total

reinforced lever presses

Male progressive ratio
threshold (breakpoint)

Male number of total

reinforced lever presses

Male chow consumption (g)

Diet: F (1, 29) =6.359; p=0.0174
FR: F (2, 29) =0.6579; p=0.5255
Diet x FR: F (2, 29) = 0.01008; p=0.9900
Diet: F (1, 29) =2.574; p=0.1195
FR: F (2, 29) =46.39; p<0.0001
Diet x FR: F (2, 29) = 0.7228; p=0.4939
Diet: F (1, 19) =2.844; p=0.1081
FR: F (1, 19) =0.4605; p=0.5056
Diet x FR: F (1, 19) = 0.001960; p=0.9651
Diet: F (1, 23) =6.515; p=0.0178
Ratio: F (4, 23) =2.213; p=0.0992
Diet x Ratio: F (4, 23) = 0.4383; p=0.7798

7.51U: t=3.647, df=8, p=0.0065
0.41U: t=1.544, df=9, p=0.1569

Diet: F (1, 28) =0.4579; p=0.5041
Virus: F (1, 28) =2.824; p=0.1040
Diet x Virus: F (1, 28) =5.454; p=0.0269
0.4IU-mcherry vs 0.4I1U-Gi: p=0.0392
Diet: F (1, 28) =3.395; p=0.0760
Virus: F (1, 28) =3.395; p=0.0760
Diet x Virus: F (1, 28) =5.072; p=0.0323
7.51U-mcherry vs 0.4lU-mcherry: p=0.0345
0.41U-mcherry vs 0.41U-Gi: p=0.0345
Diet: F (1, 28) =0.1219; p=0.7296
Virus: F (1, 28) =2.415; p=0.1314
Diet x Virus: F (1, 28) =0.6552; p=0.4251
Diet: F (1, 28) =1.514; p=0.2288
Virus: F (1, 28) =4.490; p=0.0431
Diet x Virus: F (1, 28) =0.8586; p=0.3620
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Table S3. Summary of statistical analysis of supplementary data.

Data

Figure S1A

Figure S1B

Figure S1B

Figure S1C

Figure S1C

Figure S1C

Figure S1D

Figure S2A

Figure S2B

Figure S2B

Figure S2C

Figure S2D

Figure S2D

Statistical test

Mixed-effect analysis

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test

(Dunn’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test
(Dunn’s post-hoc test)

One-way ANOVA

Two-way ANOVA

(Tukey’s post-hoc test)

Kruskal-Wallis test

Kruskal-Wallis test

One-way ANOVA

One-way ANOVA

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

One-way ANOVA
(Tukey’s post-hoc test)

n

18-61

4-8

9-10

4-13

9-10

4-13

9-10

4-23

4-23

4-23

4-23

Outcome measure

Figure S1

Female ody weight (g)

Female plasma retinol
(umol/L)

Female plasma retinoic acid
(ng/L)

Female liver retinol (nmol/g of

liver)

Female liver retinyl esters

(nmol/g of liver)

Female liver retinoic acid

(ng/mg)

Male retinyl esters (nmol/g of

liver)

Figure S2
Female dSTR retinoic acid
(ng/mg)

Female dSTR RARR
expression (%)
Female dSTR RXRy
expression (%)
Female NAc retinoic acid

(ng/mg)

Female NAc RARPB expression
(%)

Female NAc RXRy expression
(%)

p-value

Time: F (1.219, 146.6) =623.5; p<0.0001
Diet: F (2, 145) = 1.394; p=0.140
Time x Diet: F (18, 1082) = 3.081;

p<0.0001
F (2, 15) =24.73; p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p=0.0072
7.51U vs 0IU: p<0.0001
0.41U vs 0IU: p=0.0019
F (2, 25) =9.686; p=0.0008
7.51U vs 0.41U: p=0.3065
7.51U vs 0IU: p=0.0006
0.41U vs 0lU: p=0.0266
p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p<0.0001
7.51U vs 0IU: p<0.0001
p<0.0001
7.51U vs 0.41U: p=0.0011
7.51U vs 0 1U: p<0.0001

F (2, 25) =0.3246; p=0.7258

Diet: F (2, 139) =898.8; p<0.0001
RE: F (3, 139) = 501.2; p<0.0001
Diet x RE: F (6, 139) = 470.8; p<0.0001

p=0.5109
p=0.2826
F (2, 39) =2.333; p=0.1104

F (2, 25) =0.03653; p=0.9642

F (2, 39) =7.923; p=0.0013
7.51U vs 0.41U: p=0.0010
7.51U vs 0IU: p=0.0974
F (2, 39) =22.14; p<0.0013
7.51U vs 0.41U: p<0.0001
7.51U vs 01U: p=0.0001
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Figure S3A

Figure S3A

Figure S3A

Figure S3B

Figure S3B

Figure S3B

Figure S3C

Figure S3C

Figure S3C

Figure S3D

Figure S3D

Figure S3D

Figure S3E

Figure S3E

Figure S3F

Figure S3F

Figure
S3G

Figure
S3G

Figure S4A

Figure S4A

Mann Whitney test

Unpaired t-test

Mann Whitney test

Mann Whitney test

Mann Whitney test

Mann Whitney test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Mann Whitney test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Mann Whitney test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Pearson correlation

Pearson correlation

Mann Whitney test

Two-way ANOVA

22-39

22-39

22-39

22-30

22-30

22-30

20-30

21-30

21-30

15-22

15-22

16-22

15-22

15-22

10-12

11-12

23

23

9-15

9-15

Figure S3
Male dSTR D1R relative
expression (%)
Male dSTR D2R relative
expression (%)

Male dSTR D3R relative
expression (%)
Female dSTR D1R relative
expression (%)
Female dSTR D2R relative
expression (%)
Female dSTR D3R relative
expression (%)
Female NAc D1R relative
expression (%)
Female NAc D2R relative
expression (%)
Female NAc D3R relative
expression (%)
Female VTA TH relative
expression (%)
Female VTA DDC relative
expression (%)
Female VTA MAOA relative
expression (%)
Female VTA VMAT relative
expression (%)
Female VTA DAT relative
expression (%)
Female NAc DAT protein
relative quantity (%)
Female VTA DAR protein
relative quantity (%)
NAc RARB mRNA expression /
NAc D3R mRNA expression
correlation
VTA RARB mRNA expression /
VTA DAT mRNA expression
correlation

Figure S4
Male session duration (min)
Male number of reinforced

lever presses / seconds

p=0.2020

t=1.338, df=57, p=0.1863

p=0.6322

p=0.9884

p=0.9587

p=0.0501

t=2.980, df=48, p=0.0045

t=1.982, df=48, p=0.0500

p=0.0003

t=0.6295, df=34, p=0.5332

t=1.116, df=35, p=0.2719

t=1.683, df=36, p=0.1011

p=0.4533

t=0.7172, df=34, p=0.4782

t=0.2419, df=20, p=0.8113

t=1.368, df=20, p=0.1865

R2=0.5978, p<0.0001

R2=0.2552, p=0.0139

p=0.3472
Diet: F (1, 240) =0.006808; p=0.9343
Ratio: F (10, 240) = 56.55; p<0.0001
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Figure S4B

Figure S4C

Figure S4C

Figure S4D

Figure S4D

Figure S4E

Figure S4F

Figure
S4G

Figure
S4G

Figure S5C

Figure S5D

Figure S5D

Figure S5D

Two-way ANOVA

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Mixed-effect analysis

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Unpaired t-test

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

10

10

5-7

5-7

5-7

Female number of reinforced
lever presses / min (FR1, RR5,
RR10, RR20)

Female number of total
reinforced lever presses
Female progressive ratio
threshold (breakpoint)
Female number of total
reinforced lever presses

Female chow consumption (g)

Male lever presses (%)

Male number of omissions

Female high reward lever

preference

Female area under the curve
of high reward lever
preference

Figure S5

Male US z-score of FR1, FR5
and FR10

Male number of licks of FR1,
FR5 and FR10

Male number of rewards of
FR1, FR5 and FR10

Male number of reinforced
lever press of FR1, FR5 and
FR10

Diet x Ratio: F (10, 240) = 1.022; p=0.4258
Diet: F (1, 48) =1.522; p=0.2234
Exo: F (3, 48) = 56.67; p<0.0001
Diet x Exo: F (3, 48) = 0.2961; p=0.8280

t=0.2647, df=12, p=0.7958

t=0.3826, df=12, p=0.7087

t=0.3304, df=12, p=0.7468

t=1.662, df=12, p=0.1223
Diet: F (1, 31) =0.1524; p=0.6989
Delay: F (4, 122) =0.1246; p=0.9733
Lever: F (1, 31) =62.85; p<0.0001
Diet x Delay: F (4, 122) =0.1011; p=0.9819
Diet x Lever: F (1, 31) =17.26; p=0.0002
Delay x Lever: F (4, 122) =209.6; p<0.0001
Diet x Delay x Lever: F (4, 122) =5.049;
p=0.0008
Diet: F (1, 15) =0.4987; p=0.4909
Delay: F (4, 60) =12.97; p<0.0001
Diet x Delay: F (4, 60) =1.695; p=0.1630
Diet: F (1, 18) =0.7201; p=0.4073
Delay: F (1.701, 30.62) =71.34; p<0.0001
Diet x Delay: F (5, 90) =0.9101; p=0.4782

t=0.1206, df=17, p=0.9054

Diet: F (1, 26) =0.01768; p=0.8952
FR: F (2, 26) =3.617; p=0.0411
Diet x FR: F (2, 26) = 0.1326; p=0.8764
Diet: F (1, 30) =1.039; p=0.3162
FR: F (2, 30) =1.653; p=0.2085
Diet x FR: F (1, 30) = 0.08997; p=0.9142
Diet: F (1, 30) =1.464; p=0.2357
FR: F (2, 30) =3.066; p=0.0614
Diet x FR: F (2, 30) =0.1978; p=0.8216
Diet: F (1, 30) =0.2487; p=0.6216
FR: F (2, 30) =21.20; p<0.0001
Diet x FR: F (2, 30) =0.1715; p=0.8432
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Figure S5D

Figure S5E

Figure S5F

Figure S5F

Figure S5F

Figure S5F

Figure S6A

Figure S6B

Figure S6B

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Three-way ANOVA

Unpaired t-test

Unpaired t-test

5-7

5-7

5-7

Male number of non-reinforced
lever press of FR1, FR5 and
FR10

Male first lever press z-score
of PR+5 threshold

Male number of licks of PR+5
Male number of rewards of
PR+5
Male number of reinforced
lever press of PR+5
Male number of non-reinforced
lever press of PR+5

Figure S6

Male number of reinforced

lever presses / min

Male CS z-score of FR1
Male pre-lever press z-score
of FR1

Diet: F (1, 30) =0.4577; p=0.5039
FR: F (2, 30) =3.438; p=0.0552
Diet x FR: F (2, 30) =2.631; p=0.0886
Diet: F (1, 25) =1.282; p=0.2682
PR: F (4, 25) =1.887; p=0.1442
Diet x FR: F (4, 25) = 0.4381; p=0.7798
t=0.2917, df=10, p=0.7765

t=0.9085, df=10, p=0.3850

t=1.126, df=10, p=0.2866

t=1.149, df=10, p=0.2773

Diet: F (1, 112) =0.3023; p=0.5835
Exo: F (3, 112) =292.9; p<0.0001
Virus: F (1, 112) =0.008376; p=0.9272
Diet x Exo: F (3, 112) =0.2015; p=0.8952
Diet x Virus: F (1, 112) =0.4928; p=0.4842
Exo x Virus: F (3, 112) = 0.1539; p=0.9270
Diet x Exo x Virus: F (3, 112) = 0.1127;
p=0.9525
t=0.1015, df=2, p=0.9284

t=0.6274, df=2, p=0.5945
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Il Caractérisation approfondie du modeéle de carence en vitamine A

Dans larticle précedent, nous décrivons un lien entre un hypoactivité de la signalisation des rétinoides
et la symptomatologie de certaines maladies psychiatrigues neurodéveloppementales. Ainsi, nous
avons montré qu’une carence gestationnelle en vitamine A induit une hypermotivation et un
comportement de type impulsif, associés a une hyperactivité de la voie dopaminergique mésolimbique,
chez la descendance male a 'age adulte. Etant donné le peu de publication scientifique utilisant ce
modéle nutritionnel, nous avons voulu approfondir 'étude de ce dernier notamment en mesurant
'expression de certaines genes liés au métabolisme hépatique et cérebral des rétinoides. Il nous est
aussi apparu important de mieux caractériser nos animaux carencés du point de vue cognitif dans
d'autres tests comportementaux mesurant la locomotion, I'anxiété et I'anhédonie. Enfin, afin de
déterminer une potentielle réversibilité des effets de la carence, nous avons étudié les effets d’'une
supplémentation nutritionnelle en vitamine A a partir du sevrage sur différents aspects

comportementaux de la descendance méle adulte.

1. Effets d’une carence en vitamine A débutée lors de la gestation sur le

métabolisme hépatique du rétinol

Afin de mieux caractériser I'impact métabolique d’'une carence en vitamine A débutée lors de la
gestation, nous avons mesuré l'expression de génes codant pour les enzymes impliquées dans le
métabolisme du rétinol au niveau hépatique, par RTgPCR. Nous avons concentré notre analyse sur la
REH, impliquée dans la mobilisation du stockage hépatique de rétinol, et la LRAT, 'enzyme responsable
du stockage du rétinol sous forme estérifié. Les expressions de TARNm de la LRAT (Kruskal-Wallis (J):
p<0.00017 ; 1-way ANOVA (@) : F (2, 24) =3.559 ; p=0.0443) et de la REH (1-way ANOVA, (3] : F (2,
44) =7.066 ; p=0.0022 ; (Q) : F (2, 25) =25.64 ; p<0.00017) sont significativement diminuées aussi bien
chez les males (LRAT : Dunn’s t-test : 7.5IU vs 0.4IU, p=0.0007 ; 7.5IU vs 0.4IU, p<0.0007 ; 0.41U vs
0lU, p=0.0710 ; REH : Tukey's t-test : 7.5IU vs 0.41U, p=0.0178 ; 7.5IU vs 0IU, p=0.0029) (Figure 28A)
que chez les femelles, carencés en vitamine A (LRAT : Tukey’s t-test : 7.51U vs 0.41U, p<0.0007 ; 7.51U
vs OlU, p<0.0007 ; REH : Dunn’s t-test : 7.51U vs OIU, p=0.0375) (Figure 28B). Ces résultats suggérent
une adaptation du métabolisme hépatique chez la descendance carencée, dans le but de contribuer

a maintenir la biodisponibilité en vitamine A pour ses organes cibles, comme le cerveau.
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Figure 28. Effets d’une carence gestationnelle en vitamine A sur le métabolisme hépatique du
rétinol. Expressions relatives des ARNm de la REH de la LRAT dans le foie, chez la descendance male
(A) (7.51U n=14, 0.41U n=25, 0IU n=8) et femelle (B) (7.5IU n=11, 0.4IU n=13, 0IU n=4) a 12 semaines.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Signification statistique * p<0.05, ** p<0.01, ****

p<0.0001. IU : international unit, REH : retinyl ester hydrolase, LRAT : lecithin retinol-acyl transferase.

2. Effets d’une carence en vitamine A débutée lors de la gestation sur le

métabolisme du rétinol dans le striatum

Nous avons mesuré I'expression de '’ARNm des génes codant pour les protéines du métabolisme de
la vitamine A dans le striatum, par RTqPCR, en dissociant le dSTR du NAc. La carence gestationnelle
en vitamine A n’impacte pas 'expression de CRABP2, impliquée dans le transport de I'AR jusqu’au
noyau, aussi bien dans le dSTR (1-way ANOVA, F (2, 26) =0.4542 ; p=0.6399) que dans le NAc (1-
way ANOVA, F (2, 25) =1.405 ; p=0.2641) chez la descendance male (Figure 29A-B), de méme que
chez les femelles (1-way ANOVA, dSTR: F (2, 15) =2.722 ; p=0.09817 ; NAc : F (2, 15) =0.3004 ;
p=0.7449) (Figure 29C-D). En revanche, I'expression de STRA®G, le transporteur assurant I'entrée du
rétinol dans ses tissus cibles, est drastiquement diminuée, chez la descendance male, a la suite de la
carence, dans le dSTR (Kruskal-Wallis : p<0.0007 ; Dunn’s t-test : 7.5IU vs 0.41U, p=0.0004 ; 7.5IU vs
0IU, p<0.0007) et le NAc (Kruskal-Wallis : p<0.0007 ; Dunn’s t-test : 7.5IU vs 0.4IU, p=0.0008 ; 7.51U
vs 0IU, p<0.0007 ; 0.4IU vs 0IU, p=0.0094) (Figure 29A-B), comme chez la descendance femelle
(Kruskal-Wallis, dSTR : p<0.0001, Dunn’s t-test : 7.51U vs 0.41U, p<0.0007 ; 7.5IU vs OIU, p=0.0013 ;
NAc : p<0.00017, Dunn’s t-test : 7.51U vs 0.4IU, p=0.00017, 7.5IU vs 0IU, p=0.0005) (Figure 29B-D).
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Ces résultats suggerent une diminution de l'entrée du rétinol dans le striatum chez la descendance

carenceée.
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Figure 29. Effets d’une carence gestationnelle en vitamine A sur le transport du rétinol et de ’'AR
dans le striatum. Expressions relatives des ARNm de STRA6 et CRABP2 dans le dSTR (A-C) et le NAc
(B-D), chez la descendance male (A-B) (7.51U n=14, 0.41U n=25, 0IU n=8) et femelle (C-D) (7.5IU n=15,
0.41U n=23, 0IU n=4) a 12 semaines. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Signification
statistique *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, # p=0.0693. IU : international unit, STRAG :
stimulated by retinoic acid gene 6, CRABP2 : cellular retinoic acid binding protein 2, dSTR : dorsal

striatum, NAc : nucleus accumbens.

Nous avons également caractérisé les effets de la carence sur la voie du catabolisme dans le striatum.
Pour cela nous avons mesuré l'expression de CRABP1, le transporteur conduisant 'AR a sa
dégradation par le cytochrome CYP26B1. Tandis qu'aucune différence n'est observée concernant
'expression de 'ARNm de CRABP1 chez les males (dSTR: 1-way ANOVA : F (2, 26) =0.6349;
p=0.5380 ; NAc : Kruskal-Wallis : p=0.2610) et les femelles (dSTR : 1-way ANOVA : F (2, 15) =2.198 ;
p=0.7455 ; NAc : 1-way ANOVA : F (2, 15) =1.069 ; p=0.3680) (Figure 30), nous avons observé une
diminution de I'expression du CYP26B1 dans le NAc chez la descendance méle (1-way ANOVA : F (2,
41) =8.505 ; p=0.0008 ; Tukey’s t-test : 7.51U vs 0.41U, p=0.0970 ; 7.5IU vs 0IU, p=0.0005 ; 0.4IU vs
0IU, p=0.0292) (Figure 30C) et une tendance pour la descendance femelle carencée (1-way ANOVA :
F (2, 39) =3.455; p=0.0416 ; Dunn’s t-test : 7.5IU vs 0IU, p=0.0604) (Figure 30D), tandis que ce
niveau d’expression nest pas modifié dans le dSTR ((J) : Kruskal-Wallis : p=0.6778; (@) : 1-way
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ANOVA : F (2, 38) =0.9919; p=0.3803) (Figure 30A-B). Ceci suggere une tendance du NAc a

économiser les niveaux d’AR disponible en situation de carence.

A dSTRCRABP1  dSTR CYP26BI B dSTR CRABP1  dSTR CYP26B1
1504 1504 200 150 4
g £ g g
S 1004 -2 1004 S 1504 5
& o 2 i
s s S 100 g
o 504 @ 50— @ @
® % 3 50 %
L L & . &
751U 0410 01U 751U 041U OIU 7.510 041U 0IU 751U 0.41U 0IU
c NAc CRABP1 NAc CYP26B1 D NAc CRABP1 NAc CYP26B1
200+ 1504 200+ 150
g 3 g £
5 5 5 5
8 é 8 8
5 3 5 3
s 2 2 2
ko © E -
L o K K

75U 04U 0 751U 04U QU 75U 041U 01U 75U 041U 01U

Figure 30. Effets d’'une carence gestationnelle en vitamine A sur le catabolisme de I’AR dans le
striatum. Expressions relatives des ARNm de CRABP1 et de CYP26B1 dans le dSTR (A-B) et le NAc
(C-D), chez la descendance male (A-C) (7.51U n=14, 0.41U n=25, 0IU n=8) et femelle (B-D) (7.5IU n=15,
0.4lU n=23, 0IU n=4) a 12 semaines. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Signification
statistique * p<0.05, *** p<0.001, # p=0.0604. IU : international unit, CRABP1 : cellular retinoic acid
binding protein 1, CYP26B1 : cytochrome P450 family 26B1, dSTR : dorsal striatum, NAc : nucleus

accumbens.

Enfin nous avons mesuré I'expression des trois isoformes dALDH1A/1/2/3, les enzymes de synthése
de I'AR, dans le striatum. Comme précédemment observé, nous retrouvons une dissociation dorso-
ventrale, avec une plus grande vulnérabilité du NAc aux effets de la carence puisque des diminutions
de I'expression de TALDH1A1 et de 'ALDH1A3 ont été observées dans le NAc chez la descendance
male (ALDH1A1: 1-way ANOVA: F (2, 43) =5.252; p=0.0097 ; Tukey's t-test: 7.5IU vs OIU,
p=0.0067 ; ALDH1AS3 ; 1-way ANOVA : F (2, 42) =5.806 ; p=0.0059 ; Tukey’s t-test : 7.5IU vs 0.4IU,
p=0.0087 ; 7.51U vs 0IU, p=0.0241) (Figure 31B) et femelle carencée (ALDH1A1 : Kruskal-Wallis :
p=0.0456 ; Dunn’s t-test : 7.5IU vs 0OIU, p=0.0674 ; 0.4IU vs OIU, p=0.0473 ; ALDH1A3 : Kruskal-
Wallis : p=0.0531 ; Dunn’s t-test : 7.5IU vs 0IU, p=0.0839 ; 0.4IU vs 0IU, p=0.0514) (Figure 31D),
tandis que le dSTR n'est pas impacté ((J) : 1-way ANOVA, ALDH1A1 : F (2, 44) =1.726 ; p=0.1899 ;
Kruskal-Wallis : ALDH1A3 : p=0.2928 ; (@] : 1-way ANOVA, ALDH1A1 : F (2, 39) =2.568 ; p=0.0896 ;
ALDH1A3 : F (2, 39) =0.9332 ; p=0.4019) (Figure 31A-C). En revanche, de maniere intéressante,
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tandis que I'expression de '’ARNm codant pour '’ALDH1A2 est diminué dans le NAc (1-way ANOVA :
F (2, 39) =3.309 ; p=0.0471 ; Tukey’s t-test : 7.5IU vs 0IU, p=0.0434) chez les males, et non dans le
dSTR (Kruskal-Wallis : p=0.8661), elle est diminuée dans le dSTR (Kruskal-Wallis : p=0.0087 ; Dunn’s
t-test : 7.51U vs 0IU, p=0.0078 ; 0.41U vs 01U, p=0.0136) chez les femelles et non dans le NAc (Kruskal-
Wallis : p=0.2664) (Figure 31)
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Figure 31. Effets d’une carence gestationnelle en vitamine A sur I’expression des enzymes de

synthése de I’AR dans le striatum. Expressions relatives des ARNm de ALDH1A1, ALDH1A2 et
ALDH1A3 dans le dSTR (A-C) et le NAc (B-D), chez la descendance male (A-B) (7.51U n=14, 0.41U n=25,
0IU n=8) et femelle (C-D) (7.5IU n=15, 0.41U n=23, 0IU n=4) a 12 semaines. Les résultats sont exprimés
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en moyenne * SEM. Signification statistique * p<0.05, ** p<0.01, # p=0.0614, ## p=0.0514, ###
p=0.0839. IU : international unit, ALDH : aldehyde dehydrogenase, dSTR : dorsal striatum, NAc : nucleus

accumbens.

3. Effets d’une carence en vitamine A débutée lors de la gestation sur

I’activité locomotrice et le comportement anxieux

Leffet d’'une carence gestationnelle en vitamine A sur l'activité locomotrice spontanée de la
descendance male a été évalué dans un « open field ». LANOVA a deux facteurs (régime x temps) en
mesures répétées ne révele aucun effet global de la carence (F (1, 21) =2.360 ; p=0.7394), mais
seulement un effet du temps (F (3.053, 64.11) =19.89 ; p<0.0007), sans interaction (F (4, 84)
=0.6308 ; p=0.6419) chez la descendance male. Ces résultats attestent qu’au cours du test, 'activité
locomotrice basale des animaux diminue progressivement, indépendamment du régime. Aucune
différence n’a également été observée concernant la vitesse moyenne (t-test non apparié : p=0.9779)
(Figure 32A). Ces résultats suggérent que la carence en vitamine A débutée lors de la gestation
n'impacte pas l'activité locomotrice chez la descendance male. En revanche, chez la descendance
femelle, un effet global de la carence (F (1, 12) = 5.309 ; p=0.0399) et du temps (F (2.619, 31.43)
=16.96 ; p<0.0007), sans interaction (F (4, 38) =1.888 ; p=0. 1278) ont été mis en évidence concernant
la distance totale parcourue, et une diminution de la vitesse de marche (t-test non apparié : p=0.0037)
est également montrée (Figure 32C). Lensemble semble démontré un impact de la carence en
vitamine A débutée dés la gestation chez la descendance femelle sur la fonction locomotrice, tandis

que cette derniére n'est pas impactée chez la descendance male.

Nous avons également caractérisé les effets d’'une carence en vitamine A débutée lors de la gestation,
sur le comportement anxieux dans le labyrinthe en croix suréleve. Le pourcentage de temps passé
dans les bras ouverts est significativement supérieur chez la descendance méale carencée (t-test non
apparié : p=0.0129), tandis qu’il reste inchangé chez les femelles carencées en vitamine A (t-test non
apparié : p=0.5243). Ces résultats suggérent une diminution des niveaux d’anxiété induite par une

carence gestationnelle en vitamine A, dépendante du sexe (Figure 32B-D).
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Figure 32. Effets d’une carence gestationnelle en vitamine A sur I'activité locomotrice et le
comportement anxieux. (A-C) Activité locomotrice au cours du temps (min) et vitesse moyenne de la
marche dans I'Open Field, chez la descendance méle (A) (7.51U n=9, 0.4lU n=15) et femelle (C) (7.5IU
n=7, 0.4lU n=7) a 24 semaines. (B-D) Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts dans le
labyrinthe en croix surélevé chez la descendance male (B) (7.51U n=9, 0.4IU n=15) et femelle (D) (7.51U
n=7, 0.4lU n=7) a 24 semaines. Les résultats sont exprimés en moyenne * SEM. Signification statistique

* p<0.05, ** p<0.01. U : international unit.

4. Effets d’une carence en vitamine A débutée lors de la gestation sur la

réactivité hédonique

Nous avons mesuré la réactivité hédonique en utilisant le test de préférence au sucrose. Ce test se
base sur la préférence innée des rongeurs pour le sucre et permet de mesurer la capacité des animaux
a ressentir le plaisir procuré par la consommation d’une eau sucrée. Nous avons ainsi mesuré la
quantité d’eau ou d’eau sucrée consommeée a différents temps. LANOVA en mesures répétées a deux
facteurs (régime x temps) ne révéle aucun effet global de la carence (F (1, 21) =2.346 ; p=0.1405),
suggérant que la carence gestationnelle en vitamine A ne diminue pas le goQt pour le sucrose ou sa

valeur hédonique chez la descendance maéle carencée (Figure 33).
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Figure 33. Effets d’une carence gestationnelle en vitamine A sur la perception hédonique. Index
de préférence au sucrose chez la descendance méale a 24 semaines (7.5IlU n=9, 0.4IlU n=15). Les

résultats sont exprimés en moyenne + SEM. IU : international unit.

5. Réversibilité de la carence nutritionnelle en vitamine A

Enfin, nous avons étudié la réversibilité de I'altération de la signalisation des rétinoides, induite par une
carence gestationnelle en vitamine A, chez la descendance a I'dge adulte. Pour ce faire, une partie de
la descendance male carencée (0.41U) a été nourrie avec un régime contréle (7.5IU) a partir du
sevrage jusqu’au sacrifice a 24 semaines. Seuls certains paramétres ayant subi des altérations

significatives ont été analysés.

5.1. Effets sur les processus motivationnels et anxieux

Les effets de la supplémentation en vitamine A ont été étudiés sur les processus motivationnels dans
la tache du ratio progressif et la tdche concurrente et les résultats montrent que 'hypermotivation
observée chez les souris carencées est supprimée. En effet le nombre d'appuis total sur le levier
renforcé est diminué chez le groupe supplémenté (0.41U-7.5IU) par rapport au groupe carencé, et
rejoint le niveau des contréles dans le test du ratio progressif (Kruskal-Wallis : p=0.0027 ; Dunn’s post-
hoc : 7.51U vs 0.41U, p=0.0077 ; 0.4IU vs 0.4lU-7.51U, p=0.0188) mais également dans la tache
concurrente (1-way ANOVA: F (2, 33) =8.855; p=0.0008 ; Tukey’s post-hoc: 7.51U vs 0.4IU,
p=0.0498 ; 0.4IlU vs 0.4IU-7.51U, p=0.0006). En revanche cet effet est moins clair pour le
« breakpoint » (Kruskal-Wallis : p=0.0062 ; Dunn’s post-hoc : 7.51U vs 0.4IU, p=0.0058 ; 0.4IU vs
0.41U-7.51U, p=0.1520). La quantité de « chow » consommée est également normalisée, au méme
niveau que celle des contrbles, chez le groupe supplémenté (1-way ANOVA: F (2, 33) =6.323 ;
p=0.0047 ; Tukey’s post-hoc : 7.51U vs 0.4IU, p=0.0187; 0.4IU vs 0.4IU-7.5IU, p=0.0099) (Figure
34A-B).

Les effets de la supplémentation en vitamine A ont aussi été étudiés sur les processus anxieux dans le

test du labyrinthe en croix surélevé, et les résultats montrent que la supplémentation n'a pas été
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suffisante pour rétablir le temps passé dans les bras ouverts (1-way ANOVA : F (2, 33) =4.055;
p=0.0266 ; Tukey’s t-test : 7.5IU vs 0.4IU, p=0.0278 ; 7.5IU vs 0.4|U-7.5IU, p=0.0662) (Figure 34C).

5.2. Effets sur la signalisation des rétinoides

Les effets de la supplémentation en vitamine A ont été étudiés le statut vitaminique A dans le plasma
et le foie et sur la signalisation de 'AR dans le striatum. Les niveaux de rétinol plasmatique (1-way
ANOVA : F (2, 31) =23.67 ; p<0.0001 ; Tukey’s post-hoc : 7.5IU vs 0.4I1U, p=0.0002 ; 0.4IU vs 0IU,
p<0.0007) et hépatique (1-way ANOVA : F (2, 33) =65.84 ; p<0.0007 ; Tukey’s post-hoc : 7.51U vs
0.41U, p<0.00017 ; 0.41U vs 0IU, p<0.0001), ainsi que le niveau d’esters de rétinol dans le foie (Kruskal-
Wallis : p<0.0001 : Dunn’s post-hoc : 7.51U vs 0.4IU, p=0.0054 ; 0.41U vs 0.41U-7.51U, p<0.0001) ont
été complétement rétablis suite a une supplémentation en vitamine A a partir du sevrage chez la
descendance male carencée (Figure 34D-E). De méme, dans le NAc, 'expression des ARNm de RARf
(1-way ANOVA : F (2, 30) =6.583 ; p=0.0043 ; Tukey’s post-hoc : 7.5IU vs 0.4IU, p=0.0082 ; 0.4IU vs
0.41U-7.51U, p=0.0158) et RXRy (1-way ANOVA : F (2, 31) =7.860 ; p=0.0017 ; Tukey’s post-hoc :
7.51U vs 0.41U, p=0.0012; 0.41U vs 0IU, p=0.0995) ont été restaurées ou partiellement restaurées,

respectivement, chez la descendance male supplémentée (Figure 34F).

5.3. Effets sur le systéme dopaminergique

Enfin, les effets de la supplémentation en vitamine A ont été analysés sur I'expression de 'ARm codant
pour les génes impliqués dans la transmission dopaminergique mésolimbique. De maniére étonnante,
les niveaux d'expression du D3R (1-way ANOVA : F (2, 31) =3.837 ; p=0.0324 ; Tukey’s post-hoc :
7.51U vs 0.41U, p=0.0290) et de DAT (1-way ANOVA : F (2, 33) =4.399 ; p=0.0202 ; Tukey’s post-hoc :
7.51U vs 0.41U, p=0.0155) dans le NAc et ATV, respectivement, n'ont pas été rétablis par une

supplémentation nutritionnelle en vitamine A débutée au sevrage (Figure 34G).
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Figure 34. Réversibilité de la carence gestationnelle en vitamine A par une supplémentation
nutritionnelle débutée au sevrage. (A) Appuis totaux sur le levier renforcé et « breakpoint » (dernier
seuil du ratio progressif atteint par les souris) dans la tache du ratio progressif (x2) chez la descendance
male (7.51U n=9 ; 0.4IU n=15; 0.4lU-7.5lU n=13). (B) Appuis totaux sur le levier renforcé et quantité
totale de « chow » (g) consommée au cours de la tdche concurrente, chez la descendance méle (7.51U
n=9 ; 0.4IU n=15; 0.41U-7.5IU n=13). (C) Pourcentage de temps passé dans les bras ouverts dans le
labyrinthe en croix surélevé chez la descendance méle (7.51U n=9 ; 0.4IU n=15; 0.4IU-7.5IU n=13). (D)
Concentration de rétinol plasmatique (umol/L) chez la descendance male a 24 semaines (7.5IU n=9 ;
0.4lU n=15; 0.41U-7.5lU n=13). (E) Concentrations de rétinol et d’ER hépatiques chez la descendance
male a 24 semaines (7.51U n=9 ; 0.41U n=15 ; 0.4IU-7.51U n=13). (F) Expressions relatives des ARNm de
RARB et RXRy dans le NAc chez la descendance male a 24 semaines (7.51U n=9 ; 0.4lU n=15; 0.41U-
7.5lU n=13). (G) Expressions relatives des ARNm du D3R et de DAT dans le NAc et I'ATV,
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respectivement, chez la descendance male a 24 semaines (7.51U n=9 ; 0.4IU n=15; 0.41U-7.5IU n=13).
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM. Signification statistique * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
**** p<0.0001, # p=0.1520, ## p=0.0662, #H## p=0.0995. IU : international unit, RAR: retinoic acid
receptor, RXR : retinoid x receptor, DR : dopamine receptor, DAT : dopamine active transporter, NAc :

nucleus accumbens, VTA : ventral tegmental area.
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l. Syntheése des principaux résultats

Lobjectif général de ces travaux de thése était d’étudier les conséquences a long-terme d’une carence
en vitamine A débutée lors de la gestation, sur la modulation du métabolisme de la vitamine A et son
impact sur 'intégrité et la fonctionnalité de la transmission dopaminergique mésolimbique au sein du

striatum chez la descendance a I'age adulte.

Nos résultats montrent qu'une carence en vitamine A débutée des la gestation, et maintenue tout au
long de la vie, altere significativement le statut périphérique en vitamine A, dans le plasma et le foie,
chez la descendance a I'dage adulte, avec néanmoins des différences de sexe concernant notamment
les niveaux d’AR. Ainsi, cette carence gestationnelle induit une hyposignalisation de la voie des
rétinoides qui se traduit par une hypoexpression des recepteurs nucléaires de '’AR dans le striatum,
avec une vulnérabilité plus importante du NAc par rapport au dSTR. Nos résultats ont également révélé
que la transmission dopaminergique mésolimbique était affectée par la carence en vitamine A débutée
lors de la gestation mais de maniere différentielle entre les males et les femelles : alors que les niveaux
d’ARNm de D3R et de DAT sont significativement diminués par la carence en vitamine A, chez la
descendance méle, dans le NAc et ATV, respectivement, nos données montrent une hypoexpression
de D1R, D2R et D3R dans le NAc chez la descendance femelle. Ces résultats semblent donc suggérer
que la fonctionnalité du NAc serait particulierement sensible a des manipulations du statut en vitamine

A, mais avec des différences en fonction du sexe.

Ainsi, nous avons par la suite mesuré les performances des animaux a 'age adulte dans des taches
comportementales visant a évaluer les processus motivationnels et impulsifs, altérés dans certaines
pathologies psychiatriques. En effet, les descendants carencés en vitamine A, ont des performances
similaires au groupe contréle dans des taches a faible demande motivationnelle (FR1-RR20). En
revanche, lorsque la demande d'effort a fournir dans le but d’obtenir une récompense augmente
(PRx2), ou lors d'un choix a faire avec une autre récompense a faible codt (tache concurrente), leurs
performances sont augmentées, suggérant la présence d’'une hypermotivation chez la descendance
male. De plus, les descendants carencés en vitamine A préférent fournir un effort pour une faible
récompense immédiate comparé a une plus forte récompense différée dans le temps, suggérant la
présence d’une impulsivité accrue chez ces animaux. De maniére intéressante, ces altérations
comportementales sont observées uniqguement chez la descendance male carencée en vitamine A,

puisque la descendance femelle ne présente aucun de ces déficits comportementaux.

Afin de comprendre les mécanismes neurobiologiques impliqués dans ces altérations
comportementales chez la descendance male, nous avons évalué la dynamique dopaminergique dans
le NAc, grace au biosenseur dLight, pendant des taches de conditionnement opérant. Nous avons mis

en évidence que la carence gestationnelle en vitamine A entraine une augmentation de libération de
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dopamine phasique en réponse au CS qui prédit la libération d’'une récompense. Ces résultats
suggerent une dérégulation de la voie de transmission mésolimbique, conduisant a une
hyperdopaminergie chez la descendance male carencée. Renforgant cette hypothése, nous montrons
que les animaux carencés en vitamine A présentent une insensibilité aux effets de 'amphétamine, a
faible dose, qui conduit a 'augmentation des taux extracellulaires de dopamine, notamment dans le

NAc, sur les performances au cours de la tdche de PRx2.

Apres avoir étudié les conséquences comportementales et neurobiologiques de la carence en vitamine
A débutée lors de la gestation, nous avons voulu vérifier 'hypothése d'un lien de causalité entre les
altérations motivationnelles et les altérations de la transmission mésolimbique chez la descendance
male carencée. Nous avons utilisé un modele de souris DAT-Cre sous régime, conjointement a une
approche chémogénétique, au travers de l'expression de DREADD inhibitrices Gi, dans I'ATV,
permettant d’inhiber spécifiguement les projections dopaminergiques au cours de taches de
conditionnement opérant. Ainsi, cette approche a été suffisante pour normaliser les perturbations
motivationnelles de la descendance male carencée. Cependant, 'augmentation de libération de
dopamine phasique, mesurée grace au biosenseur dLight dans le NAc, n'est pas modifiée chez les

animaux carencés en vitamine A par cette approche chémogénétique.

Enfin, nous avons voulu étudier les effets d'une supplémentation en vitamine A, comme stratégie
nutritionnelle, afin de prévenir les altérations comportementales et neurobiologiques chez la
descendance maéle carencée. Ainsi, la restauration des niveaux de vitamine A, au méme niveau que
celui des contrbles, a partir du sevrage, est suffisante pour restaurer la signalisation des rétinoides
dans le NAc chez la descendance male carencée. En revanche, elle ne permet que partiellement de

normaliser les processus motivationnels et l'intégrité de la transmission mésolimbique.

Lensemble des données obtenues dans cette thése suggere donc l'implication d’'une altération de la
voie de signalisation des retinoides dans ['étiologie de la symptomatologie de certaines maladies
psychiatriques neurodéveloppementales. Cette étude confirme également le réle de la signalisation
des rétinoides dans le maintien de I'intégrité du striatum et de la voie dopaminergique mésolimbique,

au cours de développement cérebrale, mais également a 'age adulte.

Les principaux résultats de notre étude sont résumés dans la figure 35.
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Figure 35. Schéma récapitulatif des principaux résultats. AR : acide rétinoique, ER : esters de rétinol,
RAR : retinoic acid receptor, RXR : retinoid x receptor, DR : dopamine receptor, DAT : dopamine active
transporter, ATV : aire tegmentale ventrale, NAc : noyau accumbens, DA : dopamine, LR : low reward,

HR : high reward.

Il. Effets de la carence gestationnelle en vitamine A sur le statut

vitaminique de la descendance male

1. Choix des modéles nutritionnels

Lun des objectifs de cette thése était de valider I'utilisation d’'un modele nutritionnel de déprivation en
vitamine A, débutée dés la gestation, afin de prendre en compte la période développementale, et
maintenu tout au long de la vie. Le but étant de modéliser ce que I'on observe chez 'Homme dans
certaines pathologiques psychiatriques neurodéveloppementales, c'est-a-dire une altération du statut
ou de la signalisation de la vitamine A, au niveau périphérique et/ou central (Bao et al., 2012 ; Regen
etal.,, 2020 ; Guo et al., 2019 ; Yang et al., 2020 ; Wang et al., 2023 ; Galter et al., 2003 ; Goodman et
al., 2005 ; Reay et Cairns, 2020 ; Qi et al., 2015).

La vitamine A présente dans les régimes utilisés au cours de cette thése était sous forme de rétinyl
palmitate, qui est la forme de stockage majoritaire du rétinol chez ’'Homme, dans le foie (Li et al., 2014).
Nous avons décidé d'utiliser un régime contenant 7,5 Ul de rétinol/g, comme régime contrdle, plutét
qgu’un régime a 5 Ul/g d'aliments communément utilisé dans les données de la littérature (Etchamendy

et al., 2003 ; Bonnet et al., 2008 ; Bonhomme et al., 2014b ; 2019 ; Dumetz et al., 2020a ; 2020b ;
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Marie et al., 2023). En effet, dans I'étude de Marie et al. (2023), les rats nourris avec un régime 5 Ul
présentent de faibles performances motrices, par rapport a des rats nourris avec un régime contenant
20 Ul/g, suggérant que le niveau de 5 Ul ne serait pas totalement suffisant pour couvrir tous les besoins

de l'organisme et pour maintenir les fonctions physiologiques (Marie et al., 2023).

Nous avons choisi de réaliser une subcarence en vitamine A avec un régime contenant 0.4 Ul de rétinol
par g d'aliments et une carence totale a 0 Ul/g d'aliments. La carence totale (0 Ul), par rapport a la
subcarence (0.4 Ul), est communément utilisée dans les données de la littérature (Etchamendy et al.,
2003 ; Bonnet et al.,, 2008 ; Bonhomme et al.,, 2014b; 2019 ; Dumetz et al.,, 2020a; 2020b),
principalement dans des modéles de carence débutée au sevrage, majoritairement réalisée chez le
rat. En revanche, dans notre étude, nous observons que ce régime induit 'apparition d’un plateau dans
la prise de poids de la descendance male carencé (0 Ul), de maniére similaire a ce qui a déja été
observé dans la littérature (Cocco et al., 2002 ; Ghenimi et al., 2009 ; Bonhomme et al., 2014b ;
Dumetz et al., 2020b). Leffet drastique sur la croissance pondérale induit par une carence totale, n'est
pas retrouveé chez la descendance male subcarencé (0,4 Ul), comme observeé précédemment dans
une étude réalisée chez des rats subcarencés a 'age adulte (Marie et al., 2023). Par ailleurs, le modele
de carence nutritionnelle en vitamine A chez la souris est plus difficile a mettre en ceuvre par rapport
au modeéle nutritionnel chez le rat (Etchamendy et al., 2003 ; Lane et Bailey, 2005 ; McCaffery et al.,
2003). En effet, si nous comparons les études d’Etchamendy et al. (2003) et Bonnet et al. (2008), 39
semaines de carence totale, débutée au sevrage, sont nécessaires pour induire une diminution de
I'expression des récepteurs nucléaires de I'AR et des déficits de mémoire spatiale chez la souris alors
que seulement 10 a 14 semaines de carence totale sont suffisantes chez le rat. Cette variabilité entre
les deux espéces est probablement liée a des différences du métabolisme hépatique pour déstocker
le rétinol en situation de carence (McCaffery et al., 2003). En effet, les stocks hépatiques de rétinol
sont formés pendant 'embryogenese et la lactation, au travers des réserves de la mére, et persistent
tout au long de la vie (McCaffery et al.,, 2003 ; Lane et Bailey, 2005 ; Fujita et al., 2011). Ces
observations constituent un argument fort de l'intérét d’utiliser un modéle de carence débutée des la
gestation chez la souris. Ainsi, quelques études dans la littérature concernent le modéle de subcarence
gestationnelle (0.4 Ul) chez la souris, qui permet d'induire une diminution des niveaux de rétinol
plasmatique et des altérations cognitives chez la descendance, sans entrainer de malformations
foetales (Mao et al., 2005 ; Zhang et al., 2011 ; Hou et al., 2015).

Lensemble de ces données nous a donc permis de valider le choix de [l'utilisation d’'un modéle de
subcarence (0.4 Ul) et de carence totale (0 Ul) en vitamine A, débutée dés la gestation, comme modele
de déprivation en vitamine A chez la descendance. Etant donné le réle majeur de I'AR durant
'embryogenese, en tant que morphogene (Maden et al., 2007), nous avons maintenu un niveau de

vitamine A a 0,4 Ul pendant la gestation dans les deux groupes de souris carencées.
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2. Effets d’'une carence gestationnelle sur le statut vitaminique de la

descendance male

2.1. Au niveau périphérique

Leffet des différents régimes en vitamine A a tout d’abord été étudié sur le statut en vitamine A de la
descendance a I'age adulte. En accord avec plusieurs études réalisées sur des modéles de carence
en vitamine A gestationnelle chez la souris ou le rat, nous montrons une diminution des taux
plasmatiques de rétinol chez la descendance carencée, dépendante du niveau d’apport de vitamine A
dans la diete (Hou et al., 2015 ; Zhang et al., 2010 ; Jiang et al., 2012 ; Antoine et al., 2021 ; Borel et
al., 2023). Nous avons également montré que les taux de rétinol et d'esters de rétinol hépatiques, qui
diminuent plus fortement chez la descendance carencée, comparés aux taux de rétinol plasmatiques,
sont de bons biomarqueurs trés sensibles a la carence en vitamine A. Ces résultats sont en accord
avec d’autres études de la littérature ayant étudié I'impact d’'une carence en vitamine A sur les niveaux
hépatiques (Husson et al., 2023b ; Antoine et al., 2021 ; Borel et al., 2023 ; Marie et al., 2023 ; Ghenimi
et al., 2009). Les niveaux de rétinol hépatiques sont modulés par I'activité de deux enzymes, LRAT et
REH, dont les expressions sont altérées dans notre modéle de carence, en accord avec I'étude de
Marie et al. (2023). Méme si les dosages hépatiques de rétinol permettent d'évaluer précisément le
statut en vitamine A, le dosage plasmatique est classiquement utilisé chez 'Homme et beaucoup moins
invasif que le dosage hépatique nécessitant une biopsie (Féart et al., 2005 ; Borel, 2012 ; Borel et
Desmarchelier, 2017). Cependant, les niveaux de rétinol étant finement régulés par l'organisme
(O’Byrne et Blaner, 2013), l'utilisation de ce marqueur sanguin est remise en cause (Tanumihardjo et
al., 2016 ; Olsen et al., 2018). D’autres alternatives ont été suggérées pour évaluer ce statut : la mesure
des niveaux d'esters de rétinol sanguin qui sont fortement corrélés au stock hépatique (Olsen et al.,
2018) et le dosage du ratio RBP/TTR qui permettrait d’évaluer la biodisponibilité en vitamine A pour les
organes cibles (Borel, 2012 ; Féart et al., 2005 ; Kocelak et al., 2018).

2.2. Au niveau central

Le cerveau est notamment un organe cible de la vitamine A, capable de stocker la vitamine A sous
forme d’esters de rétinol qui seront métabolisés en rétinol, puis en AR en présence des ALDH (Arfaoui
et al., 2009 ; Werner et Deluca, 2002). Le rétinol circulant peut également pénétrer dans le tissu
cérébral via le transporteur STRAG afin d'étre métabolisé au niveau local en AR (D’Ambrosio et al.,
2011 ; Woloszynowska-Fraser et al., 2020), méme si la majorité de 'AR du cerveau provient du pool

circulant (Kurlandsky et al., 1995).

Ainsi, nous mettons en évidence une diminution des niveaux d’AR plasmatique, hépatique et striatal,

chez la descendance male carencée sous regime 0,4 Ul et 0 Ul. Nos résultats sont en accord avec la
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litterature montrant qu’en situation de carence en vitamine A, les niveaux de rétinol et d'esters de rétinol
au niveau central sont diminués chez le rat (Arfaoui et al., 2009), tout comme les niveaux d’AR,
notamment au niveau plasmatique et hippocampique (Dumetz et al., 2020a). La diminution du pool
circulant AR, de méme gu’une altération du métabolisme du rétinol au niveau cérébral, pourrait
contribuer a la baisse des niveaux d’AR observée plus spécifiquement au niveau du NAc. En effet, nos
résultats montrent que la carence gestationnelle induit dans le striatum, une diminution d’expression
de TARNm codant pour STRAG, impliqué dans le transport du rétinol au niveau cérébral, ainsi qu’'une
diminution des 3 isoformes des ALDH impliquées dans la biosynthése de I'AR. La diminution
d’expression, dans le NAc, de CYP26B1, qui est 'enzyme impliquée dans la dégradation de I'AR,
suggere également un mécanisme de compensation visant a préserver les niveaux d’AR en situation

de carence spécifiquement au niveau de cette structure cérébrale.

Ces altérations de la voie de signalisation des rétinoides induites par la carence gestationnelle ont
€galement été associées a une diminution d’expression des RARB et RXRy, chez la descendance, plus
spécifiguement au niveau du NAc. Plusieurs études précliniques ont également démontré que la
diminution du statut en vitamine A induite par une carence nutritionnelle, dés le sevrage ou pendant la
gestation, module I'expression des récepteurs des rétinoides au niveau cérébral, principalement au
niveau hippocampique (Bonhomme et al., 2019 ; Etchamendy et al., 2003 ; Hou et al., 2015 ; Husson
et al., 2004 ; Jiang et al., 2012 ; Zhang et al., 2010) mais également au niveau striatal (Husson et al.,
2004 ; Marie et al., 2023). Ainsi, ces résultats nous permettent de valider 'impact de notre modele
nutritionnel sur la modulation de la signalisation des rétinoides, médiée par les récepteurs nucléaires

au niveau striatal.

De maniére intéressante, nos résultats révélent également une plus grande vulnérabilité du NAc par
rapport au dSTR, aux effets de la carence gestationnelle en vitamine A. En effet, cette carence entraine
une diminution des niveaux d’AR et une hypoexpression des 3 isoformes de ALDH et des récepteurs
RARR et RXRy, plus spécifiqguement dans le NAc, tandis que le dSTR n'est pas affecté. En accord avec
nos résultats, 'étude de Niewiadomska-Cimicka et al. (2016) montre que l'ablation génétique du
récepteur RARB induit un gradient dorso-ventral dans le striatum, conduisant a une altération
transcriptionnelle de certains génes cibles de la signalisation des rétinoides plus importante au sein du
NAc (Niewiadomska-Cimicka et al., 2016). De plus, il a été€ montré que la perte de signalisation médiée
par I'hétérodimére RARB-RXRy chez la souris, induit une diminution importante de l'expression des
ARNm codants pour D1R et D2R, au niveau de la partie ventromédiale du striatum, incluant le NAc,

sans effet au niveau du dSTR (Krezel et al., 1998).
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3. Effets d’une carence gestationnelle sur le systéeme dopaminergique dans

le striatum de la descendance méle : vulnérabilité du NAc

Compte tenu de la vulnérabilité du NAc a des manipulations du statut en vitamine A, chez la
descendance male, nous nous sommes particulierement concentrés sur l'effet de la carence en
vitamine A, débutée des la gestation, sur l'integrité du systeme dopaminergique mésolimbique. Ainsi,
analyse par RTgPCR de l'expression des ARNm codant pour les récepteurs dopaminergiques, dans
le striatum, indique que la carence gestationnelle en vitamine A induit une diminution d’expression du
D3R chez la descendance male, spécifiguement au niveau du NAc, tandis que le dSTR n'est pas
affecté. De maniére étonnante, bien que la transcription des génes codants pour D1R et D2R soit sous
contrble de 'AR (Valdenaire et al., 1994 ; Samad et al., 1997 ; Goodman et al., 1998 ; Krezel et al.,
1998), il semblerait que I'expression de ces récepteurs dans le striatum ne soit pas impactée par une
carence en vitamine A débutée dés la gestation chez la descendance male. En accord avec nos
résultats, une diminution de I'expression du récepteur D3R a préalablement été mise en évidence au

niveau du NAc chez des souris RARB” (Niewiadomska-Cimicka et al., 2016).

Ces observations nous ont amené a nous intéresser plus particulierement aux effets de la carence en
vitamine A au niveau de I'ATV, afin de mieux caractériser 'intégrité de la voie mésolimbique. Ainsi, nos
résultats ont mis en évidence une diminution de TARNm et des niveaux protéiques de DAT, au niveau
de I'ATV, chez la descendance méale carencée en vitamine A. En revanche, comme pour le D3R, le
mécanisme conduisant a la diminution de I'expression de DAT reste a caractériser. Dans ce contexte,
I'utilisation de la RNA-ChIP, une technique de biologie moléculaire permettant d’identifier les séquences
d’ARN capables d'interagir avec des protéines, serait primordiale pour déterminer la présence d’'une
potentielle séquence RARE au niveau des promoteurs de D3R ou DAT. Par ailleurs, une étude de
Sanchez-Hernandez et al. (2016) a mis en évidence gu’une hypervitaminose A pendant la période
périnatale affecte I'expression des récepteurs dopaminergiques et de DAT dans I'hippocampe, et
suggere que ces effets seraient sous-jacents a des modifications épigénétiques et plus
particulierement des modifications de la méthylation de 'ADN (Sanchez-Hernandez et al., 2016). En
effet, il est bien établi gu'une augmentation de la méthylation de '’ADN va de pair avec une répression
de la transcription (Bird, 2001). En outre, les effets de la carence en vitamine A, dans notre modéle,
chez la descendance, pourraient étre la conséquence de modifications épigénétiques comme la
méthylation de 'ADN ou l'acétylation des histones (Vieira, 2011 ; Jaenisch et Bird, 2003).

De plus, en réalisant un marquage immunohistochimique de la TH, I'enzyme limitante dans la synthese
de dopamine, nous démontrons que cette diminution dexpression de DAT n'est pas liée a une
dégénérescence des neurones dopaminergiques de I'ATV, ou a une diminution du nombre de fibres
dopaminergiques dans le NAc, de maniére similaire a ce qui a été rapporté au niveau de la SNc et du

striatum dorsal chez des rats carencés en vitamine A dans I'étude de Marie et al. (2023). Cet aspect
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est particulierement important a prendre en compte dans I'étude de notre modéle, puisqu’un certain
nombre d'études démontre que I'AR, par l'intermédiaire de son enzyme de synthése, TALDH1A1, est
cruciale pour la survie des neurones dopaminergiques, en dégradant le DOPAL toxique (Burke et al.,
2008 ; Goldstein, 2020 ; Wey et al., 2012). Ainsi, I'expression de TALDH1A1 étant sous contrdle de
AR, une carence nutritionnelle en vitamine A aurait pu diminuer 'expression de TALDH1A1 et ainsi
participer a une dégénérescence des neurones dopaminergiques au niveau du mésenceéphale,
particulierement au niveau de la proportion de neurones dopaminergiques coexprimant la TH et
'ALDH1A1 (McCaffery et Drager, 1994 ; Poulin et al., 2018).

lll. Effets de la carence gestationnelle en vitamine A sur la

fonctionnalité du NAc chez la descendance male

Compte tenu de la forte vulnérabilité du NAc aux effets de la carence gestationnelle en vitamine A,
notamment sur la transmission dopaminergique meésolimbique, nous avons suggéré que cette carence
entrainerait des altérations fonctionnelles impliquant cette structure, comme les processus
motivationnels et/ou impulsifs dépendants de la fonctionnalité du NAc (Chong et al., 2016 ; Studer et
Knecht, 2016 ; Collins et Franck, 2016 ; Cardinal et al., 2001 ; Dalley et Robbins, 2017 ; Stopper et
Floresco, 2011 ; Eppinger et al., 2012).

Nous avons choisi d’étudier les processus motivationnels, chez la descendance, puisqu’une altération
de la motivation est également l'un des symptébmes caractérisant un grand nombre de maladies
psychiatriques neurodéveloppementales (Whitton et al., 2015 ; Husain et Roisier, 2018). Pour cela
nous avons utilisé comme paradigmes comportementaux le test du ratio progressif (PRx2) et de la
tache concurrente, notamment parce que ce sont des paradigmes utilisés chez 'Homme, permettant
ainsi une translation de I'animal a 'Homme et inversement (Wolf et al., 2014 ; Bland et al., 2016 ;
Strauss et al., 2016 ; Treadway et al., 2009). Lutilisation combinée de ces deux taches permet d’évaluer
différentes composantes de la motivation, I'une représentant la motivation d'un individu a fournir un
effort croissant dans l'objectif d’obtenir une récompense (PRx2), tandis que l'autre représente la
motivation dans une situation de choix, entre effectuer un effort conséquent dans le but d’obtenir une
récompense avec une forte valeur hédonique ou consommer en libre accés une nourriture moins
palatable (Salamone et Correa, 2018). Nos résultats montrent que la carence en vitamine A débutée
a la gestation, induit une augmentation des performances opérantes pour obtenir une récompense
alimentaire dans les deux tests, suggérant une hypermotivation. Par ailleurs, nous n'observons pas de
différence dans la durée de session dans la tdche de PRx2, suggérant qu’il n’y aurait pas d’altération
du maintien de l'effort au cours de la tache, mais plutét une augmentation de la vigueur de la réponse.
Ces résultats démontrent ainsi le lien entre signalisation des rétinoides et processus motivationnels.

Ce lien a par ailleurs été étudié dans une étude récente de Zhang et al. (2019) ou, a l'inverse de nos
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résultats, une augmentation des niveaux d’AR au niveau du NAc, par manipulation virale, augmente le
« breakpoint » dans une tache de ratio progressif, tandis qu’a l'inverse, une diminution de ces niveaux
d’AR, via l'inhibition virale de CRABP2, semble diminuer la motivation (Zhang et al., 2019). Cependant
nous ne pouvons évidemment pas comparer une intervention nutritionnelle, d’'une manipulation virale

possédant une plus grande spécificité d’action.

Nous avons €galement démontré que la carence gestationnelle en vitamine A, n'entraine pas de
différence dans la perception hédonique pour une boisson hautement palatable, comme le démontrent
nos résultats dans le test de préférence au sucrose. En revanche, dans les données de la littérature, la
diminution de la signalisation de I'AR dans le NAc semble induire une anhédonie (Krzyzosiak et al.,
2010 ; Zhang et al., 2019) tandis qu’une hypervitaminose A induite pendant la gestation, augmente la
préférence pour le sucrose chez la descendance adulte (Sanchez-Hernandez et al., 2016). Dans
I'étude des processus motivationnels, la perception hédonique est un paramétre majeur a contréler
puisqu’il peut grandement interférer avec les performances motivationnelles. Lanhédonie, qui se définit
comme une incapacité a ressentir du plaisir, est un des symptdmes majeurs décrivant les altérations

des processus motivationnels.

De plus, nous avons contrdlé que laltération des processus motivationnels dans notre modéle n'était
pas due a une altération de leur capacité physique a obtenir la récompense. En effet, nous n'observons
aucune différence entre nos groupes lors de la mesure de la locomotion spontanée et de la vitesse de
marche dans l'open field. De méme, aucune différence n'a été observée concernant la fréquence
d’appuis sur le levier renforcé (« ratio requirement ») au cours de la tache de PRx2. Ces données
semblent démontrer que les fonctions motrices primaires ne sont pas altérées par la carence
gestationnelle en vitamine A chez la descendance, suggérant que lintégrité de la transmission
dopaminergique nigrostriée, sous-tendant ces processus (Salamone, 1992 ; Redgrave et al., 2010),
ne serait pas impactée. Or, de nombreuses études ont montré une vulnérabilité de ces fonctions
locomotrices a des modifications de la signalisation des rétinoides. En effet, des modéles de carence
en vitamine A débutée au sevrage ou a 'age adulte (Carta et al., 2006 ; Kitaoka et al., 2007 ; Marie et
al., 2023) ou des altérations de la signalisation des rétinoides par manipulations génétiques (Krezel et
al., 1998 ; Saga et al., 1999 ; Liao et al., 2008 ; Wu et al., 2009 ; Wey et al., 2012), semblent impacter
significativement le comportement moteur. Cependant dans notre modéle nutritionnel de carence en
vitamine A débutée lors de la gestation, comme discuté précédemment, il semble y avoir une spécificité
d’action en fonction de la région striatale, avec une plus grande vulnérabilité de la région ventrale et

donc de la transmission mésolimbique.

Ainsi, les altérations observées dans le conditionnement opérant semblent donc étre sélectivement
motivationnelles. Néanmoins, pour affiner notre compréhension des altérations comportementales du

systeme de récompense et étant donné le lien étroit entre les processus motivationnels et 'impulsivité,
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et le fait que ces deux processus comportementaux sont en partie sous-tendus par les mémes
mécanismes neurobiologiques, comme nous l'avons décrit plus tét dans ce manuscrit, nous avons
testé nos animaux dans la tache du « delay discounting ». Cette tache permet de mesurer la
préférence des animaux pour une petite récompense immeédiate ou une récompense plus importante
mais différée dans le temps, permettant de mesurer I'impulsivité cognitive ou de choix (Jupp et al.,
2013 ; Jentsch et al., 2014). Nous montrons dans notre modéle de carence gestationnelle en vitamine
A, une augmentation de l'intolérance au délai chez la descendance male, s’interprétant comme un
comportement de type impulsif. Ces résultats sont inattendus puisqu’il existe une relation inverse en
la motivation et limpulsivite, suggérant qu’une hypermotivation induit plutdt une diminution de
impulsivité (Wypych et al., 2018 ; Steel et Konig, 2006 ; Steel, 2007). En accord avec nos résultats,
cependant, une diminution de la signalisation de '’AR au niveau I'’ATV par invalidation génétique de
'ALDH1A1, augmente 'impulsivité (Li et al., 2010).

Enfin, pour aller plus loin dans la compréhension de nos données comportementales, nous avons
évalué les processus anxieux chez la descendance male carencé. Leffet d’'une altération du statut en
vitamine A sur I'anxiété a auparavant été étudié dans 'étude Bonhomme et al. (2014b), ou des rats
carenceés en vitamine A dés le sevrage, présentent une augmentation de I'anxiété dans le labyrinthe en
croix surélevé. En effet, il a été démontré que le statut en vitamine A peut moduler la voie de
signalisation des glucocorticoides et en particulier le niveau de corticostérone intrahippocampique
chez lanimal carencé (Bonhomme et al., 2014b; 2019). En revanche, dans notre étude, la
descendance male carencée présente plutdét une diminution du comportement de type anxieux, se
caractérisant par une augmentation du pourcentage de temps passe dans les bras ouverts du
labyrinthe en croix surélevé. Cependant, le modéle nutritionnel de carence en vitamine A est différent :
dans notre étude, nous avons mis en place une subcarence (0,4 Ul rétinol/g) qui débute dés la
gestation chez la souris alors que dans I'étude de Bonhomme et al. (2014b) la carence est totale (0 Ul
rétinol/g) donc plus drastique et débutant des le sevrage chez le rat. En outre, l'investigation du
comportement du type anxieux est importante a prendre en compte dans un contexte détude du
comportement motivationnel. En effet, des données de la littérature mettent 'accent sur les effets de
I'anxiété dans la mise en place et le maintien d’'un comportement pour obtenir une récompense
alimentaire (Zalachoras et al., 2022 ; Dieterich et al., 2021 ; Shafiei et al., 2012 ; Bryce et al., 2016 ;
Wanat et al., 2023). Lanxiété est notamment un symptéme exacerbant les troubles motivationnels dans
certaines pathologies psychiatriqgues neurodéveloppementales, comme dans I'addiction aux drogues

ou la dépression majeure (Sinha et al., 2001 ; Meyer et al., 2001).

Pour résumer, la carence en vitamine A débutée dés la gestation induit une hypermotivation des
animaux a fournir un effort pour obtenir une récompense palatable. De plus, elle semble

spécifiguement impactée la vigueur de la réponse et non le maintien de l'effort au cours de la tache.
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Cette augmentation motivationnelle s'accompagne également d’'une impulsivité excessive. Cette
augmentation des comportements liés au systéme de récompense, n'est pas due a des modifications
de la perception hédonique de la récompense, ni a une hyperactivité, qui pourrait se caractériser par
une altération de I'activité locomotrice générale. Il est a noter que ces symptémes comportementaux
ont été bien caractérisés dans un certain de nombre de maladies psychiatriques
neurodéveloppementales (Damiano et al., 2012 ; Chevallier et al., 2012 ; Johnson et al., 2012 ; Epstein
et Silbersweig, 2016 ; Moeller et al., 2001 ; Heerey et al., 2007) ou une altération de la signalisation
des rétinoides a été identifiée (Guo et al., 2019 ; Li et al., 2020b ; Wang et al., 2023 ; McGratch et al.,
2009 ; Feng et al., 2005).

IV. Lien de causalité entre les altérations motivationnelles et du
systéme dopaminergique mésolimbique chez la descendance

male carencée en vitamine A

1. Carence en vitamine A et transmission mésolimbique

Ainsi, une diminution de sa biodisponibilité ou des polymorphismes de DAT ou du D3R ont été
rapportés dans de nombreuses maladies psychiatriques, allant de la schizophrénie, de la bipolarité, du
TDAH, a l'autisme, et sont souvent corrélés a la sévérité des symptémes (Van Enkhuizen et al., 2014 ;
Giger et al., 2009 ; Khan et al., 2006 ; Hahn et al., 2011 ; Volkow et al., 2009 ; Staal et al., 2015;
Gadow et al., 2010 ; Paval, 2017). De plus, 'ablation génétique du D3R ou de DAT cause une
hypermotivation (Cagniard et al., 2006a ; 2006b ; Milienne-Petiot et al., 2016 ; Carpenter et al., 2012 ;
Song et al., 2012 ; Le Foll et al., 2015 ; Sonitkova et al., 2020 ; Balci et al., 2010 ; Savchenko et al.,
2023) et une impulsivité accrue (Davis et al., 2018 ; Yamashita et al., 2013 ; Cinque et al., 2018) qui
seraient médiées par une augmentation des taux de dopamine extracellulaire au niveau du striatum
dans ces modeéles génétiques (Prescina et al., 2002 ; Le Foll et al., 2005 ; Zhuang et al., 2001 ;
Sonitkova et al., 2020). De méme, une des découvertes majeures dans les troubles psychiatriques est
une élévation de la dopamine au niveau du striatum ventral, conduisant a une hyperactivité de la voie
meésolimbique (Weinstein et al., 2017 ; Kegeles et al., 2010 ; Van Enkhuizen et al., 2014 ; Perez-Costas
et al.,, 2010 ; Yoon et al.,, 2013 ; Lerner et al., 2016 ; Abi-Dargham, 2017 ; Whitton et al., 2015 ;
Jonhson et al., 2005).

Ftant donné 'importance de la voie de transmission dopaminergique mésolimbique dans les processus
motivationnels et impulsifs (Berke, 2018 ; Salamone et Correa, 2012 ; Dalley et Roisier, 2012), et son
altération dans de nombreuses maladies psychiatriques neurodéveloppementales (Whitton et al.,
2015 ; Dalley et Roisier, 2012), nous avons fait I'hypothése que la diminution d'expression combinée
du D3R et de DAT, observée dans cette voie, chez la descendance carencée en vitamine A, causerait

une perte de régulation des niveaux de dopamine extracellulaire au niveau du NAc et pourrait participer
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a la symptomatologie des désordres motivationnels et impulsifs. Nous avons donc cherché a établir un
lien de causalité entre les altérations de ce systéme dopaminergique et 'augmentation de motivation
et de l'impulsivité observées chez la descendance male carencée. En effet, comme décrit plus tét dans
ce manuscrit, I'importance de DAT et de D3R, via sa fonction d’autorécepteur, au niveau présynaptique,
dans la régulation des niveaux de dopamine est bien établie (Schmitz et al., 2003 ; Mulvihill et al.,
2019 ; Benoit-Marand et al., 2001 ; Ford et al., 2014). De plus il existerait une relation mutuelle entre
ces deux protéines, puisque I'activation des autorécepteurs dopaminergiques est capable de moduler
les niveaux d'expression de DAT (Ford, 2014). Ainsi, dans notre modéle, 'ensemble favoriserait la
présence d'une hyperdopaminergie au niveau du NAc pouvant étre a l'origine d’'une hyperactivité

mésolimbique.

Afin de vérifier cette hypothese, I'injection d'un vecteur viral exprimant le senseur dLight dans le NAc,
nous a permis de quantifier la dynamique de libération de dopamine phasique in vivo, pendant des
taches a faible (FR) et forte demande motivationnelle (PR+5). Au regard de la réponse au CS, prédictif
de la libération de la récompense, nous mettons en évidence, lors de I'entrainement instrumental et au
cours des taches de ratio progressif, chez la descendance male carencée en vitamine A dés la
gestation, une plus forte libération de dopamine en réponse au CS, comparée a la descendance
contrble. Par ailleurs, dans la tache de PR+5, une tendance a une augmentation de la réponse au CS
grandissante au fur et a mesure des ratios d'appuis, dont le nombre augmente graduellement, a été
observée dans le NAc. Ce résultat est consistant avec I'hypothése de Salamone et Correa (2012) qui
propose que plus une tache est instrumentale et exige un effort important, plus elle sera dépendante
de la dopamine libérée dans le NAc (Salamone et Correa, 2012). De méme, ces données confirment
que nos animaux sont capables d'encoder la computation codt-bénéfice, proposé par Eshel et al.
(2024), comme étant une réponse, c’est-a-dire une libération de dopamine plus élevée, correspondant
a un co(t plus élevé pour déclencher le CS (Eshel et al., 2024). De plus, lors de I'entrainement
instrumental en FR1, l'appui sur le levier déclenchant le CS est précédé par une activité
dopaminergique pouvant correspondre a une phase d'anticipation du déclenchement du CS. De fagon
intéressante, cette activité diminue lorsque la quantité d’appuis nécessaire pour déclencher le CS
augmente lors des taches de FR5 et FR10, pouvant s’interpréter comme une incapacité des animaux
a prédire quel appui levier sera celui qui déclenchera le CS, sans différence entre les groupes. De
méme, lors de la phase consommatoire (US), la consommation de la récompense ne s'accompagne
pas de modification de la réponse dopaminergique entre les différents groupes. La réponse
dopaminergique au premier appui d’'un essai ne differe également pas, suggérant que I'engagement
dans l'action n'est pas impacté par la carence. En résumé, la carence en vitamine A débutée a la
gestation, va entrainer une augmentation de la libération de dopamine phasique lors de I'anticipation
d’'une récompense, grandement dépendante de l'activité du shell (Floresco et al., 2014), confortant

notre hypothése d’hyperdopaminergie dans notre modéle. En revanche, nos données ne semblent pas
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aller dans le méme sens que celles de Eshel et al. (2024) démontrant que des animaux hypermotivés
présentent une libération phasique de dopamine au niveau du CS réduite. Dans cette méme étude, les
auteurs proposent que cette diminution des niveaux de dopamine phasique, serait la conséquence
d’'une activité tonique de dopamine plus élevée (Eshel et al., 2024). Ainsi, il a été proposé que la
transmission tonique, plutét que phasique, pourrait étre le médiateur principal de la motivation (Berke,
2018), et plusieurs données montrent que cette transmission tonique varie en fonction de I'état
motivationnel (Niv et al., 2007 ; Zhang et al., 2009 ; Van Swieten et Bogacz, 2020 ; Mikhael et al.,
2021). Le biosenseur utilisé dans notre étude ne permet pas d’appréhender la transmission tonique de
la dopamine, mais, bien que spéculatif, nous pouvons proposer que l'augmentation des niveaux de
dopamine tonique dans notre modele de carence en vitamine A pourrait influencer lamplitude de la
dopamine phasigue que nous avons observée. Confortant notre hypothése, les animaux déficients en
vitamine A ne répondent pas aux effets pro-motivationnels de 'amphétamine, augmentant les niveaux
de dopamine extracellulaire (Schmitz et al., 2003 ; Mulvihill et al., 2019), au cours d’une tache de PRx2
en comparaison aux animaux contréles. Cette absence deffet de 'amphétamine s'expliquerait par la
présence d’'une hyperdopaminergie chez la descendance carencée en vitamine A, caractérisée par un

niveau basal de dopamine extracellulaire surélevé au niveau du NAc.

Enfin, notre hypothése part du principe que les altérations comportementales induites par la carence
gestationnelle en vitamine A seraient liées a une hyperactivité de la voie de transmission mésolimbique,
causée par la présence d'une hyperdopaminergie au niveau du NAc. Nous avons donc cherché a
savoir si I'inhibition de I'activité des neurones dopaminergiques de I'ATV, via I'expression d’'un récepteur
DREADD-Gi sélectivement dans les neurones dopaminergiques, permettrait de rétablir les altérations
comportementales et neurobiologiques chez la descendance carencée. En effet, cette stratégie s'est
montrée suffisante pour normaliser I'hypermotivation chez les animaux carencés en vitamine A. En
revanche, l'inhibition chémogeénétique ne semble pas avoir eu d’'impact sur la libération phasique de
dopamine au CS. Nous suggérons donc que les effets de I'inhibition chémogénétique pourraient plutdt

passer par une normalisation des niveaux tonigues, plutdt que phasique, de dopamine.

La conclusion majeure reste cependant qu’une hyperactivité de la voie mésolimbique, potentiellement
lie a des modifications de I'expression de certains marqueurs neurobiologiques de cette voie, comme
D3R et DAT, serait responsable des altérations des processus motivationnels et impulsifs chez la
descendance male carencée en vitamine A. Un projet en cours de développement au sein de notre
equipe étudiera comment la restauration des niveaux d’expression de DAT a la synapse dans les
neurones dopaminergiques de I'ATV via une approche de transfert de géne par vecteur viral,
permettrait de supprimer I'hyperdopaminergie et les altérations des processus de recompense chez la
descendance carencée. De plus, notre approche chémogénétique d’inhibition des neurones

dopaminergiques de 'ATV impacte en effet I'activité mésolimbique mais aussi 'activité mésocorticale
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via les projections de I'ATV sur le PFC (Bjorklund et Dunnett, 2007), de ce fait nous ne pouvons pas
exclure un impact de la modulation de cette voie dans les effets positifs de notre approche
chémogeénétique sur I'amélioration des troubles comportementaux. Ainsi, une approche utilisant des
vecteurs viraux rétrogrades permettant de cibler spécifiquement la voie mésolimbique, serait une

stratégie intéressante a mettre en place pour affiner nos résultats.
2. Autres populations neuronales du striatum potentiellement impactées

D’autres types cellulaires au sein du striatum sont également vulnérables a des modifications de la
signalisation des rétinoides et pourraient étre potentiellement impligués dans notre modéle. Des
données de la littérature suggerent une diminution de la libération d’acétylcholine (Carta et al., 2006 ;
Stancampiano et al., 2006) et de son enzyme de synthése (Marie et al., 2023), au sein du striatum, en
réponse a une diminution de la signalisation des rétinoides, induite par une carence alimentaire en
vitamine A. Lacétylcholine au sein du striatum provient des interneurones cholinergiques, et joue
notamment un réle de neuromodulateur de la signalisation dopaminergique dans le striatum (Exley et
Cragg, 2008 ; Shimohama et Kawamata, 2018 ; Ztaou et Amalric, 2019). En effet, au niveau du NAc,
les interneurones cholinergiques liberent localement de Il'acétylcholine qui en agissant sur ses
récepteurs muscariniques et nicotiniques va grandement moduler le comportement motivé et impulsif,
en régulant la libération de dopamine localement (Cachope et al., 2012 ; Collins et al., 2016 ; Collins
et al., 2019 ; Threlfell et Cragg, 2011 ; Yee et al., 2011 ; Threlfell et al., 2012 ; Ohmura et al., 2012 ;
Yorgason et al., 2017 ; Nunes et al., 2022). Par exemple, le blocage des récepteurs nicotiniques a
I'acétylcholine va induire une augmentation de la libération de dopamine dans le NAc, notamment en
réponse a un CS prédictif d’'une récompense (Nisell et al., 1994 ; Threlfell et al., 2010 ; Collins et al.,
2016). En outre, I'activité des interneurones cholinergiques du striatum est corrélée a la présentation
de stimuli prédictifs de récompense et au comportement motivé (Ravel et al., 2003 ; Morris et al.,
2004 ; Nougaret et Ravel, 2015). Ainsi, il serait pertinent dans notre modele d'évaluer l'effet d’'une
modulation de l'apport alimentaire en vitamine A sur la signalisation cholinergique médiée par les

récepteurs nicotiniques et muscariniques de I'acétylcholine dans le striatum.

V. Les différences liées au sexe

Au cours de ce travail de thése, nous avons étudié les effets d'une carence en vitamine A
essentiellement chez la descendance male, mais également chez la descendance femelle. De maniére
intéressante, nous avons observé des différences quant aux effets de la carence gestationnelle en

vitamine A au niveau neurobiologique et comportemental, en fonction du sexe.

Premierement, nous mettons en évidence des niveaux de rétinol plasmatiques plus faibles chez les
femelles par rapport aux males, en accord avec la littérature, mettant en évidence un dimorphisme

sexuel dans le métabolisme de la vitamine A, comme cité plus t6t dans ce manuscrit (Brenner et al.,
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1942 ; Roodenburg et al., 1995 ; Blomhoff, 1988, Borel et al., 2021 ; 2023 ; Bakshi et al., 2018 ; Moriya
et al., 2023). Plusieurs mécanismes pourraient expliquer ces différences du niveau de rétinol
plasmatique en fonction du sexe. Ainsi, des niveaux plus élevés de RBP4 au niveau hépatique et
plasmatique chez les males, assureraient une meilleure mobilisation du rétinol hépatique contribuant a
une plus grande concentration plasmatique (Moriya et al., 2023). De plus, tandis que la carence en
vitamine A débutée dés la gestation entraine une diminution des niveaux d'’AR dans le NAc chez la
descendance male, la descendance femelle semble protégée. Cette protection pourrait s'expliquer par
l'action des cestrogenes chez les femelles, capables de promouvoir la synthese d’AR notamment en
situation de carence (Rousseau et al., 2004 ; Napoli et al., 2022). Cependant, les niveaux d’expression
des ARNm des récepteurs nucléaires de I'AR, RARB et RXRy, dont leurs expressions sont sous contrdle
de I'AR (O’Connor et al., 2022), sont tout de méme diminués dans le NAc de la descendance femelle.
Ceci pourrait s'expliquer par un moindre apport d’AR au niveau du noyau, méme si dans notre modéle,
les niveaux d’ARNmM de CRABP2 dans le NAc ne semblent pas impactés par la carence. Par ailleurs,
des mécanismes épigénétiques au niveau de la région promotrice pourraient également étre a l'origine

de la modulation des niveaux d’expression de ces récepteurs nucléaires.

De maniere intéressante, nous mettons en évidence des effets différentiels de la carence sur l'intégrité
de la transmission mésolimbique. En effet, tandis que l'expression de TARNm des récepteurs D1R et
D2R nest pas affectée chez la descendance male, une diminution significative a été mise en évidence,
dans le NAc, chez la descendance femelle. Ces effets différentiels sont également observés sur
'expression de DAT dans I'ATV qui est diminuée chez les males mais n'est pas modifiée chez les
femelles. Notre étude est la premiére mettant en évidence des effets différentiels, en fonction du sexe,
d’'une modulation des niveaux de rétinoides sur le systéme dopaminergique, puisque I'essentiel des
données de la littérature a exclusivement été obtenu chez des modéles de rongeurs males (Krezel et
al., 1998 ; Krzyzosiak et al., 2010 ; Zhang et al., 2019 ; Marie et al., 2022).

De plus, la descendance femelle carencée en vitamine A ne présente pas d'altérations motivationnelles
ou impulsives. En revanche, il semblerait que la carence en vitamine A débutée dés la gestation, altéere
la fonction locomotrice chez les femelles carencées. Cette altération de la locomotion pourrait
s'interpréter comme une conséquence de la diminution de I'expression du D1R et du D2R au sein NAc.
En effet, cette hypothese est appuyée par I'étude de Krezel et al. (1998) qui montre que des souris
présentant une diminution de I'expression des récepteurs D1R et D2R dans la partie ventromédiale du
striatum, sont sujettes a des altérations locomotrices (Krezel et al., 1998). Par ailleurs, afin
d’approfondir les effets différentiels de la carence en vitamine A, en fonction du sexe, sur l'intégrité de
la transmission dopaminergique mésolimbique, la mesure de la dynamique dopaminergique par

photométrie de fibre chez la descendance femelle est une perspective a ce projet de these.
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De facon intéressante, en ce qui concerne les maladies psychiatriques, il est montré dans la littérature
qu'il existe aussi des différences de prévalence et de manifestations cliniques en fonction du sexe. Par
exemple, la schizophrénie est plus prévalente chez hommes que chez les femmes (Castle et al., 1993 ;
Markham, 2012 : Whickens et al., 2018). Plus précisément, les hommes présentent un age plus
précoce pour l'apparition des premiers symptdmes de la maladie, une plus grande sévérité de ces
symptémes, et une moins bonne réponse aux traitements (Abel et al., 2010 ; Markham, 2012 ;
Mendrek et Mancini-Marie, 2016 ; Whickens et al., 2018). Les troubles du spectre autistique sont
€galement plus fréquents chez les garcons, en affectant quatre fois plus que les filles (Fombonne,
2005 ; 2009 ; Elsabbagh et al., 2012 ; Mandy et al., 2012 ; Werling et Geschwind, 2013). Le TDAH
présente aussi une forte prépondérance masculine, affectant prés de trois fois plus les gargons et
présente des manifestations cliniques différentes en fonction du sexe (Cuffe et al., 2005 ; Whickens et
al.,, 2018 ; Green et al., 2019 ; Rucklidge, 2010 ; Biederman et al., 2002). En effet, les symptdmes
impulsifs sont plus graves et plus prévalents chez les garcons que les filles diagnostiquées avec un
TDAH (Arnett et al., 2015). Il existe aussi des différences entre les sexes, dans les troubles bipolaires,
puisque les hommes présentent des symptdbmes précoces comparés aux femmes avec des

symptémes qui apparaissent plus tardivement dans la vie (Hwang et al., 2020).

Ainsi, il apparait que le pic d’incidence, pour la plupart de ces pathologies psychiatriques, est retardé
chez les femmes. En effet, il est majoritaire vers 'age de 45-50 ans, soit au début de la ménopause
chez la femme. De plus, il a été mis en évidence une augmentation de la sévérité des symptémes de
la schizophrénie, des troubles bipolaires et autistiques et du TDAH chez la femme aprés la ménopause.
Ainsi, « 'hypothese des cestrogenes » a été émise pour expliquer les différences de sexe observées
sur I'impact fonctionnel de ces pathologies (Hwang et al., 2020) : les cestrogénes auraient des effets
neuroprotecteurs contre 'apparition, la progression et la gravité des symptdbmes de ces troubles
psychiatriques (Goldstein et al., 1988 ; Riecher-Rossler et al., 2017 ; Kulkarni et al., 2012 ; Hwang et
al., 2020). Dans une étude récente, Sbisa et al. (2020) ont rapporté gu’un traitement chronique aux
cestrogénes permet de rétablir laugmentation de la densité de liaison de la dopamine au D2R,
suggérant que les effets bénéfiques des cestrogénes, sur la symptomatologie psychiatrique, pourrait

étre médiés, en partie, par des actions sélectives sur le systéme dopaminergique (Sbisa et al., 2020).

Ainsi, une modulation de la signalisation des rétinoides et dopaminergique par les hormones sexuelles,
pourrait participer aux différences de la prévalence et de la symptomatologie de ces pathologies

psychiatriques en fonction du sexe.
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VI. Carence en vitamine A et transmission mésocorticale

Les processus motivationnels ont souvent été associés a la transmission meésolimbique, cependant les
neurones dopaminergiques de ATV projettent également sur le PFC, formant la voie mésocorticale
(Bjorklund et Dunnett, 2007), qui a aussi démontré étre essentielle dans ces aspects. En effet, des
lésions du mPFC conduisent a une réduction de la capacité a fournir un effort pour obtenir une
récompense et une importante libération de dopamine dans cette structure a été associée a une
motivation accrue dans une situation de choix (Chong et al., 2016 ; Kroemer et al., 2016 ; Treadway et
al., 2012). Ainsi, il est bien établi que la voie mésocorticale fait partie intégrante du réseau neuronal
global de la motivation et constitue en partie le « circuit de la récompense » (Bailey et al., 2016 ; Chong
et al., 2017). De plus il apparait que des altérations du PFC semblent également jouer un réle majeur
dans I'étiologie des pathologies psychiatriques neurodéveloppementales. En effet, une dérégulation de
la transmission dopaminergique, associée a une hyperactivité de la voie mésolimbique et une
hypoactivité de la voie mésocorticale, est caractéristique de la schizophrénie (Perez-Costas et al.,
2010 ; Yoon et al., 2013 ; Lerner et al., 2016 ; Ari-Dargham, 2017). Autre exemple, une diminution de
la disponibilité du D2R dans le PFC est aussi retrouvée chez des patients schizophrenes (Howes et al.,
2009 ; Weinstein et al., 2017). Le PFC serait particulierement impliqué dans la comparaison des colts
et bénéfices de différentes possibilités, fonction capitale lorsque plusieurs choix s'offrent a 'organisme
(Bailey et al., 2016). Etant donné que nous observons des effets délétéres de la carence en vitamine
A gestationnelle dans la tache concurrente, nous pouvons suggérer que ces effets pourraient impliquer

l'activité des régions corticales.

En accord avec cette hypothése, comme mentionné plus t6t dans ce manuscrit, des preuves
d’altérations de la signalisation des rétinoides au niveau du PFC dans certaines maladies psychiatriques
ont été mises en évidence (Haybeack et al., 2015 ; Sayad et al., 2017 ; Qi et al., 2015). A ce jour,
aucune étude ne fait état de l'implication de la signalisation de I'AR dans la fonctionnalité de la
transmission mésocorticale. En revanche, il a été montré que I'AR est nécessaire pour induire la
plasticité dans des neurones corticaux (Lenz et al., 2021). De plus, une étude récente de Shibata et
al. (2021) montre que I'AR est synthétisé de maniére importante dans le cortex en développement,
avec des niveaux particulierement élevés au niveau du mPFC (Shibata et al., 2021). Dans cette méme
étude, des délétions génétiques chez la souris ont révélé que la signalisation de I'AR via les récepteurs
RARR et RXRy est impliquée dans la structuration, la connectivité, la spinogénése dendritique du PFC
en développement et I'expression du marqueur RORB dans cette structure (Shibata et al., 2021). Ainsi
'ensemble de ces résultats montre que la signalisation de I'AR joue un rOle essentiel dans le
développement du PFC, suggérant que l'intégrité de cette structure pourrait étre impactée par une

carence en vitamine A débutée des la gestation.
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De ce fait, I'étude de l'intégrité de la transmission mésocorticale, via la mesure d’expression de genes
ou l'utilisation d’autres paradigmes comportementaux impliquant plus particulierement les structures

corticales frontales, serait une perspective intéressante a notre projet.

VIl. Un réle global de la nutrition dans I’étiologie des maladies

psychiatriques neurodéveloppementales ?

Nous avons montré dans cette étude un role isolé de la vitamine A dans la symptomatologie de certains
troubles psychiatriques, or, apres une analyse non exhaustive des facteurs environnementaux pouvant
intervenir dans [I'étiologie des maladies psychiatriques, il apparait que d’autres micronutriments

pourraient étre associés a ces pathologies, suggérant un réle global de la nutrition.

Par exemple, une diminution de vitamine D dans le sérum a été associée a une élévation du risque de
développer des troubles autistiques, du TDAH, des troubles bipolaires et la schizophrénie (Patrick et
Ames, 2014 ; Goksugur et al., 2014 ; McGrath et al., 2003 ; 2010 ; Kinney et al., 2009 ; Tolppanen et
al., 2012 ; Ubbenhorst et al., 2011). Une carence en vitamine D pendant la période périnatale entraine
des altérations morphologiques du cerveau, similaires a celles observées dans certains troubles
psychiatriques (Patrick et Ames, 2015). En effet, la vitamine D a été identifiée comme un facteur clé
dans la neurogénese et la différenciation des neurones dopaminergiques (Pertile et al., 2023). Des
altérations comportementales comme une augmentation de la motivation et de I'impulsivité ont par
ailleurs été mises en évidence dans des modéles de rongeurs soumis a une carence en vitamine D
nutritionnelle (Overeem et al., 2016). Un nombre croissant d'études translationnelles suggére
également qu’une déficience en acides gras polyinsaturés (AGPI) oméga 3 (AGPI n-3), en particulier
le DHA (acide docosahexaénoique) et 'EPA (acide eicosapentaénoique), serait impliquée dans
I'étiologie de certaines maladies psychiatrigues comme la schizophrénie, la dépression majeure ou la
bipolarité (Messamore et McNamara, 2016). En effet, des taux réduits de ces AGPI n-3 ont été mis en
évidence au niveau plasmatique et cérébral dans ces pathologies (Sinn et al., 2010 ; Amminger et
McGorry, 2012 ; Pomponi et al., 2013 ; Conklin et al., 2010 ; Tatebayashi et al., 2012). Dans ce
contexte, une étude dans notre équipe de Ducrocq et al. (2020) a démontré qu’une déficience en AGPI
n-3 chez la souris, depuis le premier jour de la gestation, entraine un déficit des processus
motivationnels dans le PRx2 et la tdche concurrente, chez la descendance a I'age adulte, sous-jacents
a des altérations de la transmission dopaminergique mésolimbique. En effet, la déficience en AGPI n-
3 cause une réduction de I'excitabilité des D1-MSN causée par une augmentation de la transmission
inhibitrice des D2-MSN sur ces derniers. Cette perturbation a été normalisée suite a la restauration

des niveaux d’AGPI n-3 spécifiguement dans ces D2-MSN (Ducrocq et al., 2020).

Ainsi, l'alimentation et la nutrition sont considérées comme des facteurs importants contribuant a

I'étiologie et la pathogenese des troubles psychiatriques (Morkl et al., 2020 ; Jacka et al., 2014 ; Sarris
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et al., 2015 ; Ginn et Horder, 2012 ; Kendler et al., 2011 ; Nohesara et al., 2023). En effet, une forte
prévalence de la dépression et dautres troubles psychiatriques est retrouvée dans les pays
occidentaux, consommant un régime de type « western diet », un régime avec une importante
proportion de produits raffinés et transformés et de graisses saturées, aux détriments des fruits et
légumes frais (Morkl et al., 2020 ; Logan et Jacka, 2014). A l'inverse, la consommation d’un régime de
type plutdét méditerranéen, riche en légumes, fruits, fruits de mer, poisson, céréales completes, viande
maigre et de fruits a coque est un bon moyen de prévenir certains troubles psychiatriques (Jacka,
2017 ; Marx et al., 2017).

VIIl. Stratégies nutritionnelles préventives et perspectives chez

’Homme

Nous avons utilisé comme méthode de « supplémentation », la restauration des niveaux de vitamine
A, au méme niveau que celui des contréles (7,5 Ul) chez la descendance male carencée. Pour
déterminer la période développementale de susceptibilité a la carence en vitamine A, nous avons
débuté cette supplémentation a partir du sevrage. Nous avons montré dans cette étude, que cette
supplémentation est suffisante pour rétablir le statut périphérique en vitamine A, ainsi que I'expression
des récepteurs nucléaires dans le NAc, et les processus motivationnels, du moins partiellement. En
revanche, ni le comportement anxieux, ni I'expression des marqueurs dopaminergiques ne sont
restaurés chez la descendance carencée male supplémentée. Ainsi, il serait intéressant de tester si
l'effet d’'une supplémentation nutritionnelle plus importante permettrait de restaurer complétement les
altérations neurobiologiques et comportementales. Ainsi, des doses de supplémentation de 20 ou 45
Ul de rétinol par g d’'aliment sont couramment utilisées dans la littérature, et ont montré étre suffisantes
pour améliorer les fonctions cognitives ainsi que les niveaux de rétinol plasmatiques et d’AR au niveau
cérébral, altérés par une carence en vitamine A débutée deés le sevrage (Bonhomme et al., 2014a ;
2014b ; 2019 ; Dumetz et al., 2020a) ou au cours du vieillissement (Dumetz et al., 2020b ; Touyarot et
al., 2013 ; Mingaud et al, 2008). Ces doses ont notamment été choisies pour limiter le risque de toxicité
d’'une hypervitaminose A. De plus, une dose de supplémentation de 20 Ul a montré des effets
bénéfiques pour améliorer les fonctions locomotrices striatales altérées dans un modéle de subcarence
en vitamine A (0.4 Ul) chez le rat adulte (Marie et al., 2023). Comme cité précédemment dans ce
manuscrit, la supplémentation en vitamine A a également été efficace pour rétablir les niveaux
d’expression du récepteur D2R et les altérations motrices dans un modeéle de rat Parkinsonien (Marie
et al., 2022). Des doses de supplémentation beaucoup plus élevées, denviron 80 et 160 Ul, ont aussi
été utilisées chez le rat, et ont montré des effets bénéfiques pour remédier aux effets de I'age sur
I'affaissement de la signalisation des rétinoides, sans présenter de signe de toxicité consécutif a une
hypervitaminose A (Dawson et al., 1999 ; 2000). Un traitement aigu ou chronique par 'AR pourrait

aussi étre envisagé puisque cette supplémentation, par injection intrapéritonéale, a montré des effets
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bénéfiques dans la littérature pour prévenir les effets liés a 'dge ou a une carence en vitamine A
(Enderlin et al., 1997b ; Etchamendy et al., 2001 ; Husson et al., 2003 : Mingaud et al., 2008 ;
Bonhomme et al., 2014a). Par ailleurs, le modele nutritionnel présente des limites puisqu’il ne permet
aucune spécificité d’'action, notamment au niveau central, ainsi, 'injection d'AR spécifiqguement dans le
NAc, grace a I'implantation de canule dans cette région spécifique du cerveau, pourrait également
étre envisagée. Cependant, la supplémentation nutritionnelle en vitamine A, comparée a un traitement

par I'AR, a 'avantage de présenter moins de risque de toxicité (Moise et al., 2007 ; Napoli, 2020).

De plus, cette étude ne nous permet pas de précisément déterminer la période développementale de
susceptibilité a la carence en vitamine A, puisque la signalisation de 'AR semble rétablie aprés une
supplémentation au sevrage, tandis que la signalisation dopaminergique reste altérée, chez la
descendance male. Ainsi, une supplémentation en vitamine A a différents temps, soit a PO, c’est-a-dire

dés la lactation (Liu et al., 2014) ou a I'age adulte, pourrait nous permettre d’affiner nos résultats.

Sur la base de ces résultats, il serait désormais intéressant de développer des études chez 'Homme
permettant d'étudier les effets d’'une modulation de la signalisation des rétinoides dans le contexte de

certaines maladies psychiatriques neurodéveloppementales.

Une premiere étude épidémiologique pourrait étre réalisée en englobant plusieurs troubles
psychiatriques. Dans cette étude, des données comportementales, en se concentrant particulierement
sur les troubles motivationnels et impulsifs, obtenues a l'aide de questionnaire (Weiser et Garbaldi,
2015 ; Chong et al., 2016 ; Stanford et al., 2009) comme le « The Barratt Impulsiveness Scale » par
exemple, seraient corrélées a un ensemble de données cliniques. Cette banque de données cliniques
permettrait d’identifier des biomarqueurs afin dévaluer le statut en vitamine A et d'étudier la
transcriptomique des génes impliqués dans le métabolisme et la signalisation des rétinoides chez ces
patients atteints de troubles psychiatriques. Le but étant de corréler la symptomatologie avec des
biomarqueurs caractéristiques d’une altération de la signalisation des rétinoides chez ces patients. De
plus, dans cette méme étude, une étude rétrospective, de maniére similaire a I'étude de Bao et al.
(2012), serait intéressante pour étudier la prévalence d’'une altération du statut en vitamine A de la
mere dans ces différents troubles psychiatriques. Une autre étude intéressante serait d'étudier plus en
détail I'état de la signalisation des rétinoides sur des cerveaux en post-mortem de patients souffrant de

différents troubles psychiatriques neurodéveloppementaux.

Lobjectif de ces études serait d’identifier des pathologies psychiatriqgues avec une grande prévalence
d’'une altération de la signalisation des rétinoides, dans le but de mettre en place une médecine
personnalisée, afin de contribuer a découvrir de nouvelles stratégies pour prévenir la pathologie ou
améliorer l'efficacité des traitements existants, particulierement chez les patients présentant un profil

transcriptomique a risque. Ces nouvelles stratégies pourraient faire intervenir des méthodes de
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supplémentation nutritionnelle en vitamine A, soit dés le stade prénatal chez la mére pour prévenir
l'apparition des premiers symptdémes, soit chez le sujet malade afin d’'améliorer la symptomatologie,
comme cela a déja fait ses preuves dans 'amélioration des troubles autistiques chez I'enfant (Guo et
al., 2018). Compte tenu du dimorphisme sexuel au niveau du métabolisme de la vitamine A et dans
I'étiologie et la symptomatologie des maladies psychiatriques neurodéveloppementales, nous pourrions
envisager une supplémentation en vitamine A plus précoce chez les hommes et plus tardif chez la
femme, un peu avant ou au moment de la ménopause, puisque cette période représente une période

de vulnérabilité chez la femme pour 'apparition des premiers symptdmes psychiatriques.

Etant donné limplication globale de la nutriton dans létiologie des maladies psychiatriques
neurodéveloppementales, des stratégies de supplémentation combinée de plusieurs nutriments
pourraient étre envisagées. Ainsi, compte tenu de limplication de ces deux nutriments dans la
modulation du systéme dopaminergique, une supplémentation combinée de vitamine A et ’AGPI n-3
serait une stratégie intéressante. Par ailleurs, cette double supplémentation a montré des effets
bénéfiques dans I'amélioration des déficits de mémoaire lies a I'age chez le rat agé (Létondor et al.,
2016). De plus, les récepteurs nucléaires RXR peuvent s’hétérodimériser avec les récepteurs PPAR,
dont 'EPA et le DHA sont les ligands principaux (De Almeida et Conda-Sheridan, 2019). Une étude
montre que I'activation de I'hétérodimére RXR-PPAR améliore la survie des neurones dopaminergique
et les niveaux de dopamine dans un modéle rongeur de la maladie de Parkinson (Zhylkibayev et al.,
2024). De plus, plusieurs études montrent que les récepteurs PPARa et PPARy sont fortement
exprimés dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale et que la modulation de leur activité
via l'utilisation d'agoniste ou d’antagoniste, module les niveaux de dopamine dans I'hippocampe, et la
SNc, ainsi que le comportement motivé (Zhylkibayev et al., 2024 ; Hempel et al., 2023). Nous pouvons
donc supposer gu’une double supplémentation qui permettrait une synergie des effets de la vitamine
A et des AGPI n-3 pourrait étre une stratégie nutritionnelle préventive pertinente dans le cadre de la

symptomatologie des maladies psychiatriques neurodéveloppementales.
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CONCLUSION GENERALE

Lensemble de ces travaux de thése a permis de mieux appréhender I'implication d’'une modulation de
la signalisation des rétinoides dans la symptomatologie caractéristique de certains troubles
psychiatriques neurodéveloppementaux et d’en identifier les mécanismes sous-jacents. Notre objectif
était de modéliser chez le rongeur une déficience en vitamine A débutée dés la gestation et maintenue
tout au long de la vie. Nous avons montré que notre modeéle induisait une altération du statut
vitaminique A périphérique et de la signalisation striatale des rétinoides, avec une sensibilité particuliére
du noyau accumbens, chez la descendance adulte. De plus, cette modulation des niveaux de vitamine
A chez la descendance va entrainer I'apparition de troubles comportementaux liés aux processus de
récompense, soit une hypermotivation et une impulsivité augmentée chez la descendance male. Ces
travaux suggérent également une vulnérabilité particuliere de I'intégrité de la voie dopaminergique
mésolimbique a la carence gestationnelle en vitamine A, qui serait directement responsable de la mise
en place des altérations comportementales observées chez la descendance. Nous mettons également
en évidence dans notre étude un dimorphisme sexuel, avec un impact différentiel de la carence en

vitamine A gestationnelle entre les méles et les femelles, au niveau comportemental et neurobiologique.

Ainsi, cette étude représente la premiere démonstration qu’une altération de la signalisation des
rétinoides, dés le développement embryonnaire, causée par une carence nutritionnelle, est suffisante
pour induire des déficits comportementaux, qui seraient sous-tendus par une altération de la
signalisation dopaminergique chez la descendance a I'dge adulte. Nos travaux contribuent a la
compréhension des mécanismes neurobiologiques potentiels d’une altération de la signalisation des
rétinoides dans le développement de la symptomatologie de certaines maladies psychiatriques
neurodéveloppementales. Enfin, cette étude apporte de nouveaux éléments ouvrant la voie a de
futures études dont le but serait de déterminer I'intérét bénéfique d’approches thérapeutiques de
supplémentation en vitamine A ou d’autres rétinoides, seul ou en synergie avec les traitements
existants, dans la prévention ou le traitement de ces troubles psychiatriques et permettre un meilleur

développement cérébral chez I'enfant.
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Titre : Vulnérabilité anatomofonctionnelle de la transmission dopaminergique a des

manipulations du statut en vitamine A.

Résumé : La carence en vitamine A au cours de la période périnatale reste un enjeu de santé publique
majeur dans les pays en voie de développement. En effet, 'acide rétinoique, le métabolite actif de la
vitamine A, joue un rble essentiel dans le développement cérébral et dans les processus cognitifs chez
'adulte. De plus, une diminution du statut en vitamine A pourrait étre un facteur de risque important de
développer certaines pathologies psychiatriques neurodéveloppementales. Cependant les mécanismes
neurobiologiques sous-jacents restent a élucider. Ainsi, en utilisant un modéle de carence périnatale en
vitamine A chez la souris, nous montrons un dysfonctionnement de la transmission dopaminergique au
sein du striatum, associé a des altérations de la motivation et de I'impulsivité, caractéristiques de
certaines pathologies neurodéveloppementales. Cette étude permettra d’envisager des pistes

nutritionnelles préventives pour limiter le développement de ces pathologies psychiatriques.

Mots clés : Vitamine A, acide rétinoique, noyau accumbens, striatum, dopamine, mésolimbique,

motivation.

Title : Anatomofunctional vulnerability of dopaminergic transmission to manipulation of
vitamin A status.

Abstract : Vitamin A deficiency during the perinatal period remains a major public health issue in
developing countries. Retinoic acid, the active metabolite of vitamin A, plays an essential role in brain
development and cognitive processes in adults. Moreover, a decrease in vitamin A status could be a
significant risk factor for the development of certain neurodevelopmental psychiatric pathologies.
However, the underlying neurobiological mechanisms remain to be elucidated. Using a model of
perinatal vitamin A deficiency in mice, we demonstrated dysfunction of dopaminergic transmission in the
striatum, associated with alterations in motivation and impulsivity, characteristic of certain
neurodevelopmental pathologies. This study will enable us to envisage preventive nutritional avenues

to limit the development of these psychiatric pathologies.

Keywords : Vitamin A, retinoic acid, nucleus accumbens, striatum, dopamine, mesolimbic, motivation.

UNITE DE RECHERCHE
Laboratoire NutriNeuro — UMR INRAE 1286 — Université de Bordeaux
Batiment UFR Pharmacie — 2éme tranche — 2¢me étage — CC34
Université de Bordeaux, campus Carreire
146 rue Léo Saignat
33076 Bordeaux Cedex - France

288



