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Plusieurs études montrent que la présence de troubles du métabolisme en milieu de vie
pourrait induire un déclin cognitif, sans que les causes de ce lien ne soient clairement établies.
Une étude longitudinale sur des souris males C57BI6/J nourries avec un régime enrichi en
graisses animales (HFD) a permis de mettre en évidence un déclin cognitif au bout de 6 mois
de régime, qui apparaissait de facon concomitante avec le développement de troubles du
métabolisme et d’une dysfonction de la vasodilatation cérébrale. Ce phénotype pourrait étre
causé par une altération du couplage neurogliovasculaire (NGVC). Le but de ce travail était
d’identifier les marqueurs cérébraux prédictifs, en amont de I'apparition d’un déclin cognitif
induit par les troubles du métabolisme. Pour ce faire, j’ai suivi I'intégrité du NGVC dans ce
modeéle. L'utilisation d’'un modeéle de vasomotricité sur tranches de cerveau frais a permis de
montrer que la vasodilatation induite par le glutamate est altérée aprés 12 mois de HFD et du
fait de la prise de poids. L'inhibition spécifique des enzymes impliquées dans les voies de
vasodilatation glutamatergiques a montré que le HFD et I'obésité sont responsables d’un
déséquilibre de I’activité de ces voies et plus particulierement des enzymes nNOS et COX Il de
la voie neuronale. Cette étude donne des indices mécanistiques du découplage
neurogliovasculaire causé par les troubles du métabolisme induits par un régime gras. De plus,
grace a l'artériographe d’Halpern, une diminution significative du tonus myogénique de
I’artére basilaire a pu étre mise en évidence chez les souris HFD, liée a I'obésité. Ces altérations
neurovasculaires pourraient étre a I'origine du déclin cognitif observé en milieu de vie.

De plus, sachant que |'expression de COX |l peut varier dans un contexte de
neuroinflammation, une étude immunohistochimique a permis de montrer que I'expression
de COX Il et de GFAP semble augmenter avec le HFD et I'obésité, suggérant un terrain
inflammatoire dans le cortex préfrontal. Enfin, dans la mesure ou la voie de vasodilatation
glutamatergique neuronale est altérée dans notre modéle, d’autres analyses ont été réalisées
de fagon a mettre en évidence si les neurones pyramidaux du cortex préfrontal voient eux
aussi leur activité étre modifiée par nos conditions de régime ou par I'obésité. Ainsi, ma these
a permis de mettre en place un systeme d’électrophysiologie sur tranches de cerveau frais et
a mettre au point un protocole permettant d’étudier la potentialisation a long-terme des
circuits neuronaux du cortex préfrontal.
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Middle age cognitive decline has been suspected to be induced by metabolic disorders. A
longitudinal study of male C57BI6/J mice fed with high fat diet (HFD) demonstrated a cognitive
decline after 6 months concomitant with the onset of metabolic disorders and a dysfunction
in cerebrovascular dilation. This could be caused by a neurogliovascular coupling (NGVC)
dysfunction. The aim of this PhD work was to identify predictive cerebral markers of cognitive
decline induced by metabolic disorders. During this work, | studied the integrity of NGVC in
this model. Using an ex-vivo brain-slice model, | show that glutamate-induced vasodilation
was impaired after 12 months of HFD and by obesity. Specific inhibitions of the enzymes
involved in the glutamatergic vasodilation pathways highlighted that HFD and obesity are
responsible for an imbalance in these pathways, even more so for the neuronal pathway
enzymes: nNOS and COX Il. This study gave mechanistic insights of the neurogliovascular
uncoupling induced by diet-induced metabolic disorders. Using Halpern’s arteriography, a
significantly decreased myogenic tone of the basilar artery was observed in the HFD, linked to

obesity. These neurovascular impairments could be involved in cognitive decline at midlife.

Moreover, knowing that COX Il expression could vary with neuroinflammation, an
immunohistochemistry assay has permitted to show that COX Il and GFAP expression
increased with HFD and obesity, suggesting neuroinflammation in the prefrontal cortex.
Finally, as the neuronal vasodilatory pathway was altered in our model, we questioned the
functioning of the prefrontal cortex pyramidal neurons electric activity under HFD and obesity.
Therefore, my PhD enabled to set up an ex-vivo brain slice electrophysiology system that can

now be used to study long-term potentiation.
Keywords

Cerebral vessels; Glutamate; HFD; Neurogliovascular coupling; Obesity
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PREAMBULE

Dans un contexte ou la population mondiale est vieillissante, le déclin cognitif est au coeur des
préoccupations. L'augmentation de I'espérance de vie prolonge la course de ce déclin, jusqu’a
atteindre un seuil pathologique chez certaines personnes: la démence. Etant reconnue
comme la premiere cause d’invalidité et de dépendance chez le sujet agé (“La démence,” n.d.),
la démence a un impact économique et sociétal non négligeable. En effet, le colit économique
mondial de la démence a été évalué a 1,3 milliards de dollars en 2019 par 'OMS. La moitié de
cette somme est imputable a la prise en charge des soins par les proches, qui se retrouvent

bien souvent a prendre a leur charge personnelle les malades.

Dans la mesure ou le nombre de personnes atteintes de démence devrait tripler d’ici a 2050,
la maitrise de I’évolution du déclin cognitif est donc primordiale. La préservation de la santé
cérébrale (« brain/cognitive health », selon le NIH), est aujourd’hui un enjeu majeur de santé
publique, les principaux conseils donnés étant la préservation de la santé physique. Pour ce
faire, de nombreuses recommandations existent, comme le contrdle de sa pression artérielle,
le suivi d’une alimentation saine et équilibrée, la pratique d’une activité physique réguliere et
adaptée et d’activités cognitives stimulantes et le maintien d’une vie sociale active. Malgré
ces recommandations, I’hypertension artérielle reste la maladie chronique la plus fréquente
en France avec un adulte sur trois touché (“Hypertension artérielle (HTA) - Inserm, La science
pour la santé,” n.d.), I'incidence du diabéte a quadruplé ces 30 derniéres années (“Diabete,”
n.d.) et une personne sur huit dans le monde était obése en 2022 (“Obésité et surpoids,” n.d.).
Il est donc nécessaire de trouver des solutions thérapeutiques pour soutenir ces approches
comportementales afin de limiter les risques associés a ces pathologies. Mieux comprendre
les causes moléculaires du déclin cognitif, ainsi que la physiopathologie de ses facteurs de
risque, pourrait permettre, en plus de ces mesures hygiéno-diététiques, de lutter plus

efficacement contre sa progression.
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| - DECLIN COGNITIF

1. DEFINITIONS ET GENERALITES

Les fonctions cognitives sont les capacités de notre cerveau qui nous permettent de
communiquer, de percevoir notre environnement, de nous concentrer, de nous souvenir d’un
événement ou encore d’accumuler des connaissances. Elles sont au centre de notre vie
qguotidienne, puisqu’elles comprennent entre autres les facultés d’attention, d’exécution, de

traitement de I'information, le langage, les fonctions intellectuelles et la mémoire.

Le déclin cognitif est défini dans le DSM-5 (HAS) comme une détérioration acquise,
significative et évolutive des capacités dans un ou plusieurs domaines cognitifs, souvent
associée a une perte d’autonomie dans la réalisation de certaines taches de la vie quotidienne.
Il est persistant, non expliqué par une dépression ou des troubles psychotiques, souvent
associé a un changement de comportement ou de personnalité. Le déclin cognitif peut étre

physiologique et est étroitement lié a I'age.

L'aggravation de ces symptomes conduit a la démence, un syndrome qui se définit comme
une altération globale, durable et organique des facultés mentales d’un individu entravant son
autonomie dans la vie quotidienne en dehors de toute altération de la vigilance. Elle s’installe
généralement apres 65 ans et se caractérise par une diminution des performances dans la
plupart des fonctions cognitives. La démence constitue la premiére cause de dépendance et
de handicap chez les personnes agées. Elle touche aujourd’hui plus de 55 millions de
personnes dans le monde, avec prés de 10 millions de nouveaux cas par an (Principaux repéres
sur la démence, OMS, 2023). Sa prévalence en constante augmentation devrait tripler d’ici a
2050 dans le monde (Nichols and Vos, 2021). Il est important de noter que les pays ou cette
augmentation sera la plus importante sont des pays a revenus faibles ou intermédiaires
(Figure 1). Il n’existe pas de traitement contre la démence a ce jour, cependant, des mesures
peuvent étre mises en place pour améliorer la qualité de vie des patients, notamment en
essayant d’inverser la course des facteurs de risques et avec des traitements symptomatiques
(inhibiteurs de I'acétylcholine estérase, le plus connu étant le « Donépézil » et antagonistes

de récepteurs NMDA).
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Le déclin cognitif, lorsqu’il est précoce, est associé a de plus graves conséquences a long terme
et augmente le risque de développer une démence (Kivipelto et al., 2006). Il est donc essentiel
de mieux comprendre les mécanismes qui peuvent conduire au déclin cognitif, afin de pouvoir

le prévenir, ou au moins le retarder.

Percentage change
B 20%t0<40%  [C]220%to <240% &
Bl 40%t0<60%  [C]240%to <260%

Bl 60%to<80%  [260%to <280%
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Caribbean and central America Persian Gulf Balkan Peninsula Southeast Asia West Africa Mediterranean

hn(¥

Northern Europe

Figure 1: Pourcentage prévisionnel d’évolution du nombre de cas supplémentaires de
démence entre 2019 et 2050 par pays (issu de Nichols et al., 2022).

2. CAUSES DU DECLIN COGNITIF

Le déclin cognitif peut étre la résultante de processus physiologiques intervenant pendant le
vieillissement, la conséquence de pathologies neurodégénératives ou encore d’accidents
vasculaires cérébraux. Il intervient a la suite de changements anatomiques, biologiques et
cliniques, pouvant étre provoqués par plusieurs facteurs de risques, a la fois génétiques et

environnementaux, mais aussi métaboliques.

A. VIEILLISSEMENT CEREBRAL

Au cours du vieillissement d’un individu, de nombreux changements anatomiques et

fonctionnels s’opeérent a différentes échelles.

Tout d’abord, a I'échelle cellulaire, 9 marqueurs du vieillissement ont été identifiés (Hou et

al., 2019). Ces marqueurs (Figure 2) comprennent notamment l'instabilité génétique (Lépez-
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Otin et al., 2013), le raccourcissement télomérique (Bekaert et al., 2005), des altérations
épigénétiques (Yang et al., 2023), la dysfonction mitochondriale (Tidwell et al., 2017) et la
sénescence. Ces marqueurs sont liés entre eux : I'instabilité génétique peut étre causée par le
raccourcissement des télomeres et inversement. Cependant, d’autres causes peuvent aussi
étre considérées, comme une sensibilité accrue aux espéces réactives de I'oxygéne avec I'age,
conduisant a un stress oxydant plus important (Salim, 2017). Tous ces facteurs entraineront
des conséquences délétéres, comme l'induction de dommages de ’ADN (Yousefzadeh et al.,
2021), ainsi que de la neuroinflammation (Rodier and Campisi, 2011), qui sont associés au

déclin cognitif (Huang et al., 2023; Lawrence et al., 2023).
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Figure 2 : Les 9 marqueurs cellulaires du vieillissement (issu de Hou et al., 2019).

Localement, a I'échelle du tissu, d’autres modifications peuvent apparaitre avec |'age
(Figure 3). La communication inter-cellulaire peut se retrouver altérée par un déséquilibre des
neurotransmetteurs, en particulier par une dérégulation du glutamate et du GABA
(Hermans et al., 2018). Cela entraine des conséquences sur |'excitabilité neuronale (Debanne

et al.,, 2019; Ishii et al.,, 2018). On retrouve ainsi, dans le cerveau vieillissant, une
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hyperactivation neuronale locale (Radulescu et al., 2023; Zacharopoulos et al., 2021), ainsi

gue des altérations de la plasticité synaptique (Navakkode and Kennedy, 2024).

ECHELLE CELLULAIRE ECHELLE TISSULAIRE PLAN CLINIQUE

Instabilité génétique
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Figure 3 : Les effets du vieillissement sur le cerveau a différentes échelles (inspiré de Guo et
al., 2022).

Sur le plan anatomique, une diminution du volume et de |"épaisseur du cortex cérébral a été
observée avec I'age (Bethlehem et al., 2022). Avec le temps, ce phénomene peut entrainer
une atrophie corticale pouvant étre directement corrélée au déclin cognitif (Lovdén et

al., 2013).

D’une facon générale, sur le plan clinique, le vieillissement entraine une diminution de

plusieurs fonctions cognitives (Salthouse, 2010), notamment :

- La vitesse de traitement de I'information : il s’agit de la capacité a effectuer des
opérations mentales rapidement et efficacement. Cette diminution serait liée a
une diminution de l'intégrité de la substance blanche avec I'dge (Guttmann et
al., 1998) et peut entrainer des conséquences déléteres, notamment lors de tests
neuropsychologiques pour I’évaluation d’autres fonctions cognitives. Elle est donc
associée a une diminution de la performance dans plusieurs taches cognitives
(Harada et al., 2013).

- L'attention : plusieurs études répertorient une diminution de I’attention sélective,
a savoir la capacité a se concentrer sur une tache importante dans un

environnement complexe ; et de I'attention divisée (la capacité a se concentrer sur
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plusieurs taches simultanément), avec I'adge (Carlson et al., 1995; Salthouse et al.,
1995).

- La mémoire déclarative (Isingrini and Taconnat, 2008) : elle se compose de la
mémoire sémantique, qui concerne les usages du langage et de ses connaissances
pratiques ; et de la mémoire épisodique, qui est la mémoire des expériences de vie
des individus, de leurs lieux et de leurs dates. Alors que cette derniére diminue tout
au long de la vie, une perte significative de la mémoire sémantique est observée
entre 55 et 60 ans (Ronnlund et al., 2005). D’une fagon générale, on observe avec
I’age une diminution du taux d’acquisition, ainsi qu’une diminution de la capacité
a accéder a des informations apprises récemment (Harada et al., 2013).

- Les fonctions exécutives : ce sont I'ensemble des processus mentaux que met en
ceuvre une personne pour gérer ses comportements, ses pensées et ses émotions
lors d’une situation nouvelle qui nécessite de résoudre un probléme pour lequel
nos stratégies habituelles et connues ne suffisent pas. Elles comprennent plusieurs
fonctions cognitives indépendantes, mais reliées, telles que la mémoire de travail,
le contréle de I'inhibition, la flexibilité cognitive et la planification. On observe une
perte globale des fonctions exécutives aprés 70 ans (Lezak, 2004), et plus
particulierement de la mémoire de travail, qui est une forme de mémoire a court-
terme, permettant de retenir momentanément des informations tout en les

manipulant simultanément (Park et al., 2002; Salthouse et al., 1989).

B. MALADIES NEURODEGENERATIVES

En plus de ces changements physiologiques, certains facteurs environnementaux et
génétiques peuvent étre a I'origine de dysfonctionnements moléculaires supplémentaires au
sein du cerveau, menant au développement d’une pathologie neurodégénérative. Les
maladies neurodégénératives sont des maladies chroniques et progressives qui touchent le
systeme nerveux central. Ces affections entrainent une dégénérescence et/ou une mort
neuronale, ce qui sur le long terme entraine des conséquences sur les fonctions cognitives et
motrices. L'incidence de ces maladies augmente avec I'age, ainsi, en raison du vieillissement
progressif de la population et de I'absence de traitements curatifs, elles touchent de plus en
plus de personnes, ce qui en font un enjeu de santé publigue mondiale (Rapport de Santé

Publique France sur les maladies neurodégénératives, 2023).
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En plus de la dysfonction et de la mort neuronale, on retrouve généralement dans les
processus pathologiques des maladies neurodégénératives des anomalies du protéosome et
du systéme lysosomal, du stress oxydant, et de la neuroinflammation (Guo et al., 2022; Wyss-
Coray, 2016). Pour la plupart, ces atteintes sont causées par un défaut de conformation de
protéines indispensables au bon fonctionnement cérébral, ce qui entraine leur agrégation et
leur accumulation (Sonawane et al., 2019). La protéine concernée ainsi que la zone du cerveau
d’ou démarre la dégénérescence vont définir le phénotype pathologique. Les protéines tau,
B-amyloide et a-synucléine sont a I'origine des protéinopathies les plus courantes, a savoir la

maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Dugger and Dickson, 2017).

Maladie d’Alzheimer

Décrite en 1907 par Alois Alzheimer, la maladie d’Alzheimer est aujourd’hui la premiére cause
de démence au monde, puisqu’elle représente entre 60 et 70 % des cas (Principaux repeéres
sur la démence, OMS, 2023). En 2018, il a été estimé que prés de 50 millions de personnes
étaient atteintes de la maladie d’Alzheimer dans le monde, avec une plus forte incidence chez

les femmes, notamment apres 80 ans.

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurologique évolutive causée par une double
protéinopathie. A I’échelle cellulaire, on observe en effet deux types de lésions : des dépots
amyloides, causés par une accumulation extra-cellulaire de plagues B-amyloides et une
neurodégénérescence neurofibrillaire, associée a une hyperphosphorylation de la protéine
Tau intra-cellulaire, provoquant son agrégation (Long and Holtzman, 2019). La localisation de
ces lésions a aussi un effet pathologique intrinséque, les dépots amyloides notamment
pouvant étre retrouvés autour des vaisseaux sanguins intraparenchymateux, perturbant le
flux sanguin cérébral et induisant un hypométabolisme cérébral (Rather et al., 2024). De plus,
I'accumulation des dépobts amyloides entraine une activation microgliale et donc de la
neuroinflammation (Cuicui Wang et al., 2023). Celle-ci joue un role important dans la
progression de la maladie, puisque I'évolution de la propagation des lésions est sous le
contréle de I'inflammation : plus elle est présente, plus la pathologie progresse rapidement

(Topperwien et al., 2020).

L'apparition de cette maladie est grandement dépendante de facteurs génétiques, avec plus

de 40 loci de risque génétique identifiés. Le facteur de risque génétique le plus courant est
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APOE €4, qui augmente de 3 a 4 fois le risque de développer la maladie (Jansen et al., 2019;
van der Lee et al., 2018). Il a été montré que la présence de cet allele induisait une altération
du métabolisme cérébral, provoquant une hypercholestérolémie a la membrane des neurones
impliquée a la fois dans les processus amyloides et dans la pathologie tau (Leoni et al., 2010).
De plus, il existe une relation synergique bien décrite entre APOE €4 et les troubles du
métabolisme, dans le développement des troubles cognitifs associés a la maladie d’Alzheimer
(Jones and Rebeck, 2018). D’abord, parce que la présence d’APOE €4 augmente le risque de
développer des troubles du métabolisme (El-Lebedy et al., 2016; Torres-Perez et al., 2016),
mais aussi parce que chez les patients obéses porteurs de I’allele, des troubles cognitifs plus
importants sont observés, notamment concernant la mémoire et les fonctions exécutives
(zade et al., 2013). Des observations similaires sont faites dans des modéles animaux (Johnson
et al., 2017) quand APOE €4 est exprimé chez des souris avec des troubles du métabolisme

glucidique.
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Figure 4 : Manifestations histologiques et cliniques de la maladie d’Alzheimer.

D’un point de vue histologique, on retrouve chez les cerveaux des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer une neurodégénérescence, causant une atrophie de I'hippocampe et du
cortex, avec notamment un rétrécissement des circonvolutions et un élargissement des sillons
corticaux (Figure 4). Cette neurodégénérescence va évoluer vers les aires associatives du

cerveau (Braak and Braak, 1998).
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La maladie d’Alzheimer se caractérise par une atteinte de la mémoire, principalement la
mémoire épisodique et sémantique, mais elle affecte aussi d’autres fonctions cognitives. On
retrouve chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer des troubles du langage et des
fonctions exécutives (Bertoux et al., 2020). Enfin, avec la progression de la maladie, les
patients présentent une perte significative de la réalisation de leurs taches quotidiennes en
autonomie, avec une perturbation voire une suppression de la capacité a effectuer des

activités complexes et plus tard des taches plus simples (Risacher and Saykin, 2013).

Il n’existe pas a ce jour de traitement curatif de la maladie d’Alzheimer, cependant des
médicaments « disease-modifying » ont été développés afin de ralentir la progression de la
maladie, tels que le Donépézil, la Rivastigmine, la Galantamine et la Mémantine (Dossier de

I'Institut Pasteur sur la Maladie d’Alzheimer, 2023).

Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative progressive courante, touchant
prés de 10 millions de personnes dans le monde. L’dge moyen du diagnostic est de 75 ans,
avec une incidence 1,5 plus importante pour les hommes. La prévalence de la maladie a
doublé au cours des 25 derniéres années, et devrait continuer a augmenter du fait du
vieillissement de la population, jusqu’a toucher 1 personne de plus de 45 ans sur 120 en 2030.
Il existe des formes familiales de la maladie de Parkinson, liées a des loci de risque génétique
identifiés, mais elles ne représentent que 10 a 15% des cas. Dans 85 a 90% des cas, on parle
de forme sporadique de la maladie (Santé Publique France, 2018). Dans cette situation, son
apparition est d’origine inconnue, méme si de nombreux facteurs de risques
environnementaux ont été mis en évidence, notamment I'exposition a certains produits
chimiques, en particulier les pesticides, mais aussi la prise de drogues et de certains
antipsychotiques, ainsi qu’un historique de traumatismes craniens. Tous ces facteurs de
risques dits « environnementaux » se combinent a des susceptibilités individuelles, comme
les troubles du métabolisme, qui vont agir en synergie et aboutir a une maladie de Parkinson

(Santé Publique France, France Parkinson).

Sur le plan cellulaire, le développement de la maladie de Parkinson est associé a une
dysfonction mitochondriale et/ou lysosomale, au stress oxydant, a la neuroinflammation et a

la résistance a l'insuline. Ce dernier processus est intéressant a considérer dans le cadre des
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troubles du métabolisme, surtout dans la mesure ou il y a une augmentation du risque de
développer la maladie de Parkinson pour les patients atteints de diabéete de type 2 (Cullinane
et al., 2023). L'incidence de la maladie augmente aussi lorsque plusieurs troubles du
métabolisme sont présents de fagon concomitante (Souza et al., 2021). De plus, chez les
personnes atteintes de la maladie présentant des troubles du métabolisme multiples, la

progression de la maladie est plus rapide et I'age de la mortalité diminue (Suh et al., 2025).

Sur le plan histologique, la maladie de Parkinson se caractérise par une dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la pars compacta de la substance noire et du locus coeruleus,
et par une accumulation de fer. La mort des neurones dopaminergiques peut se faire par
apoptose, nécrose, mais aussi par ferroptose (Mahoney-Sanchez et al., 2022). Un autre
marqueur de la maladie de Parkinson est la présence intracellulaire de corps de Lewy, qui
représentent une agrégation d’a-synucléine (Figure 5). La neurodégénérescence touche en
premier lieu la voie nigro-striée, dans la plupart des cas, mais avec la progression de la
maladie, d’autres circuits neuronaux seront impactés, notamment la voie mésocorticale, la

voie mésolimbique et la voie tubéro-infudibulaire.
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Figure 5 : Mécanismes d’action de la maladie de Parkinson
(adapté d’une illustration de la bibliothéque « Biorender Disease Mechanisms »).

Sur le plan clinique, cette maladie se caractérise par des symptomes moteurs, associés a des
symptdmes non moteurs, tels que la constipation, I'anxiété, la dépression, I'anosmie, la
douleur, I'insomnie ainsi que la psychose et un déclin cognitif pouvant évoluer en démence
(Fearnley and Lees, 1991). Les altérations cognitives induites par la maladie de Parkinson sont

généralement des déficits des fonctions exécutives et visuospatiales, ainsi qu’une diminution
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de I'attention (Sezgin et al., 2019). Toutes les personnes atteintes de la maladie de Parkinson

ne présentent pas tous ces symptdmes dans la méme temporalité ni la méme intensité.

Une prise en charge rapide des symptomes parkinsoniens est nécessaire a la suite du
diagnostic, étant donné qu’on évalue a 60 % la perte des neurones dopaminergiques au
moment du diagnostic. Malgré I'absence de traitement curatif, la Lévodopa (ou L-DOPA),
précurseur de la dopamine, est devenu un traitement symptomatique standard pour la
maladie de Parkinson. Il existe d’autres formes de prise en charge thérapeutiques, comme la
stimulation cérébrale profonde, qui sont cependant plus invasives et conseillées a une
certaine typologie de patients (Ascherio and Schwarzschild, 2016; Hayes, 2019; Kalia and Lang,
2015). D’autres thérapies sont en cours de développement. Du fait de I'importance de la
résistance a l'insuline dans les processus pathologiques induisant la maladie de Parkinson, le
repositionnement de médicaments anti-diabétiques pour cette derniere fait actuellement le
sujet de plusieurs essais cliniques. Des résultats favorables sur la prévention ou tout du moins

le ralentissement du déclin cognitif chez les patients ont été observés (Nowell et al., 2023).

C. CONTRIBUTIONS VASCULAIRES

L'appellation Vascular Cognitive Impairment (ou VCI) rassemble toutes les atteintes
cognitives, du déclin cognitif a la démence, associées a des dysfonctionnements de la
vascularisation cérébrale. Parmi ces derniers, on peut compter des évenements « brutaux »,
tels que les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les micro-infarctus, mais aussi des
pathologies cérébrales constitutives (Dichgans and Leys, 2017). Le terme VCl découle de celui,
plus restreint, de démence vasculaire (Vascular Dementia, VaD). Le VCI est principalement
associé a I'age, et repose sur le fait qu’en vieillissant, I'unité neurogliovasculaire (UNGV),
concept anatomique qui réunit les neurones, les cellules gliales et les vaisseaux, est plus
sensible aux changements fonctionnels développés précédemment dans ce manuscrit, en
particulier les dérégulations du fonctionnement neuronal, la neuroinflammation et le stress
oxydant, qui entrainent une dérégulation du flux sanguin cérébral (Rundek et al., 2022). La
présence de maladies cardio-vasculaires et de troubles métaboliques sont des facteurs de
risque importants pour le développement du VCI, en particulier I'hypertension (Fitzpatrick et

al., 2004). La maladie d’Alzheimer est elle aussi reconnue comme un facteur de risque du VCI

40



(Loeffler, 2021; Zhang et al., 2019), puisqu’elle est associée a un risque plus élevé d’AVC et est

responsable de 30% des cas de démence post-AVC (Jellinger and Attems, 2007).
AVC

L’AVC résulte de I'obstruction ou de la rupture d’un vaisseau sanguin cérébral. Dans le premier
cas, on parle d’AVC ischémique, qui représente 80% des AVC, et dans le second, d’AVC
hémorragique. Dans les deux cas, il peut provoquer des dommages irrémédiables dans le

cerveau et nécessite une prise en charge hospitaliére urgente.

Avec un AVC toutes les 4 minutes en France, ’AVC représente la 1° cause de handicap acquis
chez I'adulte et la 2¢™¢ cause de mortalité (la 1° chez la femme), méme si la mortalité tend a
diminuer avec les nouvelles avancées en termes de prise en charge. Chez les survivants, 40%
souffrent de séquelles graves : motrices, psychologiques ou cognitives (dossier de Puy &

Cordonnier pour I'INSERM, 2019).

L'accélération du déclin cognitif est une conséquence bien connue de I'AVC, le risque de
démence étant multiplié par 5 aprés un épisode, principalement chez les patients agés. La
causalité entre I'AVC et la survenue de la démence est bien décrite : un patient sur dix
développe une démence aprés le premier épisode d’AVC et un sur trois aprés un second
éveénement ou plus (Brainin et al., 2015). Il est a noter que dans un cas sur dix, les patients
étaient préalablement atteints d’'une démence (diagnostiquée ou non). Les parameétres a
prendre en compte dans le développement d’une démence post-AVC sont I'age du patient, la
localisation et le volume de la lésion, le degré de mort tissulaire associée et la présence de

toute autre pathologie cérébrale pré-existante ou découlant de I'épisode.

Les troubles du métabolisme sont des facteurs de risque de survenue de I’AVC, notamment
lorsque plusieurs troubles sont présents en méme temps (Moghadam-Ahmadi et al., 2023). lls
sont de plus des facteurs prédictifs de la récurrence des AVC, et de leur mortalité (Li et al.,
2017). Les troubles cognitifs post-AVC (ou post-stroke cognitive impairment, PSCl) ont une
incidence plus élevée chez les patients présentant des altérations du métabolisme glucidique

(Lee et al., 2023) et une dyslipidémie (Li et al., 2025).
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Maladies constitutives : CSVD et CAA

Il existe plusieurs maladies cérébrovasculaires associées au VCl : on parle de maladies des
petits vaisseaux (ou cerebral small vessel disease, CSVD). Les CSVD sont un ensemble de
pathologies résultant de la détérioration de petits vaisseaux cérébraux, de leur rétrécissement
ou de leur obstruction. Ces altérations peuvent étre la conséquence de la neuroinflammation,
ou encore de I'agrégation de lipides dans la paroi vasculaire, appelées plaques d’athérome.
Elles ont pour conséquence de créer des ischémies localisées, ou micro-infarctus. Ces derniers
se manifestent par des petites Iésions de la matiere blanche (généralement inférieures a 1mm)
et sont diagnostiqués par |'observation de « lacunes », aussi appelées « White Matter
Hyperintensities » (WMH), caractérisées par la présence de petites cavités a I'IRM (séquence
T2), au niveau cortical et sous-cortical (Figure 6). Il est admis que la présence d’un ou deux
micro-infarctus révele en réalité la présence d’une centaine de lésions dans tout le cerveau
(Deramecourt, 2013). La présence de lacunes est cependant courante et augmente avec le
temps : ainsi leur prévalence passerait de 50% a 45 ans, a 95% a 80 ans (de Leeuw et al., 2001;

Wen et al., 2009).

Le nombre de WMH est corrélé positivement a une aggravation du déclin cognitif (Au et al.,
2006; De Reuck et al., 2014; Viswanathan et al., 2007; Wright et al., 2008). Chez les patients
CSVD présentant des troubles du métabolisme multiples, le déclin cognitif est plus prononcé
gue chez les patients ne présentant pas de troubles du métabolisme (Gosalia et al., 2024;

Matic et al., 2019).

Parmi les CSVD, il existe un artériopathie spécifique, parfois associée a la maladie d’Alzheimer,
appelée angiopathie cérébrale amyloide (ou CAA). Elle est caractérisée par des dépdbts de
protéines B-amyloide dans les vaisseaux leptoméningés (Sharma, 2021), comme présenté en
Figure 6E-F. La CAA survient principalement sous forme sporadique chez les personnes agées,
alors que des formes familiales rares surviennent chez des patients plus jeunes et conduisent
généralement a des manifestations cliniques plus sévéres. Cette maladie est maintenant
reconnue comme étant une cause importante d’hémorragie intracérébrale (HIC) chez les
personnes agées, représentant jusqu’a 1/5°™ des HIC spontanées dans ce groupe
démographique. L’hypothése la plus répandue pour expliquer les dépobts de I'amyloide-B a

I'intérieur des vaisseaux repose sur un défaut d’élimination de ces protéines le long du
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drainage vasculaire, associé a un défaut de clairance du systéme nerveux central au niveau du
liquide interstitiel et a une production d’amyloide-p par les neurones (Carare et al., 2013). La
CAA présente diverses manifestations cliniques, en fonction du type de lésions cérébrales
présentes (micro-infarctus, microhémorragies, Iésions de la substance blanche, etc.). La CAA

est ainsi associée a une atrophie cérébrale et a un déclin cognitif, et ce en I'absence d’AVC

symptomatique (Case et al., 2016).

Figure 6 : Les différents marqueurs des CSVD. Exemples de WMH en vue axiale (IRM T2) apres
segmentation manuelle (A, B) ou automatisée (C, D). Hémorragie lobaire secondaire a une
CAA en vue axiale (IRM T2, E). Infiltration de plagues amyloides au sein de la paroi des arteres
dans un cas de CAA, aprés marquage immunohistochimique (F). (Grosu et al., 2021) et de

D. CONTRIBUTIONS METABOLIQUES

Dans la derniére édition du rapport de la commission du Lancet sur la démence (Livingston et
al., 2024), une étude de la fraction attribuable a la population (population attributable
fraction, PAF) sur les facteurs de risque « modifiables » de la démence a été effectuée. Ce
facteur permet de mettre en évidence le pourcentage de réduction du nombre de nouveaux
cas de démence sur une période donnée, si un facteur de risque en particulier était
complétement éliminé. L’hypercholestérolémie, le diabéte de type 2, I'hypertension et
I'obésité font partie des facteurs de risques retenus (Figure 7). Ces maladies métaboliques,
qui sont aussi des facteurs de risque cardio-vasculaire, auraient donc un effet non négligeable

sur la trajectoire du déclin cognitif, en particulier en milieu de vie.
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Figure 7 : Fractions attribuables a la population des facteurs de risque « modifiables » de la
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démence (issu de Livingston et al., 2024).

Le syndrome métabolique est une accumulation de plusieurs troubles du métabolisme, ce qui
entraine une augmentation du risque des maladies cardio-vasculaires, du diabéte et d’AVC.

Méme si les valeurs de références peuvent varier, il est diagnostiqué quand au moins 3 des 5

Syndrome métabolique

facteurs suivants sont présents :

- Obésité viscérale (calculée grace a la circonférence de la taille : 102 cm pour les

hommes et 88 cm pour les femmes)

- Hypertension artérielle (140/90 mmHg ou plus au repos)

- Hyperglycémie (glycémie post-prandiale > 2 g/L ou glycémie a jeun > 1,26 g/L)

- Hypertriglycéridémie (= 150 mg/dL)

- Tauxde cholestérol HDL trop bas (< 40 mg/dL chez les hommes ou < 50 mg/dL chez

les femmes)



La survenue du syndrome métabolique est multifactorielle, associant |'impact de
I'environnement, de [|'alimentation et d’un mode de vie sédentaire, mais aussi des
prédispositions génétiques. Son incidence est en constante augmentation et toucherait plus

de 40 % des plus de 50 ans aux Etats-Unis.

Obésité

D’apres ’'OMS (2024), le surpoids et I'obésité sont définis comme une accumulation anormale
ou excessive de masse grasse, ce qui présente un risque pour la santé (IMC > 25 pour le
surpoids, > 30 pour I'obésité). L'obésité concerne 17 % des adultes en France et 13 % dans le
monde, avec une incidence plus élevée chez la femme. Le nombre de cas d’obésité a presque
triplé depuis 1975, a tel point qu’on parle aujourd’hui d’épidémie. Cela peut étre imputé a des
changements dans les modes d’alimentation, notamment la consommation de repas
industriels et/ou avec une plus grande densité énergétique. Additionnellement, les sociétés
occidentales adoptent de plus en plus des modes de vie sédentaires, avec une réduction de
I'activité physique. Ainsi, il y a un déséquilibre entre les dépenses énergétiques, qui sont trop

faibles, et les apports, trop importants, résultant en cette accumulation de masses grasses.

En cas d’obésité, les adipocytes subissent un changement phénotypique dysfonctionnel et des
cellules immunitaires infiltrent le tissu adipeux blanc (Hotamisligil, 2006). Les adipocytes
inflammés sécretent des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'lL-1 et I'IL-6,
localement, ainsi que vers la circulation (Oliveros et al., 2014). Cette sécrétion continue
constitue une inflammation de bas grade. Ce processus est tres énergivore pour I'organisme,
par son maintien, mais aussi du fait des propriétés leptin-like des cytokines, qui promeuvent
la dépense énergétique quand elles atteignent I’hypophyse (Wallenius et al., 2002).
L'inflammation de bas grade est encore plus présente dans le tissu adipeux viscéral car ce tissu
contient plus de macrophages et ses adipocytes ont une plus grande capacité a I’'hypertrophie

(Altintas et al., 2011).

A travers I'inflammation de bas grade qu’elle provoque, I'obésité va aussi étre responsable de
I'infiltration de lipides dans différents organes, a travers le stockage de lipides dans le cytosol
de certaines cellules qui ne sont pas des adipocytes, sous la forme de gouttelettes lipidiques
(Brok et al., 2018). Quand ces gouttelettes lipidiques s’accumulent de facon anormale dans

les macrophages, ces derniers changent de phénotype et deviennent des cellules spumeuses.
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Dans les vaisseaux sanguins, les cellules spumeuses vont s’agréger dans la paroi de cellules
musculaires lisses et s’organiser autour d’un coeur nécrotique riche en lipides, formant une
plaque d’athérome (Moore et al., 2013, Figure 8). L’accumulation de Iésions d’athérome va
induire une athérosclérose, qui est impliquée dans plusieurs maladies cardio-vasculaires,

puisqu’elle induit une occlusion partielle de la circulation sanguine.

Fatty streak Established lesions Vulnerable plaque Ruptured plaque
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Figure 8 : Etapes de formation de plaques d’athérome (issu de Moore & Tabas, 2011).

De plus, le tissu adipeux a un rble exocrine trés important et contribue a la sécrétion
d’hormones stéroides et en particulier d’cestrogenes (Li et al., 2014). Ainsi, 'obésité va
diminuer I'amplitude du pic de LH (hormone lutéale) ainsi que son taux moyen (Jain et al.,
2007). Elle est aussi responsable d’une dérégulation de I'axe hypothalamo-hypophysaire, ce

gui peut conduire a une dysfonction ovarienne (Kawai et al., 2021).

L'obésité est surtout néfaste par les complications qu’elle entraine. En effet, elle est associée
a 23% des cas de maladies cardio-vasculaires et a 44 % des cas de diabéte de type 2, elle est
aussi corrélée a la survenue de plusieurs cancers, en particulier les cancers des ovaires et de

I’endometre.
Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) correspond a une pression trop élevée dans les vaisseaux
sanguins. Il s’agit de la maladie la plus courante en France, avec un adulte concerné sur 3, son
incidence augmentant avec I'age. Cette maladie, dite « silencieuse », car ne présentant pas de

symptdéme visible, n’est cependant pas anodine, car elle constitue I'une des principales causes
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de complications cardiovasculaires, cérébrovasculaires ou neurodégénératives. En effet, I'HTA
est responsable d’un épaississement et d’une rigidification progressive de la paroi des arteres,
ce qui fait de I'HTA le premier facteur de risque pour I’AVC. De plus, une pression sanguine
constamment élevée va entrainer un surmenage du cceur, qui doit maintenir un débit sanguin
normal, ce qui va conduire a un épaississement de la paroi du ventricule gauche et a une perte
de sa contractilité. Ce phénomeéne, plus communément appelé hypertrophie ventriculaire
gauche, conduit trés souvent a une insuffisance cardiaque quand elle n’est pas maitrisée.
L’hypertension a d’autres comorbidités, pouvant induire des troubles de la vision, une

dysfonction hépatique et une insuffisance rénale (Dossier de 'OMS, 2023).

En plus de I'age, le surpoids, la sédentarité, une consommation élevée en sel, le tabac et
I'alcool sont les facteurs de risque principaux pour I'HTA. Elle peut donc étre réversée
naturellement en changeant les habitudes de vie des patients. Cependant, il est aussi
important de noter qu’elle peut aussi étre associée a certaines maladies chroniques. Dans le
cas ou les mesures hygiéno-diététiques ne seraient pas efficaces, il existe cing classes de
traitements disponibles afin de rééquilibrer la tension artérielle, mais 10 a 30 % des sujets
hypertendus n’y sont pas réceptifs. La recherche de traitements pour I’'HTA résistante est donc

au cceur de la recherche pharmacologique (INSERM, 2017).
Diabéte de type 2

Le diabéte est un trouble de I'assimilation, de I'utilisation et du stockage des sucres provenant
de l'alimentation. Le diabete de type 2 (DT2), plus particulierement, est associé a une
mauvaise assimilation du glucose et une dérégulation de I'action de I'insuline, ce qui conduit
a une hyperglycémie. Le DT2 va se manifester en deux temps : on observe d’abord un
pré-diabete, au cours duquel I'hyperglycémie est liée a une intolérance au glucose
(I'hyperglycémie systémique est constante, les organes n’assimilent pas le glucose en exces),
qui pourra étre compensée en partie par une surproduction d’insuline par les cellules B des
flots de Langerhans du pancréas. Sur le long terme, cette surproduction va avoir deux effets :
I'insulinorésistance (I'insuline est produite en excés et ne permet plus de diminuer la glycémie)
et I'insulinopénie (le pancréas ne peut plus produire I'insuline en quantité suffisante). Dans
les deux cas, on parle alors de DT2 avéré, puisque I'hyperglycémie n’est plus controlée, méme

a distance des repas. Cette forme de diabéte concerne 95 % des patients. Méme s’il est
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reconnu que la survenue du DT2 peut étre associée a des facteurs génétiques, elle est le plus

souvent causée par le surpoids et la sédentarité.

Les troubles du métabolisme du glucose impactent particulierement les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins qui sont a l'interface entre les organes et le sang circulant. On observe
une dysfonction endothéliale associée a I’hyperglycémie, causée par I'accumulation de
dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS) mais aussi aux produits de glycation avancée (Advanced
Glycation End products ou AGEs). Les AGEs sont formés par la glycation des groupes amines
de protéines endothéliales intracellulaires (Giardino et al., 1994), ce qui va déréguler
I'adhésion des cellules avec la membrane extra-cellulaire et peut méme modifier les protéines
plasmatiques (Figueroa et al., 2014). La dysfonction endothéliale associée a I'hyperglycémie
est a l'origine de plusieurs processus pathologiques, notamment une diminution de la
vasodilatation dépendante de I’endothélium, liée a une diminution de la disponibilité d’agents
vasodilatateurs produits par les cellules endothéliales (Shi and Vanhoutte, 2017; Wang et al.,
2012); une dérégulation de I'angiogenese (Martin et al., 2003) ; ainsi qu’une augmentation de

la production de molécules inflammatoires (Clyne, 2021).

Les troubles du métabolisme peuvent-ils a eux seuls induire un déclin

cognitif ?

Peu de liens concrets sont suggérés pour expliquer la relation entre le syndrome métabolique
et le déclin cognitif : I'inflammation et la dysfonction endothéliale sont parfois mentionnées,
mais il est intéressant de noter que ces deux facteurs sont dépendants de la circulation et des

vaisseaux sanguins, qui font la continuité entre la périphérie et le systéme nerveux central.
Données cliniques

Le syndrome métabolique est a I'origine de nombreux travaux épidémiologiques. Le lien entre
la présence de multiples troubles du métabolisme et le déclin cognitif est en réalité connu
depuis maintenant prés de 20 ans (Kivipelto et al., 2006). La présence d’hypertension et
d’obésité en milieu de vie semble étre associée a une détérioration des performances des
fonctions exécutives. De méme, le diabete et le tabagisme sont associés a une atrophie
cérébrale et hippocampique (Debette, 2013). La présence concomitante de plusieurs facteurs

de risque cardio-vasculaires en milieu de vie est aussi associée a une augmentation du risque
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de démence plus tard dans la vie (Francis and Stevenson, 2013; Whitmer et al., 2005), avec
une aggravation plus précoce et plus rapide du déclin cognitif (Ma et al., 2020), Figure 9). Les
fonctions cognitives altérées seraient |'attention, la vitesse de traitement de I'information, le
langage, les fonctions exécutives, la mémoire de travail et la mémoire épisodique (Dik et al.,
2007; Raffaitin et al., 2011; Roriz-Cruz et al., 2007). Plusieurs cohortes ont montré que la prise
en charge des troubles du métabolisme était bénéfique pour lutter contre le déclin cognitif,

tant que cette prise en charge est réalisée suffisamment précocement (Yaffe et al., 2021).
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Figure 9: Les effets supposés de la lutte contre les facteurs de risques de la démence
(issu de Livingston et al., 2024).

Modeles pré-cliniques

L'utilisation d’'un modéle expérimental afin d’étudier le lien entre les troubles du métabolisme
et le déclin cognitif est nécessaire afin de pouvoir utiliser des techniques invasives,
incompatibles avec le soin des patients et sans attendre de devoir faire des études post-
mortem. Dans la mesure ou les troubles du métabolisme sont trés fortement liés, le choix du
modele expérimental est une question non négligeable. Les modeles murins pré-cliniques sont

les plus souvent utilisés, notamment les souris C57BI6/] et les rats Sprague-Dawley ou Wistar.
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MODELES GENETIQUEMENT MODIFIES

La bonne connaissance du génome murin a tres vite permis le développement de modeles
génétiquement modifiés, notamment pour la reproduction des troubles du métabolisme. Ces
modeéles sont trés souvent utilisés, en particulier car ils permettent la mise en place rapide de
ces maladies, et donc de réduire la durée des protocoles expérimentaux. En revanche, méme
si ces modeles permettent de mettre en évidence des mécanismes moléculaires a I’origine de
certaines maladies métaboliques, ces mutations sont trés rarement présentes chez 'Homme,

ce qui en font des modeles d’étude physiopathologique moins translationnels.

Parmi les modéles génétiguement modifiés les plus utilisés pour de reproduire les troubles du
métabolisme, on peut citer les rats fa/fa ou ZF (Zucker Fatty, Kava, Greenwood, & Johnson,
1990), ZDF (Zucker Diabetic Fatty), les souris db/db ou ob/ob (Shiota and Printz, 2012; Suriano
etal., 2021).

OB/OB ob/ob

Figure 10 : lllustration de I'apparence d’une souris normale (OB/OB) et d’une souris portant
la mutation ob/ob (issu de Erickson et al., 1996).

L'utilisation de modeéles reposant sur la mutation du géne de la leptine (Ob) ou de son
récepteur (Db), a trés bien été décrite dans la littérature (Wong et al., 2016). La leptine est
une hormone sécrétée par les adipocytes matures du tissu adipeux blanc. Son effet est décrit
comme anorexigene, puisqu’elle diminue la prise alimentaire et augmente la dépense
énergétique, en agissant au niveau des neurones du noyau arqué de I'"hypothalamus (Heng et

al., 2022). Ainsi, on retrouve communément une hyperleptinémie, ainsi qu’une résistance a la
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leptine chez les personnes en obésité (Lloret et al., 2019). En effet, dans les modeéles ob/ob et
db/db, les voies intra-cellulaires normalement activées par la leptine ne le sont pas, du fait
d’un défaut d’expression de la leptine (ob/ob) ou de son récepteur (db/db), provoquant une
hyperphagie et une diminution de la dépense énergétique, et par conséquent leur obésité
(Figure 10). En quelques semaines, ces animaux vont présenter des troubles cognitifs
importants, ce qui a permis de mettre en évidence un lien entre I'hyperleptinémie chronique

et la maladie d’Alzheimer (Bonda et al., 2014).

MODELES INDUITS PHARMACOLOGIQUEMENT

L'enrichissement de I'alimentation des animaux avec des médicaments pouvant influencer le
développement de perturbations métaboliques est aussi une méthode utilisée dans la
littérature. Parmi les 4 classes de médicaments pouvant causer des maladies métaboliques
(Scheen and Feve, 2022), les glucocorticoides sont particulierement intéressants car il
provoque un gain de poids, de l'intolérance au glucose et I'altération de I’'homéostasie
calcique, a I'origine de plusieurs troubles du métabolisme. Il existe aussi un modele d’injection
de Streptozotocine, qui va détruire les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, mais

dont le phénotype est plus proche du diabéete de type 1 (Wu and Yan, 2015).

MODELES BASES SUR L’ALIMENTATION

De facon similaire a ’'Homme, la prise d’une alimentation riche en matieres grasses et/ou en
sucres peut induire le développement de troubles du métabolisme. L’ajout de fructose ou de
graisses (animales ou végétales) est ainsi souvent retrouvé dans les modéles expérimentaux,
seuls ou combinés (Wong et al., 2016). Ces modeéles sont trés souvent utilisés car ils
permettent une installation plus progressive des troubles du métabolisme que les modéles

génétiques ou pharmacologiques.

Le fructose, naturellement retrouvé dans les fruits, est utilisé par I'industrie agro-alimentaire
comme exhausteur de go(t. Il est aujourd’hui consommé par ’lhomme de fagon excessive par
la globalisation des boissons artificielles et d’aliments sucrés transformés. L’utilisation d’un
modele « High Fructose » (10 % de fructose dans I'eau de boisson) pendant 8 semaines
provoque une prise de poids, une accumulation de triglycérides et de cholestérol, de
I’hyperglycémie et de I’hypertension chez des rats Wistar (Mahmoud and Elshazly, 2014). Dans

le cas des régimes riches en sucrose - sucre composé d’'une molécule de glucose et d’'une
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molécule de fructose - il a été mis en évidence que les effets obésogénes et hyperglycémiques
induits étaient liés au fructose, comme une prise de poids importante, I'hyperglycémie et la

résistance a I'insuline, mais aussi le stress oxydant (Wong et al., 2016).

De nombreuses études ont utilisé des régimes ou les graisses apportent entre 20 et 60 % de
I’énergie totale. La source du composant gras est alors soit d’origine végétale (huile de mais,
de carthame...), soit d’origine animale (suif, saindoux de boeuf, graisse de volaille...). Ces
régimes ont largement été utilisés pour induire I'obésité chez les animaux, mais ils favorisent
également I'’hyperglycémie, la résistance a l'insuline, la dyslipidémie et 'augmentation des

acides gras libres dans le sang, soit indépendamment soit simultanément.

Il est intéressant de noter qu’il existe un dysmorphisme sexuel dans le développement des
troubles du métabolisme : en effet, dans les modeles de souris, les femelles ont tendance a
développer de facon moindre I'obésité, I'hyperglycémie, la dyslipidémie et I’hypertension,
alors que ces maladies sont présentes chez leurs congéneres males (Gallou-Kabani et al., 2007;
Halade et al., 2010). La teneur et le type de gras, ainsi que la durée et I’dge de mise en place
du régime sont aussi des éléments a prendre en considération avant de mettre en place ce

type de modele.

De nombreuses études ont montré que les régimes enrichis en fructose ou en graisses, en
particulier les graisses d’origine animale, avaient des effets néfastes sur la cognition (Beilharz

et al., 2015; Farooqui et al., 2012).

Choix de notre modele d’étude

Afin de mieux comprendre comment sont associés les troubles du métabolisme et le déclin
cognitif, notre équipe de recherche a développé un modéle murin basé sur des souris males
C57BI6/J, sous un régime enrichi en graisses animales (High Fat Diet, HFD), suivi sur une durée
de 12 mois (Pétrault et al., 2019). Une régression linéaire enter le poids corporel et le poids
des masses adipeuses viscérales a permis de mettre en évidence une stratification des
animaux en catégories de poids : les souris de poids normal, les souris en surpoids et les souris
obéses. Aprés 6 mois de régime HFD, le poids corporel des souris est significativement
augmenté, de telle sorte qu’un quart de ce groupe est obése. Ces animaux présentent des

troubles du métabolisme lipidique et glucidique, comme une hypercholestérolémie, une
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stéatose hépatique, une augmentation significative de leur adiposité viscérale ; ainsi que des
troubles du métabolisme lipidique, notamment une hyperglycémie a jeun et une intolérance
au glucose. De plus, un déclin cognitif a été mis en évidence, portant sur la mémoire de
reconnaissance visuelle a court terme, évaluée a I'aide du test de reconnaissance d’objet
nouveau (NOR) et la flexibilité de la mémoire, évaluée lors de la seconde semaine du test du
labyrinthe de Barnes (Figure 11A-B). Au méme temps d’étude, une dysfonction de la dilatation
des artérioles intra-parenchymateuses et piales est observée suite a I'application de carbachol

chez les souris HFD (Figure 11C-E).
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Figure 11 : Altérations cognitives et cérébrovasculaires observées dans notre modele (issu
de Pétrault et al., 2019). A. La mémoire de reconnaissance visuelle a été évaluée a 'aide du
NOR. La ligne en pointillés représente une diminution de 50 % de cette fonction cognitive. B.
La flexibilité de la mémoire a été évaluée lors de la seconde semaine du Labyrinthe de Barnes.
La figure représente le temps passé dans le quadrant cible (targ) et dans le quadrant opposé
(opp). Pour A et B, les résultats sont exprimés en fonction du régime (a gauche) et des
catégories de poids (a droite). C. La vasoréactivité de I'artere cérébrale moyenne a été évaluée
grace a l'artériographe d’Halpern, suite a I'application de carbachol 0,1 uM. D et E. La
vasoréactivité des artérioles intra-parenchymateuses a été évaluée de facon similaire dans le
cortex pré-frontal (D) et I’hippocampe (E). Les données sont exprimées en moyenne * S.E.M.
L’analyse statistique a été faite avec une ANOVA a deux facteurs : §§§p < 0,01, §§p < 0,01,
§ p < 0,05 pour I'effet du régime, ainsi qu’avec une ANOVA a un facteur : £££f p < 0,001 et
fp < 0,05 pour l'effet de la prise de poids. L'analyse post-hoc de Tukey a été réalisée :
*p <0,05, **p<0,01, *** p < 0,001 pour la comparaison ND .vs HFD et pour la comparaison
avec la catégorie « Poids standard ».
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Figure 12: Evolution des fonctions cognitives au cours du temps, sur la base d’'un
vieillissement physiologique (en vert), puis a la suite d’'un événement brutal (en orange),
pendant une pathologie progressive (en violet) ou en présence de facteurs de risques
vasculaires et métaboliques (adapté de Leys et al., 2017).
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DECLIN COGNITIF

Le déclin cognitif, véritable enjeu de santé publique, s’accentue physiologiquement
avec I'age. En raison du vieillissement, de nombreux changements moléculaires et cellulaires
s’opérent dans le cerveau. Ces derniers peuvent étre aggravés par des protéinopathies, dans
le cas des maladies neurodégénératives, d’évenements « brutaux », comme I’AVC, mais aussi
du fait de la présence de facteurs de risques dits « modifiables », sur lesquels on peut
intervenir avant que le déclin cognitif ne devienne pathologique. Les troubles du métabolisme

constituent une part importante de ces facteurs de risques.

Ces maladies sont considérées comme des facteurs de risques « modifiables » : en
effet, elles sont associées a une mauvaise hygiene de vie. Ainsi, la mise en place de mesures
hygiéno-diététiques comme la perte de poids, la pratique d’une activité physique réguliere
adaptée et un régime alimentaire équilibré sont souvent les initiatives thérapeutiques de
premiére intention afin de résoudre ces troubles du métabolisme et prévenir une accélération

pathologique du déclin cognitif (Figure 12).

Les modeéles pré-cliniques modifiant le régime alimentaire pourraient permettre de
mieux comprendre en quoi des maladies métaboliques périphériques peuvent altérer le
fonctionnement cérébral. Un autre argument est la pertinence de ces modeéles pour la mise
en place de points de surveillance de la population. Dans notre modele, nous avons retrouvé
a M6 un syndrome métabolique, un déclin cognitif, ainsi qu’une dysfonction de la dilatation
des artérioles intra-parenchymateuses et des arteres piales. L’absence de signes indiquant
une rupture de la barriere hémato-encéphalique (BHE) et d’atrophie cérébrale écarte
I’hypothese d’accidents vasculaires cérébraux et de neurodégénération. L’hypothese retenue
pour expliquer le lien entre toutes ces manifestations cliniques suggere la présence d’'un
découplage neurogliovasculaire. L'unité neurogliovasculaire fait la jonction entre la circulation
sanguine périphérique et le systeme nerveux central. Elle peut donc constituer I'élément

central des liens entre les troubles du métabolisme et le déclin cognitif.
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Il - ORGANISATION DE L'UNITE NEUROGLIOVASCULAIRE

L'unité neurogliovasculaire est un concept anatomique qui a pu étre défini grace aux
différentes avancées technologiques, de la coloration au nitrate d’argent de Camillo Golgi et
de Santiago Ramodn y Cajal, aux techniques d’imagerie modernes. On lui reconnait aujourd’hui
une complexité extraordinaire puisqu’il existe une coopération fonctionnelle entre tous ses
protagonistes, indispensable au bon fonctionnement du cerveau. L'unité neurogliovasculaire
est composée des neurones, de cellules gliales particulieres appelées astrocytes, et des

vaisseaux sanguins (Figure 13).

UNITE NEUROGLIOVASCULAIRE

B =
Péricyte
Astrocyte
\ > Capillaire
Cellule endothéliale
Neurone > Artériole
Cellule musculaire lisse

Figure 13 : L'unité neurogliovasculaire et ses principaux acteurs.

1. NEURONES

A. DEFINITION

Les neurones sont les unités fondamentales du systéme nerveux central (SNC). Les neurones
(Figure 14A-B) sont des cellules électriquement excitables, spécialisées dans le traitement, la
réception et la transmission des informations vers d’autres cellules du systéme nerveux. On
estime que le cerveau humain est composé d’environ cent milliards de neurones. Les
neurones sont constitués de trois parties: le corps cellulaire, I'axone et les dendrites

(Figure 14C).
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NEURONE MULTIPOLAIRE

Arborisation

Epine dendritique dendritique

Noyau
Corps cellulaire

Dendrite

Cone d'émergence
> Axone

Bouton synaptique

Figure 14 : Le neurone. A. Neurone de la corne d’Ammon. Coupes de cerveau de lapin
imprégnées de coloration de Golgi, issues de « pes Hippocampi major », adapté de Bentivoglio
et al., 2019. B. Représentation d’un neurone pyramidal de lapin par Ramén y Cajal, adapté de
“Textura del sistema nervioso del hombre y de los vertebrados », 1899, p.48. C. Schéma
représentant les différentes parties composant un neurone multipolaire.

B. NEUROTRANSMISSION
Propriétés électriques

En 1791, Luigi Galvani a montré que la communication des informations, au sein du systéme
nerveux, reposait sur des impulsions électriques. Plus tard, il a été montré que les neurones
sont des cellules capables d’électrogénese, c’est-a-dire de générer un courant électrique. De
plus, ils sont excitables électriquement. Lors de I'excitation neuronale, cette différence de
potentiel va diminuer (phénomene appelé dépolarisation), jusqu’a atteindre un seuil qui va
déclencher un potentiel d’action. Le potentiel d’action est une variation transitoire (quelques

millisecondes) du potentiel de membrane du neurone.

Le potentiel d’action va se propager tout au long de I'axone. Pour les axones myélinisés,
I'axone est recouvert d’'une gaine de myéline, qui correspond a I'enroulement de cellules
gliales spécialisées, les oligodendrocytes (dans le SNC) ou les cellules de Schwann (dans le
SNP). Cet enroulement forme une surface membranaire épaisse, appelée manchon. Les
manchons sont séparés par un espace dénué d’oligodendrocyte, appelé nceud de Ranvier. Sur

les axones myélinisés, le potentiel d’action va donc se propager de nceud de Ranvier en nosud
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de Ranvier, on parle de propagation régénérative du potentiel d’action, plus communément
appelée propagation saltatoire. La propagation du potentiel d’action se fait différemment

pour les axones non myélinisés : de proche en proche, ou propagation électrotonique.
Neurotransmetteurs

La neurotransmission est le phénomene par lequel I'information électrique, conduite par les
potentiels d’action d’'un premier neurone, dit pré-synaptique, va étre transmise a une autre
cellule, dite post-synaptique. L'espace de communication entre ces cellules est appelée la
synapse. |l existe deux types de synapses, la plus courante étant la synapse chimique, pour
laquelle I'intermédiaire est un neurotransmetteur. Ces intermédiaires sont nécessaires, dans
la mesure od, il existe, dans les synapses chimiques, un espace de quelques nanometres entre
les expansions neuronales et la cellule post-synaptique, qui ne permet pas une continuité de
la conduction électrique. Dans le second type de synapse, dites électriques, les neurones pré-
et post-synaptiques sont directement liés par des jonctions GAP, qui permettent au courant
électrique de passer directement d’un neurone a l'autre, sans intermédiaire. Chaque neurone
peut former jusqu’a 100 000 synapses, soit avec d’autres neurones, soit avec d’autres types

cellulaires (astrocytes, cellules glandulaires ou cellules musculaires).

FONCTIONNEMENT DE LA SYNAPSE CHIMIQUE

Neurone pré-synaptique Neurone post-synaptique

Synapse

Figure 15 : Fonctionnement d’une synapse chimique. 1. A 'arrivée d’un potentiel d’action, il
y a une entrée de calcium dans I'expansion pré-synaptique. 2. Le gradient de calcium
déclenche I'exocytose de vésicules, libérant les neurotransmetteurs dans la synapse. 3. Ces
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neurotransmetteurs sont captés par des récepteurs spécifiques, a la membrane de I'élément
post-synaptique, ce qui déclenche une cascade intra-cellulaire qui sera intégrée par le soma.

Comme montré en Figure 15, lors de 'arrivée d’un potentiel d’action, une forte augmentation
de la concentration en calcium dans le bouton pré-synaptique provoque lI'exocytose de
vésicules contenant le neurotransmetteur, qui va étre libéré dans la fente synaptique puis
capté au niveau du neurone post-synaptique par des récepteurs spécifiques, déterminant

ainsi le type de réponse.

Selon la loi de Dale, on ne retrouve dans un neurone qu’un seul neurotransmetteur, dit
« classique ». Différents types de molécules jouent un réle dans la neurotransmission et sont

classés en fonction de leur structure chimique, comme décrit dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Classification des neurotransmetteurs.

Acides aminés Amines biogénes

Excitateurs Inhibiteurs Catécholamines  Indolamines
Glutamate Acide y- Dopamine Sérotonine Substance P Lipides
aminobutyrique endogénes
(GABA) (cannabinoides)
Acétyl choline Glycine Noradrénaline Histamine Endorphines, Gaz (NO, CO)
Enképhalines
Adrénaline Neuropeptide Y Purines
(adénosine, ATP,
GTP)
Neurohormones

(cortisol, mélatonine,
hormones sexuelles)

On considere que 60 a 80% des neurones du cerveau humain expriment et libérent soit
I'acide y-aminobutyrique (GABA), soit le glutamate. Cette proportion augmente d’autant plus
dans le cortex préfrontal, ou les neurones sont majoritairement glutamatergiques,

excitateurs, ou GABAergiques, interneurones inhibiteurs.
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C. VASOREACTIVITE

Les neurones ont un réle d’initiation dans la régulation du flux sanguin cérébral, puisqu’ils
sécretent des signaux vasoactifs dirigés directement ou indirectement vers les vaisseaux
sanguins (Attwell et al., 2010; Filosa et al., 2006; Mishra et al., 2016). En effet, au moment de
I'activité neuronale, plusieurs molécules peuvent étre libérées, notamment un
neurotransmetteur : le glutamate. Le glutamate agit sur les neurones par I'intermédiaire de
récepteurs ionotropiques (NMDA et AMPA), permettant la production rapide de molécules
vasodilatatrices ; mais il agit aussi indirectement a travers les astrocytes suite a sa fixation a
des récepteurs métabotropiques (mGIluRs) ou a des transporteurs EAAT1/2 ( ).
L’activité neuronale va aussi conduire a la production d’adénosine, sous forme d’ATP ou
d’ADP, qui ont aussi une action vasodilatatrice suite a leur fixation a des récepteurs
purinergiques astrocytaux ( ); de méme que le potassium (K+), dont la
concentration extra-cellulaire augmente a la suite des potentiels d’action, ce qui va agir sur

I’endothélium des vaisseaux sanguins ( ).

Les molécules vasoactives produites par les neurones dépendent de leur type cellulaire. La
stimulation de vibrisses a permis d’induire une augmentation du flux sanguin dans le cortex
somato-sensoriel, qui était associée a la production de PGE2 par les neurones pyramidaux
thalamiques (Lecrux et al., 2011), mais ce fonctionnement a aussi été observée dans le cortex
pré-frontal (Lacroix et al., 2015) et dans I’hippocampe. L’activation du cortex somatosenoriel
active aussi des interneurones (Lecrux et al., 2011). En fonction de leur type, les interneurones
produisent des vasomodulateurs qui peuvent étre soit vasoconstricteurs, comme le NPY ; ou
vasodilatateurs, comme le NO ou le VIP (Cauli et al., 2004). Les interneurones agissent aussi
sur la vasoréactivité a travers leur production de GABA, par l'intermédiaire des GABAR

astrocytaires (Lia et al., 2019).

2. CELLULES GLIALES

Les cellules gliales tirent leur nom du grec « yAia » (glia), qui signifie « colle ». Ce sont en effet
les cellules de soutien du systeme nerveux, puisqu’elles permettent de créer un réseau cohésif
de neurones. Elles ont cependant d’autres réles primordiaux pour le bon fonctionnement

cérébral, sur le plan du métabolisme et du maintien de ’lhoméostasie, de I'immunité, de la
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neurotransmission. Elles participent de plus a la formation de la barriere hémato-
encéphalique (BHE), ce qui traduit un réle dans la protection du systéeme nerveux central et

leur permet de participer au couplage neurogliovasculaire.

On estime qu’il y a environ 87 milliards de cellules gliales dans le cerveau humain, ce qui
s’approche du nombre de neurones (Herculano-Houzel, 2014). Ce sont des cellules a forte
fréquence mitotique, cependant leur production de novo est aussi hautement régulée,
notamment en association avec diverses morts cellulaires (apoptose, ferroptose, etc.). Dans
le systéme nerveux humain, on retrouve quatre types de cellules gliales aux fonctions

spécialisées (Tableau 2).

Tableau 2 : Récapitulatif des différentes cellules gliales et de leurs fonctions.

* Formationde la gaine de myéline
Oligodendrocyte * Maintien des axones

* Sécrétiondu liquide cérébro-spinal

Ependymocyte
* Réponseimmunitaire
Microglie AT
* Formation et maintien de la BHE
* Intermédiaire métabolique pour les
neurones
Astrocyte

* Neurotransmission
¢ Régulation du flux sanguin cérébral

A. OLIGODENDROCYTES

Les oligodendrocytes sont des cellules gliales qui présentent peu de prolongements, qui vont
s’enrouler autour des faisceaux axonaux, en formant la gaine de myéline pour les isoler
électriqguement. La gaine de myéline permet la conduction saltatoire des signaux électriques,
et donc une vitesse de conduction plus élevée. Elle participe aussi au développement des

faisceaux axonaux et a la maintenance des axones.

Les oligodendrocytes ont des équivalents dans le systeme nerveux périphérique (SNP),

appelées cellules de Schwann.

61



B. EPENDYMOCYTES

Les épendymocytes sont des cellules qui tapissent les ventricules du cerveau. Ces cellules
sécretent, font circuler et maintiennent I'intégrité du liquide cérébro-spinal. Elles c6toient des
cellules souches neurales au sein de I'épithélium de la zone sous-ventriculaire (ZSV, (Fratini et
al., 2015). Les épendymocytes ont aussi la capacité de se différencier en astrocytes en cas de

lésion de la moelle épiniére (Meletis et al., 2008).

C. MICROGLIE

Les cellules microgliales sont des cellules polymorphes et mobiles, d’origine hématopoiétique
(Legendre and Le Corronc, 2014; McKercher et al., 1996). Ce sont les cellules de I'immunité
innée du cerveau. Elles constituent la premiére réponse cellulaire face a l'infiltration des
agents pathogénes ou toxiques. En conditions physiologiques, les cellules microgliales
possédent un treés petit corps cellulaire, mais une dense arborisation de prolongements qui
leur permettent de « surveiller » leur microenvironnement (Nimmerjahn et al., 2005).
Lorsqu’elles détectent un agent pathogéne ou lésionnel a proximité, elles vont s’activer, ce
qui résultera en des changements moléculaires et morphologiques : leur corps cellulaire va
devenir plus grand et rond, et leurs ramifications plus courtes et moins nombreuses (Hanisch
and Kettenmann, 2007). Sous cette forme amiboide, la microglie peut se déplacer vers la cible
et est capable de phagocytose et de libérer des molécules pro- et anti-inflammatoires. Ainsi,

les cellules microgliales sont considérées comme les macrophages résidents du SNC.

La microglie communique avec les neurones et les astrocytes (Kettenmann et al., 2011;
Tremblay et al.,, 2010) et peut jouer un role dans I'activité synaptique en sécrétant des
molécules de la neurotransmission (Csadszar et al., 2022; Czapski and Strosznajder, 2021;
Pascual et al., 2012). La dysfonction de la microglie est impliquée dans plusieurs pathologies
neurologiques, notamment la maladie d’Alzheimer (Huang et al., 2023) et la sclérose en

plaques (Guerrero and Sicotte, 2020).

D. ASTROCYTES

Les astrocytes (du grec, « dotpov » (astro) = étoile, et « kUtog » (cyte) = cellule), sont des
cellules gliales en forme d’étoile, dont le réseau forme une structure de soutien du systéme
nerveux central. Leurs nombreux prolongements leur permettent d’établir des contacts entre
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eux, ainsi qu’avec d’autres structures comme les vaisseaux sanguins (glia limitans
perivascularis) ou la pie-mere (glia limitans supifercialis), créant ainsi un maillage maintenant

les neurones en place.

1 pm Pancross/cup Javon B0 65 17/0 RDMEF

Figure 16 : Image en microscopie électronique de pieds astrocytaires (en rouge) entourant
les vaisseaux sanguins.

Les pieds astrocytaires, terminaisons de leurs prolongements, recouvrent la quasi-entiereté
de la surface externe des vaisseaux sanguins cérébraux intra-parenchymateux (Figure 16), en
s’apposant a leur matrice extra-cellulaire (Filosa and Iddings, 2013). Cette organisation se
développe au cours de la prolifération astrocytaire (pendant la période péri-natale chez
I’humain et post-natale chez les rongeurs), de facon concomitante avec la complexification de
I’arborisation vasculaire (Marin-Padilla, 2012; Zhao et al., 2015). Plusieurs études pré-cliniques
ont d’ailleurs montré que la prolifération astrocytaire et I’angiogenése sont inter-
dépendantes (Ma et al., 2012; O’Sullivan et al., 2017). Cette structure représente la barriere
hémato-encéphalique (Figure 17). Outre leur action de protection et leur réle métabolique
dans le SNC, les astrocytes ont aussi des fonctions essentielles dans le fonctionnement

cérébral, a savoir, dans la neurotransmission, la vasomotricité et la neuroinflammation.
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A BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE

\ \ ,Neurone

Astrocyte

= PSS etraee.
Vaisseau sanguin

Figure 17 : La barriere hémato-encéphalique. A. Les pieds astrocytaires entourent la quasi-
totalité de la surface externe des vaisseaux sanguins, les neurones ayant aussi quelques
contacts directs avec les vaisseaux. B. Image confocale d’un astrocyte (en bleu clair)
interagissant avec des capillaires (en orange). C. Section d’un capillaire cérébral obtenue en
microscopie électronique en transmission. L'astrocyte (en bleu clair), s’entoure autour du
vaisseau. B et C sont issues de (Escartin et al., 2021; Poulot-Becq-Giraudon et al., 2022 ; Diaz-
Castro et al., 2023).

Role dans la neurotransmission

Les pieds astrocytaires, apposés au niveau des terminaisons neuronales pré- et post-
synaptiques, sont appelés éléments extra-synaptiques : on parle ainsi de synapses tripartites
(Araque et al., 1999). Les astrocytes contribuent ainsi a I'activité de la synapse, de facon
indirecte, par la synthése et la recapture de certains neurotransmetteurs, comme le glutamate
et le GABA. lIs participent aussi de facon directe a la neurotransmission synaptique, puisqu’ils
présentent a leur surface des récepteurs spécifiques et sont capables de produire des
neurotransmetteurs pré-synaptiques comme le glutamate et le GABA, ou d’autres agonistes,
appelés gliotransmetteurs, comme I’ATP (Adénosine Triphosphate), le lactate ou la D-Sérine
(Noriega-Prieto and Araque, 2021; Perea et al., 2009; Pérez-Alvarez and Araque, 2013;
Scofield, 2018).
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Fonction vasomotrice

Le réle des astrocytes dans la vasoréactivité cérébrale a été mise au jour suite aux travaux de
Zonta et collaborateurs en 2003, qui ont montré le réle essentiel de I'augmentation de la
concentration intra-cellulaire en Ca?* suite a I'activation de récepteurs métabotropiques au
glutamate (mGIuRs) de type | astrocytaux (Zonta et al., 2003a) ainsi que I'implication de
I'activité d’une enzyme astrocytaire : la cyclooxygénase de type | (COX I) (Zonta et al., 2003b),

dans la vasodilatation.

D’autres équipes ont plus tard mis en évidence que |'activation astrocytaire avait tendance a
induire au contraire une vasoconstriction (Metea and Newman, 2006), posant la base d’une
premiere controverse dans |'implication des astrocytes dans la vasoréactivité cérébrale.
Aujourd’hui, aprés une multitude de travaux et de modeles expérimentauy, il est supposé
qgu’in vivo, les astrocytes ont tendance a induire une vasodilatation des microvaisseaux
cérébraux dans des conditions physiologiques (Takano et al., 2006). En revanche, des
altérations mécaniques, telles qu’une diminution du tonus myogénique, ou métaboliques,
comme une augmentation de I'oxygénation, vont avoir tendance a favoriser I'induction d’'une
vasoconstriction. L'oxygénation a en effet un réle prépondérant dans I'équilibre des réactions
enzymatiques de COX I, et une diminution de celle-ci peut modifier les métabolites qui

résultent de son activation (Gordon et al., 2011).

L'implication des astrocytes dans la vasoréactivité cérébrale a plus tard été remise en question
du fait de I'implication des mGluRs et de la durée de latence de réponse astrocytaire, suite a
I'activation neuronale (Cauli and Hamel, 2018; Lia et al., 2023). D’abord, il semblerait qu’a
I’age adulte, les mammiféres n’expriment plus les mGluR de type | (Sun et al., 2013). De plus,
I'application d’un antagoniste spécifique de mGIuR5 n’a pas altéré le couplage
neurogliovasculaire (Calcinaghi et al., 2011). Il a été mis en évidence que des mGIuR de type Il
sont exprimés a l'dge adulte et qu’ils permettraient d’augmenter la concentration
intra-cellulaire en Ca?*, aboutissant a une vasodilatation (Panatier and Robitaille, 2016).
Cependant, I'activation des récepteurs métabotropiques, qui, puisqu’ils sont couplés a une
protéine G, est allongée, ce qui ne correspond pas aux réponses vasoactives observées in vivo
(Nizar et al., 2013). Ces récepteurs pourraient donc intervenir dans le maintien de la réponse

vasoactive, mais pas dans son initiation.
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De plus, I'importance de 'augmentation intracellulaire astrocytaire en Ca?*, suite a I'activation
de récepteurs métabotropiques ne fait pas non plus I'unanimité au sein de la communauté
scientifique. Effectivement, on observe toujours une augmentation du flux sanguin cérébral,
suite a une stimulation somatosensorielle chez des souris IP3R2-KO (Nizar et al., 2013; Takata
et al., 2013) et plus récemment aprés une stimulation optogénétique astrocytaire dans ce
méme modele (Vittani et al., 2025). Or, ce récepteur serait la seule source d’augmentation du
calcium cytosolique chez les astrocytes, suite a I'activation de mGluRs, la suppression de ce
récepteur entrainerait donc I'abolition totale d’'une augmentation de la concentration
calcique astrocytaire. |l s’avére cependant que des signaux calciques résiduels pourraient étre
observés chez des souris IP3R2-KO, grace a des indicateurs de calcium génétiquement encodés,
spécifiguement dans les processus et les pieds astrocytaires (Del Franco et al., 2022; Okubo et

al., 2019; Srinivasan et al., 2015), ou est exprimée COX |, notamment.

De plus, des réponses calciques rapides, induisant une vasodilatation, peuvent se mettre en
place dans les processus astrocytaires et en particulier dans les pieds astrocytaires (Lind et al.,
2018; Otsu et al., 2015). L'origine de ces mouvements calciques intra-astrocytaires est
toujours inconnue, mais elle pourrait étre liée a la libération de glutamate par les neurones,
qui activerait des transporteurs au glutamate EAAT1/2 astrocytaires. Ces transporteurs sont
couplés a d’autres transporteurs cationiques, dont la suppression a un effet négatif sur le

couplage neurogliovasculaire (Robinson and Jackson, 2016), ce qui soutient cette hypothese.
Role dans la neuroinflammation

Enfin, en cas de |ésion du SNC, de pathologie ou plus généralement de neuroinflammation, les
astrocytes subissent des changements morphologiques et fonctionnels, afin de remodeler
leurs fonctions moléculaires (Escartin et al., 2021; Poulot-Becqg-Giraudon et al., 2022). Ces
« astrocytes réactifs » peuvent participer a des phénomeénes de cicatrisation ou de réparation
de la BHE, mais ils peuvent aussi étre impliqués dans des processus physiopathologiques

comme la neurodégénération (Lawrence et al., 2023; Liu et al., 2018).
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3. VAISSEAUX CEREBRAUX

Comme pour tous les autres organes, le sang chargé en oxygéne et en nutriments est
acheminé vers le cerveau a travers un réseau hiérarchisé et dense de vaisseaux sanguins. Cette
architecture permet d’amener le sang dans les régions cérébrales les plus profondes, ce qui
est nécessaire, puisqu’a lui seul le cerveau humain consomme environ 20 % des apports
énergétiques quotidiens de I'organisme, pour subvenir a ses besoins et permettre son bon
fonctionnement (Girouard and ladecola, 2006). L’arborescence vasculaire est composée de
vaisseaux de structures et de tailles différentes, ce qui permet une circulation efficace du sang.
Le sang riche en oxygene et en nutriments, provenant du coeur, est amené au cerveau par des
artéres, puis des artéres piales (au niveau de la pie-mére en superficie du tissu neuroglial, sous
I'arachnoide) débouchant vers des artérioles, de diamétre de plus en plus petit, et, qui
pénéetrent dans le parenchyme cérébral. Ces artérioles acheminent le sang vers des capillaires,
au niveau desquels les échanges gazeux et nutritionnels se font avec les astrocytes. Des

capillaires, partent des veinules, puis des veines, rejoignant ensuite le cceur.

A. ARCHITECTURE DU RESEAU DE VAISSEAUX CEREBRAUX

Avancées technologiques

L’architecture vasculaire cérébrale superficielle est bien décrite dans la littérature, depuis les
travaux de médecins du XVII®™e siécle, tels que Thomas Willis et Franciscus Sylvius, qui se sont
intéressés a l'anatomie cérébrale. Cependant, ces connaissances étaient principalement
basées sur des observations post-mortem. Au siécle dernier, des techniques ont permis de
visualiser les vaisseaux sanguins cérébraux pénétrants, grace a linjection de résines
polymérisables, qui, aprés corrosion, deviennent des moulages du réseau micro-vasculaire,

observables au microscope électronique (Figure 18A).

Le développement de nouvelles techniques d’imagerie et I'optimisation de techniques
existantes constituent un domaine de recherche translationnel. De grandes avancées dans ces
domaines ont eu lieu ces derniéres décennies, notamment pour la visualisation de I'arbre
vasculaire cérébral dans les régions cérébrales profondes, in vivo, grace au développement de

technigues non invasives.
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Il existe plusieurs techniques d’imagerie cérébrale modernes. On peut plus particulierement
citer la TEP (Tomographie par Emission de Positrons) et I'IRMf (I'lmagerie a Résonnance
Magnétique fonctionnelle), avec son effet BOLD (Blood Oxygen Level Dependent), qui sont
maintenant trées couramment utilisées, tant en expérimental qu’en clinique. Tandis que la
premiéere repose sur le couplage neurométabolique, la seconde s’appuie sur le couplage
neurogliovasculaire, a savoir le processus qui permet d’adapter le flux sanguin cérébral au
niveau d’activité neuronale. Ces techniques permettent ainsi de visualiser les changements de
perfusion cérébrale grace a des marqueurs : I'oxygéne dans le cas de I'IRMf BOLD et le
fluorodésoxyglucose, un analogue radiopharmaceutique du glucose, dans le cas de la TEP.

L'intensité du signal permet de déduire si la zone concernée est activée ou non.

Figure 18 : Avancées technologiques pour la visualisation des petits vaisseaux cérébraux.
A. Images en microscopie électronique a balayage de moules de corrosion du réseau
microvasculaire, issues de Rodriguez-Baeza et al., 1998. B. Segmentation de TOF-MRA du
cerveau entier, issue de Bollmannet al., 2022. C. Vue latérale d’'un cerveau de souris
transparisé, mettant en évidence les vaisseaux sanguins cérébraux, méme profonds, issue de
Kirst et al., 2020.

L’évolution technologique en imagerie et plus particulierement en IRMf, s’accompagne
d’importants travaux de modélisation mathématique, tant pour aider a la visualisation et
I’'analyse des données récoltées, que pour développer de nouveaux outils (Bernier et al., 2018;
Cassot et al., 2006; Fouard et al., 2006) et des biomarqueurs (Fournier et al., 2024; Gommel

et al., 2024; Khalifa et al., 2016). Ceci a abouti, en 2022, aux premiéres imageries de petites
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artérioles piales, grace a la TOF-MRA (Time-Of-Flight Magnetic Resonance Angiography), par
Bollmann et al. (Figure 18B).

L’étude de I'arborisation vasculaire cérébrale en général, et du réseau de petits vaisseaux
(artérioles et capillaires) en particulier, s’avére un élément indispensable a la compréhension
du fonctionnement du cerveau (Welsh and Ledoux, 2015). L’architecture de ces petits
vaisseaux permettant d’irriguer des régions spécifiques du cerveau, appelés territoires, influe
fortement sur le flux sanguin cérébral, donc sur le métabolisme cérébral et par conséquent

sur le fonctionnement neuronal.

Cerveau humain

La vascularisation artérielle du cerveau humain (Figure 19) est assurée par les artéeres
carotides en avant, et les arteres vertébrales en arriére. Ces dernieres proviennent des arteres
subclaviéres et se projettent vers le tronc cérébral, ou elles rejoignent I'artére basilaire par
I’'anastomose vertébro-basilaire, qui va donner les artéres cérébrales postérieures. Les artéres
carotides, quant a elles, naissent de I'arc aortique a gauche et du tronc artériel brachio-
céphalique a droite. L’artere carotide interne va donner les artéres cérébrales moyennes et
les artéres cérébrales antérieures. Les arteres carotides internes sont reliées, entre elles par
I'artéere communicante antérieure, et a l'artére basilaire par l'artére communicante
postérieure. L'ensemble de ces artéres forment le polygone de Willis. Cette organisation
permet en cas d’occlusion d’une de ces artéres, que le cerveau soit toujours irrigué. Chacune
de ces artéres donne des collatérales, devenant de plus en plus petites, jusqu’a donner les
artérioles intra-parenchymateuses, qui vont pénétrer dans le cerveau perpendiculairement.

Les artéres assurent la perfusion du cerveau en oxygeéne et en métabolites énergétiques.

La vascularisation veineuse suit un trajet différent, débouchant sur les veines jugulaires
internes. En superficie, elle se compose d’un systeme superficiel, qui comprend les veines
cérébrales supérieures, la veine cérébrale moyenne superficielle et les veines cérébrales
inférieures ; ainsi que d’un systéeme profond, qui comprend la grande veine du cerveau,
correspondant a I'anastomose entre les deux veines cérébrales internes, et des veines basales.

Ces deux systemes veineux communiquent, pour garantir un équilibre hémodynamique.
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Figure 19 : Vasculature cérébrale et polygone de Willis.

Artére cérébrale moyenne

Artére communicante postérieure

Artére basilaire

Artére cervicale

Cerveau murin

Les avancées technologiques permettant la visualisation du cerveau murin sont semblables a
celles portées en clinique. Il existe en effet des systemes IRM et TEP pour petits animaux,
disponibles dans plusieurs centres de recherche. Ces systemes sont cependant plus
compliqués a mettre en place, notamment du fait de la taille, trés petite, du cerveau de souris,
par rapport au cerveau humain, nécessitant donc une meilleure définition (Bahrami et al.,

2017).

Le développement combiné de techniques de transparisation et du microscope a feuilles de
lumiere (light sheet) permet aujourd’hui de produire des images de cerveau entier de souris,
en 3D. Couplées a de 'immunohistochimie, le réseau vasculaire cérébral peut étre mis en
évidence (Figure 18C), comme illustré dans les travaux de Kirst et de son équipe (Kirst et al.,

2020).

Le cerveau murin présente une anatomie vasculaire trés proche du cerveau humain,
notamment dans l'organisation du polygone de Willis. La seule différence notable étant
I'absence des artéres communicantes antérieures, les artéres cérébrales antérieures
s’anastomosant directement en une artére azygos cérébrale antérieure, donnant plus en

avant I'artere frontale interne. Le réseau murin des artéres piales est donc trés similaire a celui
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de I’humain, permettant non seulement la comparaison entre les deux espéces, mais aussi au

cerveau murin d’étre un modele pertinent d’étude cérébrovasculaire pré-clinique.

B. ORGANISATION DE L’ARBRE VASCULAIRE CEREBRAL

Comme exposé précédemment, il existe différents types de vaisseaux sanguins, dont la

structure différe. Principalement, on trouve les arteres, les capillaires et les veines (Figure 20).

La structure des veines et celle des artéres sont trés proches. Dans les deux cas, elles
comportent une tunique externe, appelée adventice, composée de fibroblastes et de
collagene ; une tunique interne, appelée media, qui s’organise en plusieurs couches de cellules
musculaires lisses et de quelques fibres élastiques (dans les artéres et les artérioles) ; et enfin
d’une tunique interne, l'intima, qui représente une fine couche de cellules épithéliales,

formant une barriére avec le sang circulant dans la lumiére du vaisseau.
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Figure 20 : Structure des différents types de vaisseaux sanguins (issu de ladecola & Schaeffer,
2021).

Concernant les artéeres piales, qui se trouvent a la surface du cerveau, en contact avec la pie-
mere, la média est épaisse. Elles ont un diametre compris entre 100 et 20 um dans le cerveau
murin. Les artérioles intra-parenchymateuses, qui, comme leur nom l'indique, pénétrent

perpendiculairement dans le parenchyme cérébral, possedent moins d’épaisseurs de cellules
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musculaires lisses, les plus petites n’en présentant qu’une fine couche, entourant directement

les cellules endothéliales de I'intima.

Plus en profondeur, ces artérioles deviennent des pré-capillaires puis des capillaires, les
cellules musculaires lisses devenant de plus en plus rares, jusqu’a laisser place aux péricytes.
Les capillaires sont composés uniquement d’une couche de cellules endothéliales, entourée
d’une lame basale sur laquelle se trouvent des péricytes, de facon non continue. Le réseau
capillaire est trés dense (400-1000 capillaires par millimétre cube de tissu cortical d’apres

Traytsman, 2017), ce qui lui permet d’assurer la majorité des échanges gazeux et nutritifs.

Les veinules post-capillaires vont ensuite drainer le sang pauvre en oxygene et chargé en
métabolites évacués par les cellules du parenchyme. Elles rejoignent les veines ascendantes,
qui débouchent sur les veines piales, a la surface du cerveau. Contrairement a la périphérie,
les veines cérébrales sont dépourvues de valvules. Elles sont aussi beaucoup plus fines et

souples que les artéres, du fait de leur couverture en cellules musculaires lisses incompléte.

C. STRUCTURE DES VAISSEAUX CEREBRAUX

Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales forment la tunique interne des vaisseaux, l'intima, et sont
directement au contact du sang circulant. Unies par des jonctions serrées, elles forment
notamment le premier rempart de la BHE (Mahringer and Fricker, 2016). De plus, elles
expriment différentes protéines capables d’agir sur I’'hémodynamisme pro-coagulant (Olgasi
et al., 2024). Au niveau des autres vaisseaux, I'endothélium est le premier relais métabolique
du sang vers les cellules du parenchyme cérébral. Les cellules endothéliales jouent alors un
role dans le controle du flux sanguin cérébral, puisqu’elles sont capables de produire des
messagers vasoactifs, comme le NO (monoxyde d’azote), vasodilatateur, grace entre autres a
une NO synthase endothéliale (eNQOS). De facon plus large, les cellules endothéliales sont des
cellules sécrétrices trés actives, et participent aux phénomenes d’angiogenése et de

neuroinflammation.
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Cellules musculaires lisses

Les cellules musculaires lisses forment une tunique plus ou moins épaisse. Cette épaisseur
diminue au plus les artérioles s’enfoncent profondément dans le parenchyme cérébral. Le
diameétre intra-luminal diminue et crée une résistance a I’écoulement du sang, qui permet un
contréle plus fin du flux sanguin cérébral. Ces cellules sont au contact des pieds astrocytaires,
ce qui permet une communication entre les astrocytes et les vaisseaux sanguins, a travers la
présence de différents canaux ioniques et transporteurs. Les mouvements ioniques générés,
en particulier de calcium, vont provoquer la contraction ou la relaxation des cellules
musculaires lisses, ce qui va modifier le diamétre intra-luminal des vaisseaux et donc moduler

le flux sanguin cérébral.
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Figure 21: Mécanismes intra-cellulaires permettant la contraction et la relaxation des
cellules musculaires lisses. Pour la contraction : 1. Augmentation de la concentration intra-
cellulaire de calcium grace a son entrée dans la cellule et sa libération par le réticulum
sarcoplasmique. 2. Liaison du calcium a la calmoduline (CaM). 3. Le complexe Ca2+-CaM active
la kinase de la chaine légére de myosine (MLCK). 4. La MLCK phosphoryle les chaines légeres
des tétes de myosine et augmente I'activité de la myosine ATPase, permettant aux ponts de
myosine, maintenant actifs de glisser le long de I'actine. Pour la relaxation : 1. Le calcium libre
dans le cytosol diminue car il est pompé hors de la cellule et recapté par le réticulum
sarcoplasmique. 2. Le calcium se détache de la calmoduline. 3. La myosine phosphatase
détache le phosphate de la myosine, ce qui diminue I'activité de la myosine ATP-ase.
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La contraction des cellules musculaires lisses est déclenchée par une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium (Figure 21). Celui-ci est capté par la calmoduline,
formant un complexe qui active la MLCK (Myosin Light-Chain Kinase), une protéine kinase
capable de phosphoryler les tétes des chaines légeres de myosine. Sous cette forme, ces
chaines peuvent glisser le long des myofilaments d’actine, grace a la consommation d’ATP. Ce
glissement entraine un raccourcissement des myofilaments et ainsi une contraction de la
cellule. Al'inverse, la production de PGE2 et de NO va conduire respectivement a la production
d’AMPc et de GMPc, induisant une diminution du calcium intra-cellulaire. On observera alors
une diminution du nombre de complexes calcium-calmoduline, conduisant a la
déphosphorylation des tétes des chaines Iégeres de myosine par une phosphatase. Ceci réduit
la tension sur les myofilaments d’actine, qui s’allongent, permettant une relaxation des

cellules musculaires lisses (Gash et al., 2024).
Péricytes

Les péricytes sont des cellules spécialisées, capables de réguler localement le flux sanguin
cérébral (Attwell et al., 2016; Hartmann et al., 2022). A la différence des cellules musculaires
lisses, qui forment une couche uniforme sur la paroi vasculaire, on apercoit les péricytes a la
surface des capillaires, car ils ont un corps cellulaire arrondi et sont disposés irrégulierement.
Ils jouent un réle dans le maintien des vaisseaux sanguins et ont des échanges avec les cellules

du parenchyme cérébral, qui leur permettent de participer au couplage neurogliovasculaire.
Vasomotricité et loi de Poiseuille

La régulation du flux sanguin cérébral se fait par la contraction ou la dilatation des artéres et
des capillaires, dictées par les cellules musculaires lisses et les péricytes. Ce phénomene est
appelé la vasomotricité. Celle-ci va influer sur le diametre des vaisseaux, mais aussi sur la
pression a l'intérieur de ceux-ci, appelée pression de perfusion. Le flux sanguin cérébral peut

ainsi étre prédit par la Loi de Poiseuille :

T X1*x AP
8XnXL

Avec: Q = Flux sanguin cérébral; r = Rayon du vaisseau,; AP = Pression de perfusion ;

n = Viscosité du sang ; L = Longueur du vaisseau.
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Si on assume que la pression, la viscosité et la longueur du vaisseau sont des valeurs
constantes, le flux est proportionnel a la puissance 4 du rayon des vaisseaux sanguins. De fait,

une diminution 50 % du diameétre du vaisseau provoque une division du flux par 16.

D. TROUBLES DE LA PERFUSION CEREBRALE

Les troubles de la perfusion peuvent entrainer une hypoperfusion locale. Or, une diminution
de la perfusion cérébrale est corrélée avec une diminution des fonctions cognitives, les
neurones ne recevant pas |I'oxygene et les métabolites énergétiques nécessaires a leur bon
fonctionnement. Cela peut aussi étre prédictif de démence, plus tard dans la vie (Chao et al.,
2010). On parle alors de déclin cognitif vasculaire. L’hypoperfusion peut étre causée par des
évenements lésionnels ou issus d’événements multiples, plus silencieux car concernant les

petits vaisseaux.

ORGANISATION DE L’'UNITE NEUROGLIOVASCULAIRE

L’'unité neurogliovasculaire comprend donc trois grands acteurs : les neurones, qu’ils
soient excitateurs ou inhibiteurs, les cellules gliales, notamment les astrocytes, et enfin les
vaisseaux sanguins. En permettant leur communication directe et indirecte, elle a deux

grandes fonctions :

- L'installation et le maintien de la BHE, qui permet la protection du SNC, mais aussi les
échanges énergétiques entre la circulation sanguine et le parenchyme cérébral, ce qui garantit

le bon fonctionnement neuronal.

- Le couplage neurogliovasculaire, qui correspond a l'ajustement du flux sanguin

cérébral au niveau d’activation neuronale.
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Il - COUPLAGE NEUROGLIOVASCULAIRE : HISTOIRE
D’UN ALLER ET D’UN RETOUR

Le couplage neurogliovasculaire est un processus physiologique permettant I’ajustement local
du flux sanguin cérébral au niveau d’activité cérébrale. Il se traduit par la dilatation ou la
contraction de vaisseaux sanguins, ce qui permet d’assurer les besoins en métabolites
énergétiques des neurones (Figure 22). Il fait donc intervenir tous les acteurs de l'unité

neurogliovasculaire.

‘\“ Astroc_:ytie_ii
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7

Neurone

Figure 22 : Le couplage neurogliovasculaire. Le flux sanguin cérébral s’adapte au niveau
d’activité neuronale, par la contraction ou la dilatation des vaisseaux cérébraux, sous I'effet
de voies moléculaires au sein de I'unité neurogliovasculaire.

Le principe de couplage neurogliovasculaire repose sur les travaux d’Angelo Mosso (Mosso
and Royal College of Surgeons of England, 1880). Son hypothése exposait que la perfusion
sanguine cérébrale pouvait localement étre modifiée par des taches cognitives et
attentionnelles. Il inventa le pléthysmographe, un appareil permettant de mesurer les
changements de volume sanguin cérébral, qu’il utilisa sur des participants ayant des défauts
craniens ou ayant subi une chirurgie cérébrale, lui permettant d’accéder au cerveau a travers
le cuir chevelu (Zago et al., 2009)Tymko et al., 2018). Plus tard, ce sont Charles Roy et Charles

Sherrington qui ont montré que l'injection d’un extrait cérébral dans la carotide commune
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d’un autre animal, permet d’augmenter le volume sanguin cérébral. lls en déduisirent que les
métabolites sécrétés par le cerveau pouvaient causer une dilatation des vaisseaux sanguins
cérébraux. L'observation de I'existence d’un mécanisme permettant des variations locales de
perfusion sanguine en accord avec les variations locales de I’activité cérébrale, a donc
constitué la premiere définition du couplage neurogliovasculaire. D’autres types
d’expériences ont été réalisées, notamment par variation de I'oxygéne ou par interventions
pharmacologiques, et ont permis de poser les bases des mécanismes physiologiques de la

modulation du flux sanguin cérébral (Roy and Sherrington, 1890).

Le couplage neurogliovasculaire représentant une part tres importante de I’homéostasie
cérébrale, il est crucial d’avoir une régulation trés fine des signaux qui le mettent en place,
afin de permettre un équilibre entre contraction et dilatation des vaisseaux qui soit adapté
aux besoins des cellules, localement. Il est donc primordial que tous les acteurs cellulaires
décrits précédemment puissent recevoir et transmettre des signaux adaptés, qu’ils soient
intrinséques ou extrinseques, ce qui représente de nombreuses voies intra-cellulaires,

capables de s’équilibrer.

1. VOIES DE REGULATION : DES NEURONES AUX VAISSEAUX

La régulation du couplage neurogliovasculaire nécessite une communication entre tous les
acteurs de 'unité neurogliovasculaire. Les principales molécules impliquées dans ces voies de
régulation sont le K+, I’ATP et le glutamate (Cauli and Hamel, 2010; Pelligrino et al., 2011), qui
sont libérées pendant la neurotransmission par les neurones et les astrocytes. On parle ainsi
de régulation antérograde du flux sanguin cérébral : 'augmentation de I'activité neuronale va
entrainer une augmentation du flux, ce qui va permettre de répondre aux besoins

énergétiques (Attwell et al., 2010).

A. PAR LE POTASSIUM

Le potassium va assurer son role vasoactif suite a sa libération dans I'espace extra-cellulaire
pendant la neurotransmission (Figure 23). La régulation de la concentration de potassium
dans I'espace extracellulaire se fait en grande partie par les astrocytes, qui servent de
« siphon » (Kofuji and Newman, 2004). lls sont capables de recapter le potassium des zones a

fortes concentrations (régions périsynaptiques), mais aussi d’en relarguer dans les zones ou la
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concentration en potassium est faible (régions périvasculaires). Ce réle d’interface potassique
des astrocytes, entre les neurones et les cellules musculaires lisses vasculaires, est permis
grace a l'expression de canaux potassiques a leur membrane (Dunn and Nelson, 2010; Filosa

et al., 2006).

Les canaux Big Potassium (BK), présents a la surface des pieds astrocytaires, sont sensibles a
la concentration en calcium. lls s’activent suite a 'augmentation de calcium intra-cellulaire
liée a I'activité neuronale, et permettent de libérer du potassium dans I’espace péri-vasculaire.
Cette augmentation modérée de la concentration de potassium extra-cellulaire va activer les
canaux rectifiants entrants, Ki;, permettant une sortie de potassium, et une hyperpolarisation
de la membrane des cellules musculaires lisses vasculaires, résultant en une vasodilatation

(Dunn and Nelson, 2010; Filosa et al., 2006; Pétrault et al., 2005).

ROLE DU POTASSIUM DANS LE COUPLAGE

DILATATION
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Figure 23 : Role du potassium dans le couplage neurogliovasculaire.

Les canaux Kir et plus particulierement les canaux Ki2.1, sont exprimés dans les cellules
musculaires lisses des artérioles intra-parenchymateuses et pré-capillaires : ceci renforce
I'idée que le couplage neurogliovasculaire doit répondre a des besoins métaboliques locaux.

Ces éléments supportent la théorie de la vasodilatation rétrograde, selon laquelle les réponses

78



vasodilatatrices démarrent des segments vasculaires les plus profonds (capillaires et artérioles
pré-capillaires), a travers une hyperpolarisation transmise par I'endothélium, vers les

segments piaux (Schaeffer and ladecola, 2021; Secomb, 2008).

Le réle des canaux BK dans les artérioles intra-parenchymateuses est peu documenté, par
rapport aux artéres piales, ou ils interviennent dans le maintien du tonus myogénique (Cipolla

et al., 2009).

B. PAR L’ATP

Au cours de la neurotransmission, de I’ATP est libéré par les neurones pré-synaptiques
(Zimmermann, 1994). L’ATP agit ensuite sur les vaisseaux sanguins a travers les astrocytes, sur
des récepteurs appartenant a deux familles : les P2X et les P2Y. Par l'intermédiaire des
récepteurs P2X, I’ATP peut induire une vasoconstriction artériolaire et donc une diminution
de 'activité neuronale (Lezmy et al., 2021). En revanche, a I'échelle capillaire, il a été montré
qgue l'activation des récepteurs P2X1 peut conduire a une vasodilatation (Mishra et al., 2016).
Lorsque I’ATP active les récepteurs P2Y astrocytaires, cela entraine une vague calcique
excitatrice (Ml et al., 2000), pouvant se transmettre d’un astrocyte aux astrocytes voisins
(Figure 24), a partir du stock du réticulum endoplasmique, grace a des augmentations de la
concentration en IP3; ou a travers leurs jonctions GAP (Haydon and Carmignoto,
2006)(Guthrie et al., 1999). Les vagues calciques astrocytaires vont généralement conduire a
une augmentation de [l'activité neuronale via une déplétion en neurotransmetteurs
excitateurs (Lia et al., 2023). Cet ATP peut aussi étre converti en adénosine, qui va agir sur des
récepteurs purinergiques de type A2 a la membrane des cellules musculaires lisses, ce qui va

libérer de I’AMPc induisant une vasodilatation (Pelligrino et al., 2011).
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ROLE DE LATP DANS LA DILATATION
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Figure 24 : Role de I’ATP dans la dilatation des micro-vaisseaux cérébraux.
C. PAR LE GLUTAMATE

Glutamate

Le glutamate a été identifié en 1866 par H.Ritthausen (Ritthausen, 1866). En tant qu’acide
aminé non essentiel, son réle a longtemps été limité au métabolisme du carbone et de I'azote
(Tapiero et al., 2002), pouvant donc servir de source d’énergie ou d’ammoniaque. Son
importance dans le systeme nerveux central n’a été découverte qu’en 1954 (Hayashi, 1954)
et sa caractérisation en tant que neurotransmetteur a eu lieu en 1963, dans les travaux de

Krnjevic¢ & Phillis (Krnjevi¢ and Phillis, 1963a, 1963b).

SYNTHESE, RECAPTURE ET CATABOLISME DU GLUTAMATE

Le glutamate, produit a partir de la glutamine par la glutaminase (ou a partir de I'acide
a-cétoglutarate par la glutamate déshydrogénase), est stocké dans des vésicules sécrétoires
par des transporteurs vésiculaires spécifiques (VGLUT1, 2 et 3). La recapture du glutamate a
la suite de sa libération dans la fente synaptique est un phénomeéne hautement régulé
(Figure 25). Elle se fait par les EAAT1/2 (Transporteurs des Acides Aminés Excitateurs 1/2),

exprimés a la surface des cellules gliales. Le glutamate est ensuite retransformé en glutamine
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par la glutamine synthétase, qui sera réacheminée aux neurones pré-synaptiques ou elle sera
retransformée en glutamate. Cette succession de libérations-recaptures s’appelle le cycle
glutamate-glutamine (Tapiero et al., 2002). Le glutamate est aussi a l'origine d’autres
molécules de la neurotransmission, comme le GABA, la glycine et I'aspartate. Sa dérégulation
peut entrainer une surcharge extracellulaire de glutamate, qui peut entrainer des

dysfonctionnements de I'activité neuronale liée a I’excitotoxicité glutamatergique.

CYCLE GLUTAMINE-GLUTAMATE
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Figure 25 : Cycle de synthése-catabolisme du glutamate.

RECEPTEURS GLUTAMATERGIQUES

Il existe deux types de récepteurs glutamatergiques : les récepteurs ionotropiques et les

récepteurs métabotropiques (mGIuR).

Les récepteurs ionotropiques sont des récepteurs-canaux activés par le glutamate et un
agoniste sélectif dont ils portent le nom. On retrouve ainsi classiquement les récepteurs AMPA
(acide a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionique, AMPAR), les récepteurs NMDA

(N-méthyl-D-aspartate, NMDAR), et les récepteurs kainate, trés minoritaires.

L’AMPAR est un récepteur canal perméable aux cations monovalents, ce qui participe a la
dépolarisation des neurones post-synaptiques. Les AMPAR sont généralement exprimés en

colocalisation avec des NMDAR.
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ACTIVATION DES NMDAR

pré-synaptique

Neurone l; 1;

o Libération persistante

Neurone
post-synaptique

Figure 26 : Activation des récepteurs NMDA. 1. A |'arrivée des potentiels d’action dans la
terminaison axonale, les vésicules liberent le glutamate dans la synapse, qui est capté par les
récepteurs AMPA, mais pas par les récepteurs NMDA, bloqués par leur bouchon de Mg?*. 2.
Lorsque la libération de glutamate persiste, les récepteurs AMPA dépolarisent suffisamment
la membrane de I'élément post-synaptique pour faire sauter le bouchon de Mg?*, ce qui
permet la fixation du glutamate aux récepteurs NMDA et donc leur activation.

Le NMDAR est un récepteur canal ionique sélectif aux cations, avec une trés forte perméabilité
calcique. Le grand nombre d’isomeres des sous-unités qui le composent, confére a chaque
sous-type de récepteurs des propriétés biophysiques (comme la probabilité d’ouverture) et
fonctionnelles qui lui sont propres. Son affinité pour le glutamate est bien plus élevée que
pour les autres récepteurs ionotropiques, cependant, son mécanisme d’activation est
complexe. En effet, au potentiel de repos, le pore du canal du NMDAR est bloqué par un ion
Mg?*, ce qui signifie que malgré la fixation du glutamate et/ou d’un de ses co-agonistes au
récepteur, les cations ne peuvent pas entrer dans la cellule. Seule une forte dépolarisation de
la membrane plasmique permet de faire sauter ce « bouchon » de magnésium, généralement
a la suite de I'activation d’AMPAR. L’activation des NMDAR nécessite donc une dépolarisation
du neurone pré-synaptique glutamatergique intense et durable, afin d’assurer qu’il y ait a la

fois une activité électrique dans le neurone post-synaptique et que le glutamate et/ou ses
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agonistes soient toujours disponibles (Figure 26). L'entrée de calcium qui succede a

I’activation des NMDAR peut entrainer plusieurs cascades de signalisation intracellulaires.

TYPES DE NEURONES GLUTAMATERGIQUES

Les neurones glutamatergiques sont des neurones excitateurs, c’est-a-dire qu’ils promeuvent
la propagation de I’activité neuronale. On retrouve deux types de neurones glutamatergiques
dans le cortex préfrontal : les cellules étoilées épineuses et les cellules pyramidales (Scholl,

1963 ; Baughman and Gilbert, 1981).

Les cellules épineuses ont une arborisation dendritique dense avec des épines et un court
axone qui se projette vers la substance blanche. On les retrouve dans les cortex sensoriels,

comme le cortex somesthésique (Woolsey and Van der Loos, 1970; Jones, 1975).

Les cellules pyramidales sont tres majoritaires et représentent au moins 70% des neurones du
cortex (Sloper, 1973). Elles sont caractérisées par la forme triangulaire de leur cytoplasme et
des arborisations dendritiques apicales et basales (Spruston, 2008). Ces neurones ont un
axone plus long, qui leur permet de se projeter vers d’autres régions cérébrales, constituant
ainsi les neurones efférents du cortex cérébral (Molyneaux et al., 2007). Leur taille est

variable : ils sont généralement plus grands dans les couches corticales plus profondes.

ROLES PHYSIOLOGIQUES DU GLUTAMATE

Le glutamate est en réalité le neurotransmetteur excitateur le plus présent dans le SNC,
participant au maintien de la balance excitation/inhibition, avec le GABA, ce qui contribue a
I’'homéostasie électrophysiologique neuronale. Le glutamate joue un réle primordial dans la
communication neuronale et dans la régulation de la plasticité neuronale, a travers la
potentialisation a long-terme (LTP), ce qui en fait un neurotransmetteur essentiel aux
phénoménes de mémorisation et d’apprentissage. Le glutamate joue aussi un role dans la

fonction motrice, en particulier dans l'initiation des mouvements volontaires.

PHYSIOPATHOLOGIE DU GLUTAMATE

Comme exposé précédemment, la régulation du cycle glutamine-glutamate est primordiale
pour éviter des phénomenes d’excitotoxicité glutamatergique. Il a été montré que ce
processus pouvait entrainer des conséquences déléteres, retrouvées dans de nombreuses
pathologies du systéme nerveux central. On le retrouve par exemple en aigu, dans I'accident
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vasculaire cérébral ischémique, ou I'excitotoxicité glutamatergique intervient de facon
précoce, suite a I'apparition de la lésion (Rossi et al., 2000; Wroge et al., 2012). Des études
cliniques ont montré que des taux élevés de glutamate dans le plasma a 24 heures post-AVC
étaient associées a un mauvais pronostic neurologique précoce (Fan et al., 2023; Kamtchum-
Tatuene and Jickling, 2019; Shen et al., 2022). Dans des pathologies neurologiques a plus long-
terme, I'excitotoxicité glutamatergique joue aussi un rdle, en participant a la
neurodégénérescence, par exemple, dans le cas de la maladie de Huntington et la sclérose

latérale amyotrophique (SLA) (Parsons and Raymond, 2014; Zeron et al., 2002).

Le glutamate ayant aussi un réle dans le maintien de la balance excitation-inhibition et dans
la neurotransmission, une dérégulation de son cycle de synthése et catabolisme va entrainer
de fortes altérations fonctionnelles, associées a une dérégulation de sous-unités des
récepteurs glutamatergiques. Ces dysfonctionnements sont retrouvés dans des pathologies
psychiatriques (schizophrénie, dépression, phénomenes d’addiction), dans I'épilepsie, ainsi
gue dans la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Bowie, 2008). Dans cette derniére
pathologie, on observe une dérégulation de I'expression de certaines sous-unités des
récepteurs NMDA et AMPA qui pourrait contribuer a un dysfonctionnement des phénomenes
de LTP, qui seraient responsables d’une partie des troubles associés a la mémoire, par perte

de plasticité synaptique (Carles et al., 2024; Davis et al., 1992; Morris et al., 1986).
Voies astrocytaires

Les voies astrocytaires (Figure 27) sont dépendantes du transport du glutamate par les
EAAT 1/2, qui, couplé a I'activation astrocytaire engendrée par I’'augmentation de la fréquence
d’arrivée des potentiels d’action excitateurs, va provoquer une augmentation de Ia
concentration intra-cellulaire de calcium. La PLA; (Phospholipase A;) va étre activée,
conduisant a une libération de I’AA (Acide Arachidonique) a partir de la bicouche lipidique.
Cela va permettre le fonctionnement de la COX | (Cyclooxygénase |) (Mishra et al., 2016; Zonta
et al., 2003b). Celle-ci va produire des PGE2 (Prostaglandines E2), ainsi que des EETs (Acides
époxyeicosatriénoiques), qui vont entrainer une vasodilatation. L’AA peut aussi étre libéré par
les astrocytes, vers les cellules musculaires lisses, ou il va étre transformé par les cytochromes
P450 o- hydroxylases en 20-HETE (Acide hydroxyeicosatétraénoique), conduisant a une

vasoconstriction (Filosa et al., 2013; Gordon et al., 2011; Koehler et al., 2009).
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L’entrée de glutamate par les EAAT 1/2 active la pompe Na* /K* ATPase, ce qui va stimuler la
glycolyse astrocytaire et donc augmenter la recapture du glucose a partir de la circulation

sanguine (Pellerin and Magistretti, 1994).

Il existe un dialogue important entre les astrocytes et les interneurones, qui participe au
couplage neurogliovasculaire. Le GABA délivré par les interneurones peut agir sur les
astrocytes en modulant leur activation et donc leur concentration intra-cellulaire en calcium
(Lia et al., 2019) et en influant sur la synchronicité neuronale (Lecrux et al., 2011) : ceci aura

des répercussions sur le flux sanguin cérébral.
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Figure 27 : Les voies glutamatergiques de dilatation astrocytaires (a gauche) et neuronales
(a droite) des vaisseaux cérébraux (issu de Cauli & Hamel, 2018).
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Voies neuronales

Les voies neuronales (Figure 27) impliquent que le glutamate active des récepteurs
ionotropiques NMDAR et AMPAR, entrainant une augmentation de la concentration intra-
cellulaire en calcium (Lind et al., 2013). La nNOS (NO synthase neuronale) exprimée dans les
interneurones a SOM et a NPY (Cauli et al., 2004), va pouvoir interagir avec son substrat,
I'arginine, permettant la libération de NO, qui va diffuser passivement jusqu’aux cellules
musculaires lisses, provoquant leur relaxation et donc la dilatation des vaisseaux sanguins
cérébraux (Bredt and Snyder, 1990; Ma et al., 1996; Northington et al., 1992). Parallélement,
comme dans les astrocytes, I'activité de la PLA2 va augmenter la disponibilité de I'AA, ce qui
va permettre le fonctionnement de COX Il (Cyclooxygénase Il), exprimée en conditions
physiologiques par les neurones pyramidaux (Breder and Saper, 1996; Kaufmann et al., 1996;
Yamagata et al., 1993). Une fois activée, COX Il synthétise PGH2, qui sera transformée en PGE2
et PGI2 (Prostacyclines 12) par la PGE-synthase. Cela conduira a 'activation des récepteurs EP2
et EP4 pour PGE2 et IP pour PGI2, conduisant a une augmentation de I’AMPc au sein des
cellules musculaires lisses et donc a une vasodilatation (Lacroix et al., 2015). Il est intéressant
de noter qu’a forte concentration, PGE2 va préférentiellement se fixer a des récepteurs EP3,
qui diminuent la concentration en AMPc et conduisent donc a une vasoconstriction

(Dabertrand et al., 2013).

De plus, certains neuropeptides secrétés par les interneurones ont une action vasodilatatrice,
comme le VIP (ltakura et al., 1987), ou vasoconstrictrice, comme le NPY (Cauli et al., 2004), en

modulant la concentration en AMPc dans les cellules musculaires lisses.

2. AUTOREGULATION DE LA PERFUSION CEREBRALE: DES
VAISSEAUX AUX NEURONES

L'incidence des voies de régulation est modulée par des phénomeénes d’autorégulation de Ia

perfusion cérébrale, qui sont intrinséques aux vaisseaux cérébraux.

A. REGULATION DU FLUX SANGUIN CEREBRAL PAR L'ENDOTHELIUM

Du fait de leur position dans la structure des vaisseaux sanguins, les cellules endothéliales sont

directement au contact du sang circulant et sont donc soumises a des forces
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hémodynamiques, notamment des contraintes d’étirement liées a la pression pariétale et des
contraintes de cisaillement causées par la friction du sang (Lansdell et al., 2022). Les
contraintes de cisaillement vont causer une transduction mécanique, un étirement du
cytosquelette (Lu and Kassab, 2011) et provoquer la production de radicaux libres de
I’oxygéne. Ces événements sont associés a |’activation de la eNOS (NO synthase endothéliale),
ce qui conduit a la production de NO. Ce dernier diffuse vers les cellules musculaires lisses et
va entrainer de la vasodilatation. Le NO produit par les cellules endothéliales peut aussi jouer
un role de rétrocontréle négatif sur la production astrocytaire de 20-HETE (Metea and

Newman, 2006).

Les cellules endothéliales sont aussi a l|'origine de la production d’autres molécules
vasoactives, comme PGI2 (Attwell et al., 2010), 'endothéline-1. Les cellules musculaires lisses

peuvent quant a elle sécréter du thromboxane A2 (Angus et al., 1992; Messina et al., 1989).

B. TONUS MYOGENIQUE

L'autorégulation du flux sanguin cérébral fait aussi intervenir une fonction intrinseque aux
arteres musculaires : le tonus myogénique (Figure 28). Celui-ci permet de maintenir la
perfusion sanguine stable et appropriée dans une gamme de pressions sanguines. Il se
constitue de vasoconstrictions et de vasodilatations des artéres du polygone de Willis et de
plus petites artéres piales (Dw and Dd, 1984; Gebremedhin et al., 2014). Le tonus myogénique
intervient dés une pression artérielle moyenne de 60mmHg, en dessous, le flux sanguin
cérébral suit passivement les variations de la pression de perfusion. Il permet ainsi de protéger
la microcirculation et le tissu cérébral d’une augmentation trop importante de la tension, mais
aussi d’une diminution brutale en cas d’ischémie. Le tonus myogénique se développe a la suite
des changements mécaniques que subissent les cellules musculaires lisses lors des variations
de pression sanguine (Hill-Eubanks et al., 2014). Ces déformations membranaires activent des
canaux calciques mécano-sensibles de type TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloide 4,
(Chan et al., 2019), ainsi que des canaux voltage-dépendants, ce qui permet la dépolarisation

des cellules musculaires lisses.
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Figure 28: Développement du tonus myogénique. Augmentation de la pression
intra-luminale (en noir), par rapport a la méme artere, aprés application de papavérine, qui
inhibe la contraction des cellules musculaires lisses (en rouge).

C. COUPLAGE VASCULO-NEURONAL (VNC)

La communication au sein de |'unité neurogliovasculaire passe également du vaisseau vers les
cellules du parenchyme cérébral : c’est ce qu’on appelle le couplage vasculo-neuronal ou VNC,
mis en évidence par (Kim et al., 2015). Leur étude a permis de révéler le role dans ce
phénoméne du canal TRPV4, un canal calcique mécanosensible, situé a 'interface entre les
artérioles et les pieds astrocytaires. L'activation de ce canal au moment de I'instauration d’un
tonus myogénique plus important dans une artériole va induire des vagues calciques intra-
astrocytaires (Figure 29). L'augmentation du calcium astrocytaire, par l'intermédiaire de
récepteurs purinergiques (AiR) et d’interneurones GABA-ergiques, va diminuer la fréquence
de décharge des neurones voisins (Kim et al.,, 2021, 2016). L’hypothése étant que ce
phénoméne de VNC serait constitutif et participerait au maintien d’un certain niveau d’activité
neuronale au repos. Mais, dans des conditions ou le niveau d’activité neuronale devrait
augmenter, le VNC serait annulé par le couplage neurogliovasculaire, afin de permettre aux
vaisseaux de modifier leur tonus myogénique vers un état plus relaxé (Kim et al., 2016; Presa

et al., 2020).
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Figure 29 : Le couplage vasculo-neuronal.

ROLE DU COUPLAGE NEUROGLIOVASCULAIRE

Le role du couplage est le sujet de débats au sein de la communauté scientifique. En effet,
I'observation d’'une vasodilatation a la suite d’'une augmentation locale de I'activité neuronale,
suggere que cette activité augmentée induit une demande énergétique plus importante et
I"'augmentation du flux sanguin permettait de répondre a cette demande (Kaplan et al., 2020).
Or, il a été estimé que le flux sanguin cérébral basal était suffisant pour satisfaire les besoins
en oxygeéne de neurones actifs (Mintun et al., 2001), ainsi le couplage neurogliovasculaire
apporterait un surplus en oxygéne, qui ne s’explique pas sur le plan métabolique. En effet, il
semblerait que I'augmentation de I’activité neuronale suite a un stimulus sensoriel n’entraine
qgue 10% de spiking supplémentaires, ce qui représenterait un faible surcolt énergétique (Lin
et al., 2010; Schélvinck et al., 2008). De plus, la recapture en oxygene et en glucose a partir de
la circulation sanguine reste stable, méme en cas d’augmentation de I'activité neuronale

(Madsen et al., 1999; Powers et al., 1996).
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Déja, alors qu’un précédent consensus statuait que I'énergie apportée pendant I'activité
neuronale était liée a la glycolyse, le niveau de recapture de I'oxygene et du glucose, ainsi que
la quantité d’ATP produit seraient finalement plus compatibles avec la phosphorylation
oxydative (Lin et al., 2010). Ensuite, une hypothése justifiant ce surplus énergétique serait que
le couplage neurogliovasculaire ne soit pas seulement un rétro-contréle métabolique, mais
aussi une commande « feedforward » provenant des neurones, a travers les
neurotransmetteurs émis pendant 'activité neuronale, et plus particulierement du glutamate,
vers les vaisseaux sanguins, ce qui permettrait d’assurer le maintien de la production de
métabolites vasoactifs (Attwell et al., 2010). Ainsi, I'augmentation du flux sanguin cérébral
serait nécessaire afin de réguler positivement la recapture de I'oxygéne (Buxton and Frank,
1997). Or, I'oxygéne est un parameétre important dans la régulation de la synthese des produits
d’activité de COX | (Harder et al., 1996), ainsi que dans la production du NO (Stuehr et al.,
2004). Plus précisément, a des concentrations physiologiques en oxygene, il y aura
préférentiellement une production d’EETs et de PGE2, conduisant a une vasodilatation ; alors
qgue lorsque cette concentration est diminuée, il y aura une production de 20-HETE qui
favorisera la vasoconstriction (Attwell et al., 2010). De plus, il a été montré qu’une diminution
importante de I'oxygéne au moment de I'activité neuronale pouvait conduire a une transition
métabolique encourageant la glycolyse anaérobique, induisant une augmentation de la
production de lactate et d’adénosine, qui ont eux aussi une action vasoactive (Caesar et al.,

2008; Gordon et al., 2008).

Ainsi, il est tres probable que le couplage neurogliovasculaire soit la conséquence d’un
« feedforward » des neurotransmetteurs, dont le but est d’assurer le maintien de la
concentration en oxygéne et par extension le contréle de la production en neuromodulateurs.
Des données plus récentes montrent qu’au-dela de I'aspect métabolique, le couplage
neurogliovasculaire pourrait permettre d’autres mécanismes intra-cérébraux, tels que
I’élimination de molécules produites par I'activité cérébrale, comme le CO,, le lactate, ou
encore tau (Tarasoff-Conway et al., 2015). Le couplage neurogliovasculaire aurait aussi un réle
dans la sécrétion et la circulation du liquide céphalo-rachidien (Drew, 2022), le maintien de la
température cérébrale (Zhu et al., 2006), ainsi que la régulation de la circulation du sang en

tant de liquide non-newtonnien (Wei et al., 2016).
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DYSFONCTION DU COUPLAGE NEUROGLIOVASCULAIRE

On retrouve des altérations du couplage neurogliovasculaire dans plusieurs contextes.
D’abord, le couplage n’est pas uniforme dans I'ensemble du cerveau (Devonshire et al., 2012).
Il peut en effet étre inversé, dans un cadre physiologique, dans I’"hypothalamus (Roy et al.,
2021) et le striatum (Shih et al., 2011), c’est-a-dire que le flux sanguin cérébral diminue suite
a une augmentation de I'activité neuronale. Cependant, les altérations du CNGV interviennent
la plupart du temps dans un contexte pathologique. Un découplage neurovasculaire sera
diagnostiqué suite a une IRMf, associée a des taches cognitives (Congxiyu Wang et al., 2023).
On peut le retrouver a proximité de tumeurs cérébrales (Agarwal et al., 2021), mais aussi dans
le cas de troubles psychiatriques (Sukumar et al., 2020), aprés un AVC (Mikulis, 2013) ou dans

le cadre d’'une maladie neurodégénérative (Glodzik et al., 2022; Nicolakakis et al., 2008).

A. LIEN AVEC LA COGNITION

Dans quasiment toutes les étiologies, I'altération du couplage neurogliovasculaire est associé
a une altération cognitive (Catchlove et al., 2018; Shim et al., 2015). En effet, il semblerait que
la dysfonction de la réactivité cérébrovasculaire soit corrélée au degré de déclin cognitif (D.
Kim et al., 2021; Silvestrini et al., 2006). De méme, une étude comparative a montré que chez
des patients présentant des altérations cognitives, la vasoréactivité cérébrale était altérée
dans 6 protocoles sur 10 (Catchlove et al., 2018). L’altération du CNGV serait ainsi un facteur
prédictif du déclin de la vitesse de traitement de I'information et de la mémoire épisodique

(Peng et al., 2018).

Le lien entre le découplage neurogliovasculaire et le déclin cognitif pourrait avoir plusieurs
origines. Avec I’age, on observe I'altération des mécanismes de transport endothéliaux, ce qui
diminuerait la recapture du glucose et de I'oxygene et entraverait I’élimination de molécules
toxiques (Santisteban and ladecola, 2025; Tarantini et al., 2017). De méme, on retrouverait
dans plusieurs maladies neurodégénératives une altération du métabolisme du NO, qui serait
responsable d’'un découplage neurogliovasculaire (Gongalves et al., 2022; Lourenco et al.,
2017). Toutefois, il faut noter que I'apparition d’une altération de la réactivité
cérébrovasculaire est souvent associée a des troubles du métabolisme, en particulier
I’hypertension, le diabéte de type 2 et, dans une moindre mesure, |'obésité (Gautam and
Moradikor, 2025; Congxiyu Wang et al., 2023).
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Ainsi, en clinique, un déclin cognitif associé a un découplage neurogliovasculaire a déja été
observé, en présence d’hypertension (de Montgolfier et al., 2020; ladecola and Gottesman,
2019; Santisteban et al., 2023) ou d’un diabéte de type 2 (Barloese et al., 2022; Feng and Gao,
2024; Mogi and Horiuchi, 2011).

L’état actuel de la littérature ne permet cependant pas de comprendre précisément les
mécanismes qui associent le déclin cognitif, le découplage neurogliovasculaire et les troubles
du métabolisme. Des études pré-cliniques, utilisant des modeles murins soumis a une
alimentation enrichie en graisses animales montrent qu’il existe bien un lien entre le
développement de troubles du métabolisme multiples et un découplage (Li et al., 2013), mais
peu d’études se concentrent sur I'impact cognitif de cette association et les raisons sous-

jacentes a celle-ci.

COUPLAGE NEUROGLIOVASCULAIRE

Le couplage neurogliovasculaire est la résultante de la communication entre les neurones, les
astrocytes et les vaisseaux, en réponse a une augmentation ou une diminution de I'activité
neuronale, afin d’ajuster le flux sanguin cérébral. Au cours de I'augmentation de I'activité
neuronale, du K+, de I’ATP et du glutamate vont étre libérés dans I'espace péri-synaptique, et
pourront agir, dans le cadre de ce couplage, soit sur d’autres neurones, soit sur les astrocytes,
soit directement sur I’endothélium et les cellules musculaires lisses, afin d’induire une réponse
vasoactive. Le tonus myogénique est un phénomeéne intrinséque aux cellules musculaires

lisses, qui va permettre de maintenir une pression intra-luminale viable.

Un découplage neurogliovasculaire pourrait survenir en présence de troubles du

métabolisme, ce qui aurait pour conséquence un déclin cognitif.
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Le lien entre les troubles du métabolisme et le déclin cognitif est aujourd’hui bien décrit dans
la littérature. La nature de ce lien est cependant encore incertaine. De précédents travaux
(Pétrault et al., 2019) ont permis de montrer que le régime HFD et les troubles du métabolisme
associés induisaient un déclin cognitif portant sur la mémoire de reconnaissance visuelle a
court terme et la flexibilité de la mémoire, ainsi qu’une dysfonction de la dilatation des artéres
piales et des artérioles intra-parenchymateuses. L'absence de signes indiquant une rupture
de la BHE et d’atrophie cérébrale écarte I’hypothése d’accidents vasculaires cérébraux et de
neurodégénération chez ces animaux. L’hypothése retenue pour expliquer le lien entre toutes
ces manifestations cliniques est un découplage neurogliovasculaire. Du fait du type
d’altération cognitive, I'étude du cortex préfrontal semble indiquée, puisqu’il s’agit du
carrefour du traitement de I'information au sein du cerveau et qu’il pourrait étre le siege des

dysfonctionnements a I'origine du déclin cognitif observé.

Le glutamate est une cible pertinente pour étudier le NGVC. En effet, il est le
neurotransmetteur excitateur prédominant du cortex préfrontal et a de plus des effets
vasodilatateurs bien décrits. Dans la mesure ou il a déja été montré que le HFD pouvait induire
une modification du systeme de recapture du glutamate (Valladolid-Acebes et al., 2012), on
peut donc supposer qu’une altération dans les voies de signalisation du glutamate pourraient
entrainer un défaut du NGVC, dont les conséquences se traduiraient par une altération des
capacités vasodilatatrices des arteres, ainsi que la survenue d’un déclin cognitif dans un

contexte de troubles du métabolisme.

L’objectif de mes travaux de thése a consisté a identifier des marqueurs cérébraux prédictifs
en amont de I'apparition d’un déclin cognitif induit par les troubles du métabolisme. Pour
répondre a cet objectif, j’ai poursuivi la caractérisation métabolique, comportementale et
cognitive des animaux du modele déja mis en place au sein du laboratoire. J'ai aussi suivi
I'intégrité du couplage entre la réactivité vasculaire et la neurotransmission en étudiant la
balance entre les signaux neurogliaux et endothéliaux dans le couplage et le découplage
neurovasculaire en se concentrant sur les voies du glutamate, par l'inhibition des enzymes
normalement actives. J'ai ensuite voulu mettre en évidence des signes de neuroinflammation
causés par la consommation d’un régime alimentaire enrichi en graisses animales. Pour ce
faire, une étude immunohistologique a été menée, en co-marquant COX Il avec des marqueurs
de différents types cellulaires : NeuN (neurones), GFAP (astrocytes activés), Ibal (microglie)
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et CD31 (cellules endothéliales des vaisseaux sanguins). Cette étude avait pour but de:
montrer la répartition de I’expression de COX Il au sein de I'unité neurogliovasculaire et mettre
en évidence une éventuelle augmentation de I'expression de COX Il avec le HFD ; et dans le
méme temps de montrer une éventuelle différence de représentation des types cellulaires
inflammatoires avec une augmentation de la GFAP ou d’'lba-1, et donc de Ila
neuroinflammation chez les individus HFD. Enfin, j’ai cherché a vérifier si les troubles du
métabolisme perturbent la capacité de plasticité des synapses du cortex préfrontal, par des
explorations électrophysiologiques sur tranches de cerveaux frais, en particulier I’étude de la

potentialisation a long-terme.
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MATERIEL ET METHODES
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ANIMAUX

L'ensemble des protocoles de cette étude ont été réalisés dans le respect de la Directive
Européenne 2010/63UE et ont été préalablement approuvés par le Comité d’Ethique en
Expérimentation Animale (CEEA 75, APAFIS#19866—-201903071722644v2). Les animaux sont
hébergés dans une animalerie de statut conventionnel, sous des conditions contrdlées de
température (21-24°C) et d’hygrométrie (40-70%) et avec un cycle jour/nuit de 12h-12h.

L’acces a la nourriture (Sage, Augy, France) et a I'eau est ad libitum.

Dans ces conditions, notre équipe dispose d’une cohorte de souris males C57BIl6/J,
constamment renouvelée afin de maintenir un roulement. Au cours de ce doctorat, 10
groupes de souris ont été inclus dans mon étude. Chaque groupe est composé de la facon
suivante : sur 16 souris par groupe, 8 souris sont alimentées par un régime normal (Normal
Diet, ND, Safe A04, Figure 30A) et 8 souris sont alimentées par un régime gras (High Fat Diet,
HFD, Safe HF231, Figure 30B), a I’exception d’un groupe qui ne comprend que 8 souris sous

ND (n =152 souris au total).

A - COMPOSITION NUTRITIVE DU REGIME ND B - COMPOSITION NUTRITIVE DU REGIME HFD
Lipides
Humidité 3%

12%

Minéraux
Cendres ) .
5% Huile de mais

7%

Saindoux
32%
Cellulose
4%

Figure 30 : Composition nutritive des régimes ND (A) et HFD (B).

A leur arrivée au laboratoire, les souris sont agées de 8 semaines (MO0) et pésent entre 20 et
24 g. Apres 4 jours d’habituation, elles sont placées sous régime ND ou HFD. Ces animaux sont
suivis jusqu’a 6 ou 12 mois de régime et différents parameétres métaboliques et
comportementaux sont évalués 6, 9 et 12 mois apres le début du régime, afin de les

caractériser.
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CARACTERISATION DES ANIMAUX
Le protocole expérimental était le suivant (Figure 31) :

Vasomotricité

Mise sous régime Electrophysiologie

IHC
MO M6 M9 M12
8 sem
Comportement et IRM et SRM : Electrophysiologie (LTP & PP) :
& i : - 2sessions a M6
[EEebaise - 2sessionsaMé+2aM12 - 1sessionaM12
- 10 sessions a M6 - NDn=13 - NDn=4
- NDn=80 - HFDn=18 - HFDn=4
- HFDn=71 L
Vasomotricité : IHC:
- b5sessionsaM9 - 4sessions a M6 - COX2+NeuN
- NDn=48 - NDn=30 - COX2+GFAP
- HFDn=39 - HFDn=33 - COX2+lbai
- COX2+CD31
- b5sessionsaM12 - b5sessionsaM12
- NDn=48 - NDn=33 - 2lames par ND/HFD, par cat
- HFDn=38 - HFDn=27 poids et par temps = 85 lames

Figure 31 : Déroulé des expérimentations et nombres d’individus dans chaque étude.

SUIVI COMPORTEMENTAL ET COGNITIF

Le profil comportemental et cognitif (Figure 32) des souris est basé sur une batterie de tests
(Figure 32F) se déroulant sur la plateforme Liife (Lille In vivo Imaging and Functional
Exploration, UAR 2014-US 41). Ces tests ont eu lieu a M6, M9 et M12 afin d’observer
I’évolution des parametres observés au fur et a mesure de l'installation des troubles

métaboliques.
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Figure 32: Présentation du suivi comportemental et cognitif. A. Aréne d’actimétrie.
B. Labyrinthe en croix surélevé (EPM). C. Test de reconnaissance du nouvel objet (NOR).
D. Labyrinthe en Y. E. Labyrinthe de Barnes. F. Déroulé type d’une session de tests
comportementaux.

ACTIMETRIE

L’actimétrie (Figure 32A) est utilisée pour mesurer 'activité locomotrice spontanée des souris.
L'animal est placé individuellement au centre d’'une arene de 45x45x35 cm (Panlab, Bioseb,
Vitrolles, France), dont les c6tés, en plexiglas transparent sont élevés et le plancher est noir.
L'arene émet des faisceaux infrarouges, ce qui permet d’enregistrer en direct les
déplacements de souris. Cet enregistrement se fait sur une durée de 10 min et a son issue, la
di ). L .
istance parcourue (en cm), le temps d’inactivité (en s), le nombre de redressements ainsi que

les vitesses de déplacement sont mesurés.

LABYRINTHE EN CROIX SURELEVEE (OU ELEVATED-PLUS MAZE)

Le Labyrinthe en Croix Surélevée (EPM) est un test standard chez les rongeurs (Figure 32B),
permettant d’évaluer leur prise de risque et leur caractere anxieux (Walf and Frye, 2007). Ce
labyrinthe posséde deux bras ouverts et deux bras fermés. Les souris ont tendance a préférer
les espaces clos, ainsi, sur une période de 10 min, la fréquence d’entrée dans les bras ouverts
(% Fréquence d’entrée dans les BO), et le temps passé dans ceux-ci sont mesurés (% Temps
passé dans les BO), afin de déterminer le caractere plutot désinhibé, ou au contraire, anxieux,

de I'animal (Ethovision XT, Noldus, Wegeningen, The Netherlands).
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Nombre d'entrées dans les BO

% Fré d'entrée dans les BO =
o frequence d entree aans tes Nombre d'entrées dans les BO + dans les BF

Temps passé dans les BO

% T 5 d les BO =
%o Temps passe dans les Temps passé dans les BO + Temps passé dans les BF

TEST DE RECONNAISSANCE D’UN NOUVEL OBJET (OU NOVEL OBIJECT
RECOGNITION)

Le test de reconnaissance d’un nouvel objet (NOR) permet d’évaluer la mémoire de
reconnaissance visuelle a court terme (Figure 32C). Il est basé sur le fait que les rongeurs ont
tendance a s’intéresser préférentiellement a un nouvel objet plutét qu’a un objet familier
(Antunes & Biala). Il se déroule sur trois jours, dont deux jours d’habituation et un jour de test.
Le premier jour permet a la souris de s’habituer a I'arene (50x50x25 cm), pendant 10 min. Le
deuxieme jour, deux objets identiques sont disposés dans I'arene (dans le cas présent, des
fioles en verre) pendant 10 min, ce qui permet a la souris de s’habituer a la présence d’objets.
Enfin, le dernier jour, le test se découpe en deux phases: la premiere est une phase
« d’acquisition », elle va permettre a la souris de se familiariser a deux objets identiques (deux
« tours Légo » ou deux balles de golf a M6 et M12, deux bouchons de lessive ou deux capsules
de café a M9) sur une période de 15 min. La seconde phase, dite aussi « phase de restitution »,
se déroule une heure plus tard, pendant 5 min. Pour cette derniére étape, un des objets a été
changé dans chaque arene, (une balle de golf ayant été remplacée par une « tour Lego » ou
inversement a M6 et M12, par exemple), ce qui implique que chaque souris est alors en
présence d’un ancien objet et d’un nouvel objet. La souris est filmée lors de ces deux phases
(Ethovision XT, Noldus, Wegeningen, The Netherlands). L’exploration est retenue si I'animal
se trouve a moins de 2 cm de I'objet et qu’il ne monte pas dessus. Si les souris passent moins
de 20 secondes a explorer les objets pendant la premiére phase, elles sont exclues du test. Un
index (défini ci-dessous) permet de déterminer la performance de chaque souris pendant la

seconde phase du test.

Temps Nouvel Objet — Temps Ancien Objet

Index NOR = 100

Temps Nouvel Objet + Temps Ancien Objet *
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LABYRINTHE EN Y

Le labyrinthe en Y (Figure 32D) permet d’évaluer la mémoire de référence spatiale du rongeur.
Lors de la phase d’acquisition, qui dure 8 minutes, la souris a libre accés a 2 des 3 bras. Apres
un intervalle de 15 minutes, la souris est replacée dans le labyrinthe et a libre acces aux 3 bras
pendant 5 minutes. Le test est fondé sur la préférence de I'animal pour la nouveauté, en
'occurrence ici le bras inexploré auparavant. La fréquence d’entrée dans le bras
précédemment exploré et dans le bras inexploré, ainsi que le temps passé dans ceux-ci est
mesurée. On calcule ensuite un index (défini ci-dessous) permettant de déterminer la

performance de chaque souris pendant la seconde phase du test.

Temps Bras inexploré
IndexY Maze = - - - x 100
Temps Bras inexploré + Temps Bras exploré

LABYRINTHE DE BARNES

Le labyrinthe de Barnes (Figure 32E) permet I’évaluation des capacités d’apprentissage et de
la mémoire de référence spatiale chez les rongeurs. Ce dispositif peut étre aussi utilisé pour
évaluer la flexibilité cognitive (reversal). Ce test repose sur la tendance naturelle d'un rongeur
a fuir les espaces ouverts/lumineux (aversifs). Il s’agit d’'une plateforme blanche circulaire en
PVC (diametre : 122 cm), positionnée a 80 cm du sol. Elle comprend 40 trous de 5 cm de
diametre a intervalle régulier, a 4 cm du bord. Des indices spatiaux sont placés sur les murs de
la piéce de test et ne sont jamais déplacés. La lumiere dans la piéce est aversive (800 Lux), afin
d’inciter les animaux a trouver la boite d’échappement située sous I'un des trous (appelé
« trou cible »), désigné aléatoirement pour chaque souris. Les animaux sont filmés pendant
les essais (Ethovision XT, Noldus, Wegeningen, The Netherlands), mais le scoring se fait

manuellement, en direct.

La phase d’apprentissage consiste en 4 essais par jour pendant 4 jours. Au cours de
I'apprentissage, I’animal utilise des indices spatiaux situés dans la piéce, pour retrouver le trou
cible. L'essai est arrété au moment ol I'animal entre dans la boite d’échappement, mais est
automatiquement stoppé au bout de 3 minutes le cas échéant. L'animal est ensuite laissé
pendant 1 minute dans la cache, afin d’encourager I'acquisition de son emplacement par

rapport aux repeéres spatiaux.
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Les parameétres retenus pendant la phase d’apprentissage sont :

La latence primaire : le temps qu’il faut a I’animal pour trouver le trou cible

- Lalatence finale : le temps qu’il faut a I'animal pour entrer dans la boite
d’échappement

- Le nombre d’erreurs primaires : le nombre de trous explorés avant qu’il ne trouve
le trou cible

- Le nombre d’erreurs finales : le nombre de trous explorés avant qu’il n’entre dans

la boite d’échappement

Le test de mémoire de référence spatiale a lieu le 5™ jour. L’animal est filmé pendant 90
secondes, alors que la boite d’échappement est retirée. Si 'animal a appris la position de la
boite d’échappement, il devrait passer plus de temps dans son cadran cible que dans le cadran
opposé au trou cible. Ainsi, le temps passé dans le cadran cible, ainsi que le temps passé dans

le cadran opposé sont comptabilisés.

Le labyrinthe de Barnes peut étre utilisé sur une seconde semaine afin d’évaluer la flexibilité
cognitive, pour un test appelé le « reversal ». Il comprend aussi une phase d’apprentissage
(4 essais pendant 3 jours), pendant laquelle la boite d’échappement est placée sous le trou a
I’exact opposé de la semaine précédente pour chaque souris. Le test se déroule le 4°™¢ jour,
dans les mémes conditions que la semaine précédente. Les parametres relevés lors du

« reversal » sont identiques a la 1% phase de test.

Le labyrinthe de Barnes a I'avantage d’étre moins stressant pour I'animal que le labyrinthe de

Morris, et ne demande pas de restriction alimentaire contrairement au labyrinthe radiaire.
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SUIVI METABOLIQUE

SUlVI DU POIDS

Les souris sont pesées tous les mois afin de permettre un suivi de leur prise de poids, puis
classées en trois catégories de poids : poids standard (< 36,1 g, Sw), surpoids (entre 36,1 g et
43,7 g, Ov) et obésité (> 43,7 g, Ob). Ces catégories ont été établies par régression linéaire de
la relation entre le poids corporel moyen et les poids du tissu adipeux viscéral, lors d’'une
précédente étude (Pétrault et al., 2019). Toutes les expériences réalisées sont donc analysées

en fonction du régime, mais aussi des catégories de poids.

TOLERANCE AU GLUCOSE

Les souris ont régulierement été soumises a un test oral de tolérance au glucose (OGTT). Apres
6 h de jelne, la glycémie a jeun (TO, en mg/dL) a été déterminée avec un lecteur spécifique
(Accu-Check Performa, Roche), par le prélevement d’une goutte de sang au niveau de la veine
caudale. Une solution de glucose a 0,1 g/mL a une dose de 2 g/kg leur est ensuite donnée
grace a une sonde de gavage. La glycémie est par la suite mesurée a différents temps (T10,
T20, T30, T60, T90 et T120 minutes). Ce test nous permet de déterminer la capacité des souris

a métaboliser le glucose.

DOSAGES METABOLIQUES

Plusieurs jours apres la fin des tests comportementaux et de 'OGTT, les souris sont mises a
jeun durant 6 h. Aprés anesthésie a l'isoflurane, un prélevement de sang de 250 pL est
effectué au niveau du sinus rétro-orbital et centrifugé afin d’en récupérer le plasma. A partir
de celui-ci, des mesures de cholestérol total, ainsi que le taux de triglycérides sont effectuées

grace a un kit d’analyse enzymatique colorimétrique (Thermofisher Scientific, llikirch, France).

STEATOSE HEPATIQUE

Apreés mise a mort (méthode voir p.107), des biopsies de foies sont prélevées et fixées pendant
24 h dans du paraformaldéhyde (PFA) 4 %, déshydratées dans du sucrose 30 %, enrobées dans

de la colle OCT puis congelées a -80 °C. Des coupes de foies de 8 um d’épaisseur sont
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effectuées au cryostat (Leica CM3050S) puis sont déposées sur lames. La coloration Oil Red O
(protocole en Figure 33) met en évidence les gouttelettes lipidiques au sein du tissu. Une
solution mére QOil Red O (50 mg/ml) a été préparée a partir de poudre d’Oil Red O (Sigma-
Aldrich) dissoute dans de I’alcool isopropylique. Aprés 48h d’agitation, la solution est filtrée et
diluée a une concentration de 3 mg/mL. A |a suite du dernier rincage dans I'eau, les lames sont

montées dans un milieu aqueux glycergel (Agilent, Dako).

15min imin 30sec 1min 15min 30min 15min

Alcool Alcool
isopropylig Red 0/l O ———— [isopropylique| Eau Hémalun B — Eau
60% 60%

PFA

Figure 33 : Protocole de coloration a I’huile rouge.

Les coupes de foie sont observées (x20) et scannées sur un microscope (Zeiss Axioscan) et
photographiées. Les gouttelettes lipidiques ont été quantifiées par la densité optique de la

coloration Qil Red O a I'aide d’Image J.

PRESSION ARTERIELLE

La pression artérielle systolique, diastolique et moyenne, ainsi que le pouls des souris ont été
mesurés au niveau de I'artére caudale dés M6, puis tous les trois mois. Pour ce faire, elles ont
été placées dans un appareil de mesure (Blood Pressure Analysis System, Physiological
Research Instruments, USA, Figure 34). Dix mesures ont été retenues, tous les jours pendant
trois jours, afin de pouvoir obtenir une mesure moyenne de la pression artérielle moyenne et

du pouls.

Figure 34 : Appareil de mesure de la pression artérielle.
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IMAGERIE IN VIVO

Les examens en résonnance magnétique ont eu lieu a M6 et a M12, a distance des tests
métaboliques et comportementaux, en utilisant une IRM 7T (Briker Biospec 70/20, Ettlingen,
Allemagne). L'anesthésie a été induite en utilisant 2 % d’isoflurane et a été maintenue grace
a un masque a 1-1,5 % (air a 1,5L/min) pendant I'acquisition, en fonction de la fréquence
respiratoire et la température basale des animaux était maintenue a 36-37°C. Les animaux
étaient maintenus a I'aide de barres d’oreilles, afin de maintenir leur position tout au long des

acquisitions et de permettre une homogénéité de positionnement entre les animaux.
Les mesures suivantes ont été enregistrées dans le cortex préfrontal et I’hippocampe :

- Volumétrie grace a une acquisition T2 3D
- Perfusion sanguine cérébrale par une séquence « Pulsed Arterial Spin Labelling »

(PASL)

VOLUMETRIE T2 3D

Le calcul du volume spécifique du cortex préfrontal et de I'hippocampe a été réalisé selon la
méme méthodologie que dans Puy et al., 2022 (Figure 35A). L'inhomogénéité du champ des
images acquises en T2 a été corrigée en utilisant I'algorithme N4 (Tustison et al., 2010). Il y a
ensuite eu une phase de diminution du bruit, grace a un filtre multi-résolution (Coupé et al.,
2012). Cela a permis une extraction automatique du masque cérébral et de la segmentation
du cerveau (Figure 34A) grace a I’ANTS (Advanced Normalization Tools package) et de I'atlas
Cermep (Lancelot et al., 2014). Toutes les acquisitions sont ensuite passées par un controle
visuel et une correction manuelle quand cela était nécessaire, par une opératrice experte

(Clémence Leboullenger, LiiFE, exemple Figures 35B-C).
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Figure 35 : Cartographies IRM. A. Représentation d’une segmentation en séquence T2 utilisée
pour la volumétrie 3D. Masques permettant la délimitation du cortex préfrontal (B) et de
I’'hippocampe (C). Zones d’intérét pour les mesures de la perfusion du cortex préfrontal (D) et
de I"hippocampe (E).

PERFUSION SANGUINE (PASL)

La séquence PASL permet de visualiser I'eau contenue dans le sang artériel en inversant la
magnétisation du sang par le biais d’ondes radiofréquences. Aprés un délai (Inversion Time,
ou Tl), pendant lequel le sang marqué perfuse le tissu cérébral, des images « marquées » sont
acquises, séparément d’images « contrbles », acquises précédemment et permettant de
définir la zone ou la mesure sera faite, a savoir le cortex préfrontal (Figure 35D) et

I"hippocampe (Figure 35E). Le flux sanguin cérébral se quantifie alors en mL/100 g/min.

SPECTROSCOPIE A RESONANCE MAGNETIQUE (SRM)

Pour la spectroscopie a résonance magnétique, le placement correct des animaux dans
I'appareil a été confirmé a I'aide d’'une acquisition en écho de spin rapide. Des séquences
anatomiques T2 en coronal et en axial ont été faites afin de positionner le voxel d’acquisition
de la SRM (2*2*1,5 mm3) dans la région antérieure du cerveau
(temps de répétition (TR)/temps d’écho (TE) = 2500/33 ms, coupe de champ = 4 cm, encodée

par une matrice de 256*256, pour 16 coupes de 0,5 mm).
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L’acquisition de la SRM et son post-traitement ont été faits en utilisant les séquences STEAM
(Unsuppressed and suppressed STimulated Echo Acquisition Mode ; TR/TE = 3500/3 ms,
NEX = 512). Avant chaque acquisition « Unsuppressed », un ajustement de second ordre a été
effectué. La suppression de I'eau a été réalisée a I'aide de la technique VAPOR (Variable Pulse
power and Optimized Relaxation delays), et aucun module de suppression du volume
extérieur n’a été utilisé. Les pics d’eau obtenus avec des acquisitions non supprimées ont été
utilisés pour vérifier la résolution spectrale et comme référence interne pour estimer la
guantité de chaque métabolite. Le rapport signal sur bruit (Single Noise Ratio, SNR) des
spectres pour les groupes ND et HFD était respectivement le suivant: 45.39 + 11.76 vs
43.83 £ 10.88. La quantification a pris en compte I'aire sous la courbe des spectres. La qualité
du spectre a permis I'évaluation du signal pour les métabolites suivants (Figure 36): Glu
(Glutamate (1) : 2,323 ppm et Glutamate (2) : 2,050 ppm), GIn (Glutamine (1) 2,424 ppm et
Glutamine (2) : 2,096 ppm), le GIx commun (Glu + GIn : 3,750 ppm), et les lipides insaturés
(-CH2: 1,502 ppm) et de lipides saturés (-CHs : 0,885 ppm). Le post-traitement des données de
SRM a été réalisé a I'aide du logiciel IMRUI 5.2, tandis que I'algorithme AMARES (Advanced
Method for Accurate, Robust, and Efficient Spectral fitting) a été utilisé pour la quantification

des principaux métabolites.
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Figure 36 : Description des pics de SRM d’intérét. En haut, le graphe des pics individuels et la

molécule a laquelle ils correspondent. En bas, le spectre original.
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ETUDE DE LA VASOMOTRICITE CEREBRALE

MISE A MORT DES ANIMAUX

Les souris ont été sacrifiées a la fin des tests comportementaux et métaboliques par une
injection intrapéritonéale (IP) de sodium pentobarbital (Dolethal, 182,2 mg/kg). Le foie ainsi
que les tissus adipeux viscéraux (TAV, péri-gonadiques et périrénaux) ont été prélevés, puis

pesés. Le cerveau est également prélevé.

METHODES D’EXPLORATION VASCULAIRE EX VIVO

\j_ Arteriographe d’Halpern

Artériole

Artere basilaire

Artérioles
intraparenchymateuses

Artére piale

Modulations pharmacologiques
dans les deux modeéles

Figure 37 : Méthodes d’exploration vasculaire ex vivo.
L’étude des voies vasodilatatrices du glutamate est réalisée par deux techniques (Figure 37).
L'analyse du role du glutamate dans le couplage neurogliovasculaire se fait par étude de Ia
vasomotricité sur tranche de cerveau frais, qui permet de suivre |’évolution du diamétre des
artérioles intra-parenchymateuses en fonction du contexte pharmacologique, dans le cortex
préfrontal. La vasomotricité de l'artére basilaire est étudiée a I'aide de l'artériographe

d’Halpern.

VASOMOTRICITE DE L’ARTERE BASILAIRE

La vasoréactivité a pu étre mesurée grace a l'artériographe d’Halpern (Living System

Instrumentation, Burlington, USA), sur une portion proximale de I'artere basilaire, perfusée
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avec une solution de Krebs oxygénée avec un mélange 20% 0,/5% CO»/balance N, (en mM) :
119 NaCl, 24 NaHCOs, 4,7 KCl, 1,18 KH2PO4, 1,17 MgS04, 7 H20, 10 glucose, 1,6 CaCl,, pH =7.4,
maintenue a 37°C. L'artere est attachée a deux canules de verre (une distale et une proximale)
a l'aide defils de nylon. La canule distale est fermée, afin de travailler en condition « no flow ».
La canule proximale est connectée a un transducteur de pression, une petite pompe
péristaltique et a une servocommande qui mesure et ajuste continuellement la pression
transmurale. L'ensemble du systeme d’artériographie est placé sur la platine d’un microscope
inversé équipé d’'une caméra. Le diametre intra-luminal est mesuré par analyse de la vidéo,
en direct. Le segment d’artére est stabilisé dans ces conditions pendant 1 heure, a une

pression intra-luminale fixée a 20 mmHg.
Mesure du tonus myogénique

Le tonus myogénique de I'artére basilaire est mesuré en augmentant la pression
intra-luminale par paliers de 25 mmHg, a 25, 50, 75 et enfin 100 mmHg, tout en suivant
I’évolution du diameétre intra-luminal (Diamétre actif). A la fin de I'expérience, de la
papavérine 100 mM (Pap, Sigma-Aldrich), un inhibiteur des phosphodiestérases, est ajouté au
milieu avant de répéter les paliers de pression, afin d’induire une augmentation passive du
diametre intra-luminal (Diamétre passif). Les résultats du tonus myogénique sont exprimés en

pourcentage (% tonus) :

Diameétre actif
- - )X 100.
Diametre passif

% tonus = (1

VASOMOTRICITE SUR TRANCHES DE CERVEAU FRAIS

Le cerveau des souris est prélevé et plongé immédiatement dans une solution de liquide
céphalo-rachidien artificiel froid (aCSF) (en mM) : 124 NaCl, 3,5 KCI, 2 MgSQ0a, 1,25 NaH;POs,
2 CaClp, 26 NaHCOs, 11 glucose, H.O 18MQ (pH 7,4), continuellement équilibré avec du
carbogene 95% 02, 5% CO.. Il est ensuite coupé en tranches coronales de 300um d’épaisseur
au niveau du cortex préfrontal, a 'aide d’un vibratome (Warner Instruments, Harvard
Apparatus, Les Ulis, France). Les coupes sont laissées dans une chambre contenant de I’'aCSF
équilibré a température ambiante (20-22°C) pendant 30 a 60 minutes pour stabilisation. Les

tranches de cerveaux sont transférées dans la chambre de perfusion (Warner Instruments,
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Harvard Apparatus, Les Ulis, France) ou elles sont continuellement perfusées (7mL/min) avec
de I'aCSF équilibré, a I'aide d’une pompe péristaltique et maintenues par une grille de nylon.
Les artérioles du cortex préfrontal sont observées sur un microscope a contraste interférentiel
différentiel (DIC-IR, Leica DMLSF), équipé d’une caméra sensible aux infra-rouges (LUMENERA
INFINITY 3S-1URM, MicroMécanique SAS, France). Les vidéos des expériences sont
numérisées par le logiciel Lumenera Capture (Ottawa, Canada) pour mesurer ultérieurement
le diamétre basal intra-luminal du microvaisseau (diamétre de repos observé pendant 2
minutes) et les changements de diametre suite a la perfusion des différentes substances

pharmacologiques.

Sélection des vaisseaux

Les vaisseaux observés pendant la vasomotricité sur tranches de cerveau frais sont des
artérioles intra-parenchymateuses. Comme expliqué précédemment, ces vaisseaux peuvent
avoir une apparence et un diametre différent en fonction de leur localisation. Les artérioles
ont donc été sélectionnées sur des critéres visuels, notamment la présence de cellules
musculaires lisses, visibles au microscope. Les artérioles ont ensuite été classées en 3

catégories, les petites artérioles (PA, Figure 38A), les artérioles moyennes (AM, Figure 38B) et

les grosses artérioles (GA, Figure 38C), en fonction de leur diameétre.

Figure 38 : Représentation de vaisseaux sélectionnés pour I’étude de la vasomotricité sur
tranches de cerveau frais. A. Petite artériole. B. Artériole moyenne. C. Grosse artériole.

Modulations pharmacologiques

Afin d’assurer un tonus au sein des vaisseaux dans ce systéme, qui ne permet pas de maitriser
la pression intravasculaire, un agent pré-contractant est utilisé tout au long de I'expérience.
La pré-contraction des vaisseaux a été assurée avec soit de la phényléphrine 100 puM

(Sigma-Aldrich) ou un analogue du thromboxane A2 : ’'U46619 2,5 uM (Tocris Biosciences). Ce
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dernier induit une contraction plus stable et puissante que la phényléphrine, plus proche du
tonus myogénique (Angus et al., 1992). L'effet maximal du glutamate est induit aprées la pré-
contraction en utilisant du glutamate 100uM (Sigma-Aldrich). Des inhibiteurs des enzymes

impliquées dans les voies glutamatergiques ont été utilisés (Tableau 3).

Tableau 3 : Inhibiteurs enzymatiques utilisés pour la modulation pharmacologique des
études de vasomotricité sur tranches.

COoxX |1 100 nM Merck

go)dl! 25 uM Merck

nNOS 10 uM Sigma-Aldrich
Analyse

L’analyse de la vasomotricité sur tranches de cerveau frais se fait a posteriori. Le diametre
intraluminal des artérioles intra-parenchymateuses observées est mesuré a chaque étape du
protocole. Cette valeur est la moyenne des mesures faites a plusieurs endroits du vaisseau
(1a 4 repéres par vaisseau). Le pourcentage d’augmentation (%au) du diametre par le

glutamate est ensuite calculé :

diametre glu — diametre précontracté
Y%aug = — - — x 100
diametre précontracté

Afin de standardiser mon analyse, j'ai mis en place un systeme de “cut-off”. Cela permet le
calcul d’un pourcentage de diminution du diametre (%dim), représentatif de I’état de réactivité
de chaque vaisseau observé. Pour mon étude, je ne conserve donc que les expériences dont
le pourcentage de diminution de diametre est supérieur a 3 %, afin de garantir que I'étude ne

porte que sur les micro-vaisseaux réactifs.

) diametre précontracté — diametre de repos
%dim = — x 100
diametre de repos
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ELECTROPHYSIOLOGIE SUR TRANCHES DE CERVEAU
FRAIS

MISE A MORT ET PREPARATION DES TRANCHES DE CERVEAU

Pour les études d’électrophysiologie, la mise a mort des animaux se faisait par une injection
intrapéritonéale (IP) d’une solution de kétamine (100 mg/kg) et xylazine (10 mg/kg), suivie
d’une injection intra-cardiaque de solution de coupe (en mM) : 93 NMDG, 2,5 KCl, 30 NaHCOs3,
20 HEPES, 25 glucose, 5 sodium ascorbate, 2 thiourée, 3 sodium pyruvate, 10 MgSOa4 (7H;0),
1,2 NaH;PO4, 0,5 CaCl;, H,O 18MQ (pH 7,4). La solution de coupe est injectée froide
(environ 3°C), afin de contribuer au refroidissement du cerveau avant la coupe. L'injection se
fait jusqu’a remplacement complet du sang circulant, contrélé par un blanchissement du foie
et le passage de la solution translucide a la sortie de I'oreillette gauche (15 a 20 mL de solution
de coupe sont nécessaires). Les prélevements et la pesée du foie et des tissus adipeux (TAV,

péri-gonadiques et périrénaux) sont réalisés comme décrit précédemment.

Le cerveau des souris est prélevé et plongé immédiatement dans la solution de coupe froide,
continuellement équilibrée avec du carbogene 95% 0, 5% CO,. Il est ensuite coupé en
tranches coronales de 300um d’épaisseur au niveau du cortex préfrontal, a I'aide d’un
vibratome (Warner Instruments, Harvard Apparatus, Les Ulis, France). Les coupes sont laissées
dans une chambre contenant de I'aCSF équilibré avec du carbogene et a température

ambiante (20-22°C) pendant 2 heures pour stabilisation.

DEROULE DE L’EXPERIENCE

INSTALLATION

Les tranches de cerveau sont transférées dans la chambre de perfusion ol elles sont
continuellement perfusées (7mL/min) avec de I'aCSF équilibré chauffé (30-32°C). Elles sont
maintenues par une grille de nylon. Le cortex préfrontal est observé sur le méme microscope
qgue lors des expériences de vasomotricité, en lumiere blanche (sans le filtre infra-rouge).
L'acquisition des signaux électrophysiologiques se fait grace au logiciel ClampEx 11
(PCLAMP 11 Software Suite, Molecular Devices, San Jose, USA).
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Le cortex préfrontal péri-limbique représentait notre zone d’étude (Figure 39A), puisqu’il
recoit des afférences monosynaptiques et polysynaptiques de I'hippocampe (Jin & Maren,

2015).

L’électrode de stimulation était placée au niveau de la couche granulaire, afin de stimuler les
corps cellulaires neuronaux. L’électrode d’enregistrement était quant a elle placée le long des

fibres neuronales, visibles au microscope (Figure 39B).

A e Figure 9
1 AT |
=

Figure 13

\

Figure 39 : Zone d’étude lors des expériences d’électrophysiologie. A. Délimitation de la
zone d’intérét (cortex préfrontal péri-limbique). B. Positionnement des électrodes avec a
gauche, I'électrode d’enregistrement et a droite, I'électrode de stimulation.

CHOIX DES SIGNAUX

La mise en place des protocoles d’électrophysiologie au sein du laboratoire nous a permis de
définir des conditions pour I’exploitation des potentiels d’excitation post-synaptiques (fEPSPs)

enregistrés.

1. llyauneréponse ala stimulation (présence d’un fEPSP)

2. Cette réponse est décalée par rapport a la stimulation (présence d’une fibre de
Volley)

3. L’amplitude du fEPSP est suffisamment importante (au minimum 0,6 mV)

4. L'amplitude du fEPSP est modulable en fonction de I'intensité de la stimulation
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PULSES APPARIES (PP)

L’étude des pulses appariés permet de déterminer les capacités de plasticité pré-synaptique,
puisqu’elle permet notamment d’observer une facilitation par pulses appariés (PPF), c’est-a-
dire 'augmentation de I'amplitude du fEPSPs quand deux stimulations de méme intensité se
font consécutivement (Figure 40). Elle est le résultat d’une augmentation transitoire de la
probabilité de la libération de vésicules au niveau de I'élément pré-synaptique, du fait d’une

concentration résiduelle en calcium supérieure a I'état basal (Satake et al., 2012).

L'étude des PP pouvant étre modulée par plusieurs facteurs, plusieurs fréquences de

délivrance des stimulations ont été mesurées, entre 500 et 20 ms.

Figure 40 : Représentation d’un enregistrement de pulses appariés.

POTENTIALISATION A LONG-TERME (LTP)

Comme expliqué précédemment, la LTP est le processus cellulaire a la base de la plasticité
synaptique. Elle repose sur le fait qu’a la suite d’'une stimulation haute fréquence (HFS), les
fEPSPs enregistrés dans une méme zone auront une plus grande amplitude que
précédemment, ce qui serait le reflet d’'un renforcement de la connectivité synaptique d’un

réseau de neurones.

Notre protocole comprenait 4 stimulations par minute, permettant de calculer un fEPSP
moyen sur 4 mesures. Aprés avoir observé I'amplitude maximale de I'EPSP (amplitude max)
en augmentant l'intensité de la stimulation, une baseline a 40 % de cette amplitude max doit

étre maintenue pendant au minimum 20 minutes. Le protocole de stimulation est ensuite
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changé pour provoquer la HFS : 10 trains de 10 stimulations durant 3 secondes, répétés toutes
les minutes pendant 3 minutes. Le protocole de stimulation permettant la baseline est ensuite

ré-appliqué et les fEPSPs sont enregistrés pendant 1 heure.

Les paramétres observés lors du protocole de LTP sont I'amplitude du fEPSP (mV), la pente
(ou slope) de 'EPSP (mV/ms), I'amplitude de la fibre de Volley (uV). La qualité de I'expérience

est représentée par le rapport de I'amplitude de la fibre de Volley sur la slope.

IMMUNOHISTOCHIMIE (IHC)

A la mise a mort, les animaux sont perfusés avec du sérum physiologique hépariné, puis les
cerveaux prélevés sont fixés pendant 24 h dans du paraformaldéhyde (PFA) 4 %, déshydratés
et préservés dans du sucrose 30 % puis plongés pendant 1 minute dans de l'isopentane
a -40°C. lIs sont ensuite stockés a -80°C. Des coupes de cerveau de 20 um d’épaisseur sont

effectuées au cryostat (Leica CM3050S) puis sont déposées sur lames.

Un protocole d'immunohistochimie a été mis en place afin d’étudier la colocalisation de COX |l
avec des marqueurs de plusieurs types cellulaires présents dans le cortex préfrontal, a savoir :
NeuN (marqueur des neurones), GFAP (marqueur des astrocytes activés), Iba-1 (marqueur de

la microglie) et CD31 (marqueur des cellules endothéliales vasculaires).

Les lames de cerveaux sont mises a température ambiante avant de passer par une étape de
démasquage des sites antigéniques. Aprés le blocage des sites non spécifiques a I'aide de
sérum de cheval, I'incubation avec les anticorps primaires anti-NeuN, anti-GFAP, anti-Iba-1 et
anti-CD31 (Tableau 4) se fait pendant une nuit (12h) 4°C, en chambre humide. Aprés rincages,
I'incubation avec les anticorps secondaires (Tableau 5) se faisait pendant 1h a température
ambiante. Le marquage anti-COX Il se fait dans un second temps, I'anticorps étant produit
chez la souris, le protocole du kit M.O.M (Mouse on Mouse, Vector Laboratories, BMK-2202)
a été suivi. Les lames étaient ensuite protégées par une lamelle, par l'intermédiaire d’un

liguide de montage Vectashield + DAPI (H-1200-10, Vector Laboratories, Inc.).
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Tableau 4 : Anticorps primaires

Cible Fournisseur Référence Concentration Espeéce hote
Santa Cruz Sc376861 (lot C2024) 1:50 Souris
m InVitrogen PA5-143587 1:1000 Goat
m Biotechne NBP3-05554 1:2000 Goat
m Novus Biologicals NB100-1028 1:1000 Goat

CD31 BD Pharmigen 557355 1:1000 Rat

Tableau 5 : Anticorps secondaires

Fournisseur Référence Longueur Concentration

d’onde (nm)

E Invitrogen  A11061 568 1:400 Lapin
IgG Invitrogen A11055 488 1:400 Ane
Goat

laciEln Invitrogen A21208 488 1:400 Ane

Tableau 6 : Nombre d’individus de chaque catégorie de poids et de régime a chaque temps
inclus dans I’étude immunohistochimique.

ND M12 HFD M12 ND M6 HFD M6

2 2 2
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Les coupes de cerveau sont observées (x40) sur un microscope confocal (Zeiss LSM 980
Airyscan2) et photographiées avec la technologie LSM Plus. Un comptage automatique des
cellules des différents types cellulaires a été mis en place avec le logiciel Fiji Imagel) (version
2.16.0), par la détection des noyaux (marqués au DAPI) et de leur environnement (macro
réalisée par Antonino Bongiovanni - Plateforme de microscopie photonique - UAR 2014

US 41). Un contréle manuel a ensuite été réalisé sur chaque image.

ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + déviation standard rapportée a la moyenne
(S.E.M.). Les analyses statistiques ont été faites en utilisant le logiciel GraphPad Prism 10
(GraphPad Software Inc., La Jolla CA, USA). Le seuil de significativité a été placé a p < 0.05. La

normalité a été évaluée a I'aide du test d’Agostino et Pearson.

FIGURES

Sauf indication contraire, tous les schémas présentés dans ce manuscrit ont été générés avec

le logiciel BioRender.
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RESULTATS
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Comme présenté dans l'introduction de ce manuscrit, mon travail de thése a reposé
sur plusieurs axes expérimentaux. D’abord, tout au long de ma these, au fil des sessions
d’animaux, leur suivi métabolique, comportemental et cognitif a été effectué tous les trois
mois. En parallele, un premier projet visait a étudier les altérations cérébrovasculaires induites
par le HFD et les troubles du métabolisme. A sa suite, deux projets ont émergé : un projet
immunohistochimique visant a observer I'expression de COX Il et d’autres facteurs de
neuroinflammation dans le cortex préfrontal ; et un dernier projet visant a développer
I’électrophysiologie sur tranches de cerveau frais dans notre laboratoire et a obtenir des

données de références dans notre modeéle.
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CARACTERISATION DE LA COHORTE

PROFIL METABOLIQUE

DES TROUBLES DU METABOLISME IMPORTANTS APPARAISSENT APRES 6
MOIS DE REGIME HFD

Avant la mise sous régime ND ou HFD (MO0), le poids corporel de toutes les souris est en
moyenne de 23,51 £0,21 g. Avec le temps, la prise de poids est significativement plus
importante dans le groupe HFD que chez les individus du groupe ND (F (1,625 = 210,4,
p < 0,001, Figure 41A). Chez les souris sous HFD, une augmentation du poids des masses
adipeuses viscérales est observée, le régime étant un facteur discriminant (F (1,143 = 139,3,
p < 0,001, Figure 41B, Tableau 7). Comme le montre la Figure 41C, la coloration a I’huile rouge
est plus prononcée dans les foies des souris du groupe HFD. En effet, une infiltration lipidique
hépatique plus importante a été quantifiée dans ce groupe, par rapport au groupe ND, associé

au régime (F (1,111) = 55,68, p < 0,001, Figure 41D, Tableau 7).

Le régime HFD induit une augmentation significative de I'insulinémie a jeun (F (1, 182) = 66,16,
p <0,001, Tableau 7) et de la glycémie a jeun (F (1,232=39,12 p<0,001, Tableau 7). La
Figure 41E montre qu’au cours de I'OGTT, les souris ayant un régime enrichi en graisses
animales voyaient un décalage vers la droite de leur pic de glycémie (a 25 min, alors qu’il
apparait a 10 min chez les souris du groupe ND). De plus, ce pic est plus élevé que chez les
animaux du groupe ND, avec une glycémie qui ne revient pas a la valeur initiale a l'issue des
2h. L'aire sous la courbe (AUC) est significativement plus élevée dans le groupe HFD
(F (1,230)=190,5, p < 0,001, Figure 41F et Tableau 7), ce qui peut traduire une tolérance au
glucose altérée. La Pression Artérielle Moyenne (PAM), habituellement altérée dans les

modeles de syndrome métabolique, n'est pas modifiée par le régime (Tableau 7).
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Figure 41 : Altérations de ’homéostasie lipidique et glucidique induites par le HFD. Evolution
du poids corporel moyen (g) au cours du temps de souris males C57BI6/J sous ND et sous HFD
(A). Poids du tissu adipeux viscéral (VAT, en g) aprés 6 et 12 mois de régime ND ou HFD (B).
Infiltration lipidique hépatique chez les souris ND et HFD, observée par coloration a I'huile
rouge (x20). lllustrations représentatives de coupes de foies provenant d’une souris ND et
d’une souris HFD aprés 6 mois de régime (C). Quantification de I'accumulation lipidique
hépatique (stéatose) chez des souris ND et HFD a M6 et M12 (D). La tolérance au glucose a
été évaluée avec un test de tolérance au glucose oral (OGTT). Une cinétique de I'évolution de
la glycémie représentative des valeurs obtenues chez les souris ND et HFD a été illustrée a M6
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(E). Quantification des aires sous la courbe (AUC) de I'OGTT des groupes ND et HFD a M6 et
M12 (F). Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM. L’analyse statistique a été faite en
utilisant I’ANOVA a 2 facteurs, §§8p < 0,001 pour I'effet du régime. Le test des comparaisons
multiples de Sidak a été utilisé : **p < 0,01, ***p < 0,001 pour la comparaison HFD vs. ND.

Tableau 7 : Caractérisation métabolique en fonction du régime a M6 et a M12.

A Temps vs. Régime

M6

M12

Pression Artérielle Moyenne (mmHg) ND 77,49 + 1,265 (56) 73,71 £ 1,884 (23)
HFD 76,24 + 1,383 (47) 64,95 + 1,758 (23)
Tissus Adipeux Viscéraux (g) §8§8§ ND 1,754 £ 0,109 (30) 1,938 £ 0,121 (47)
HFD 3,603 £ 0,260 (32) *** 4,768 £ 0,2543 (38) ***
Accumulation lipidique hépatique ND 4,546 + 1,178 (24) 4,364 + 0,7845 (40)
(% d’aire) §§8§
HFD 12,212 + 1,247 (23) ** 13,08 £ 1,218 (29) ***
Triglycérides (mg.dL") §§ ND 65,11 + 3,281 (64) 65,41 + 5,837 (39)
HFD 57,09 + 2,864 (56) 49,61 + 2,824 (31)
Cholestérol total (mg.dL"") §8§ ND 151,0 £ 5,128 (64) 148,0 £ 6,169 (39)
HFD 245,9 + 7,452 (56) *** 260,8 + 8,408 (31) ***
Insulinémie (ug.L") 8§88 ND 1,194 £ 0,1013 (64) 1,293 £ 0,1481 (39)
HFD 2,116 +0,1707 (56) ** 3,807 + 0,4981 (27) ***
Glycémie a jeun (mg.dL-") §§§ ND 146,8 + 2,197 (80) 140,9 + 2,130 (47)
HFD 160 £ 2,574 (71) *** 163,4 £ 4,515 (38) ***
OGTT (AUC, mg.min.dL-") §§§ ND 25373 + 366 (79) 24213 + 345 (47)
HFD 33891+ 739 (71) *** 33331 £ 951 (37) ***

Les valeurs sont présentées en moyenne * SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant
I’ANOVA a 2 facteurs, §§§ p < 0,001, §§ p< 0,01, § p < 0,05 pour l'effet du régime. Le test des
comparaison multiples de Siddk a été utilisé : *p < 0,05, ***p < 0,001 pour la comparaison
HFD vs. ND. Le nombre de souris inclues dans chague mesure a été indiqué entre parentheses.

LA PRISE DE POIDS INDEPENDAMMENT DU REGIME AUGMENTE LE

RISQUE DE DEVELOPPER DES TROUBLES DU METABOLISME
Lors de la caractérisation initiale du modéle, il a été démontré qu'il existe un ensemble de

corrélations entre la prise de poids corporel, la masse adipeuse viscérale et les perturbations

du métabolisme glucidique et lipidique chez nos animaux (Pétrault et al., 2019). Grace a un

131



modele de régression linéaire, il a ensuite été possible de discrétiser des poids seuils
permettant de délimiter des catégories de poids, soulignant la sévérité des troubles
métaboliques induits par la prise de poids. Les souris de poids standard ont un poids corporel
< 36,1 g, les souris en surpoids ont un poids corporel compris entre 36,1 g et 43,7 g et les
souris obeses pesent plus de 43,7g. L'analyse de la cohorte sous un autre spectre que le régime
suivi est pertinent dans la mesure ou la prise de poids est hétérogene dans les deux groupes
de régime. En effet, on retrouve des souris obéses a M12 dans le groupe ND, de méme qu'un

certain pourcentage de souris conservent un poids standard méme apres 12 mois de HFD.

O Standard MO M6 M12
3 Surpoids
(3 Obese

ND 100%

HFD 100%

Figure 42 : Pourcentages représentatifs des souris dans chaque catégorie de poids, au
cours du temps.

La prise de poids plus importante des souris HFD, entraine une distribution différente au sein
des catégories de poids (Figure 42), de celle des souris ND a M6 (Test du Chi®> = 52,62,
p <0,001) et a M12 (Test du Chi% = 32,65, p < 0,001, Figure 42). Chez les souris ND, on observe
une augmentation de la proportion de souris en surpoids (Ov), jusqu’a atteindre 35 % de la
population ND totale a M12, avec 5 % de cette population ayant méme atteint la catégorie
obese (Ob) a cet age. Dans le groupe HFD, il n’y a presque plus de souris de poids standard

(Sw) a M12 (6,5 % de la population totale). Le HFD induit une progression massive des souris
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de la catégorie « surpoids » a l'obésité entre M6 et M12, jusqu’a atteindre 67,7 % de la

population HFD totale.

La catégorie de poids a un effet significatif sur la déposition de VAT (F (2, 128) = 182,7, p < 0,001,
Tableau 8). En effet, les valeurs moyennes de VAT augmentent significativement entre les
souris de poids standard et les souris en surpoids (Sw : 1,663 +0.079 g .vs Ov : 3.014+0.159 g,
p < 0,001), mais aussi entre les souris en surpoids et les souris obéses (Ob: 5,33 + 0,2 g,
p < 0,001, Tableau 8). La stéatose hépatique peut aussi étre associée a la prise de poids,
puisque la quantité de gouttelettes lipidiques au sein du foie des souris en surpoids et obéses
est plus importante que chez les souris de poids standard (Sw : 4,454 + 0,776 % d’aire .vs
Ov: 8,456 + 1,072 % d’aire, p < 0,01 et .vs Ob : 15,27 + 1,265 % d’aire, p < 0,001, Tableau 8).
Les valeurs de cholestérol total sont significativement plus importantes chez les souris HFD
(F (1,186) = 220,2, p < 0,001, Tableau 7) et chez les souris en surpoids et obéses (F (2, 187) = 51,31,

p < 0,001, Tableau 8) sans modification de la triglycéridémie.

La prise de poids a aussi pour effet d’augmenter significativement la glycémie a jeun
(F (2,183 = 46,64, p < 0,001, Tableau 8), puisque les souris en surpoids et les souris obéses
présentent une hyperglycémie a jeun, par rapport aux souris de poids standard
(Sw:1,225+0,090 mg.dL-1 .ws Ov:1,764+0,143mg.dL1, p < 0,05 et .vs
Ob: 3,824 £0,408 mg.dL1, p<0,001). La glycémie a jeun est elle aussi augmentée
significativement avec le surpoids et I'obésité (F (2, 233) = 38,86, p < 0,001, Tableau 8), avec la

mise en place d’une intolérance au glucose (F 2, 231) = 34,40, p < 0,001, Tableau 8).
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Tableau 8 : Caractérisation métabolique en fonction de la catégorie de poids, tous temps

confondus.

B vs. Catégories de poids

Poids standard

Surpoids

Obésité

Pression Artérielle Moyenne
(mmHg)

Tissus Adipeux Viscéraux (g)
fff

Accumulation lipidique
hépatique (% d’aire) £££

Triglycérides (mg.dL?)

Cholestérol total (mg.dL?)
fff

Insulinémie (pg.L!) £££

Glycémie a jeun (mg.dL?)
££f

OGTT (AUC, mg.min.dL?)
fff

77,94 + 1,404 (46)

1,663 + 0.079 (59)

4,454 + 0,776 (41)

62,65 * 3,399 (90)

159,3 5,535 (90)

1,225 + 0,0895 (89)

143,3 + 1,54 (119)

26199 + 403,9 (118)

76,53 + 1,648 (35)

3.014 £ 0.159 (38) ***

8,456 + 1,072 (34) **

60,00 * 2,556 (64)

208,3 £ 7,557 (64) ***

1,764 + 0,1431 (64) *

154,4 + 2,372 (75) ***

30530 + 748,1 (74) ***

74,67 + 3,829 (7)

5,33 +0,2 (34) ***

15,27 + 1,265 (26) ***

54,86 + 3,184 (36)

267,4 £ 8,815 (36) ***

3,824 10,4081 (33) ***

174,0 + 3,801 (42) ***

34080 + 1092 (42) ***

Les valeurs sont présentées en moyenne £ SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant
ANOVA a 1 facteur: £££ p < 0.001 pour l'effet de la catégorie de poids. Le test des
comparaisons multiples de Tukey a été utilisé afin de comparer les autres catégories de poids

a la catégorie « Poids Standard » : *** p < 0,001. Le nombre de souris inclues dans chaque

mesure a été indiqué entre parentheses.
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LE HFD ET LA PRISE DE POIDS N’'INDUISENT PAS DE CHANGEMENT DANS
LA COMPOSITION LIPIDIQUE DU CPF ET DE L'HIPPOCAMPE
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Figure 43: Quantification par SRM des lipides au sein du cortex préfrontal. Cette
guantification est représentée en fonction du régime et du temps (A) et en fonction de la
catégorie de poids (B), avec la part de lipides insaturés (-CH, en C et D) et de lipides saturés
(-CHs, en E et F).

Grace a la spectroscopie a résonnance magnétique (SRM), les lipides cérébraux ont pu étre

quantifiés au sein de notre cohorte de souris dans un voxel de 6 mm? localisé dans la région
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antérieure du cerveau, prenant en compte le cortex préfrontal et le striatum. Cette mesure a
été faite pour évaluer si la composition lipidique cérébrale pouvait étre modifiée par le régime
ou par la prise de poids. D’autres métabolites ont aussi été quantifiés, comme le N-Acetyl-
Aspartate (NAA, 2.02 ppm) et la créatine totale (3.03 et 3.90 ppm). Ces derniers sont
considérés comme stables, et sont couramment utilisés comme marqueurs de I'intégrité et de
I'activité neuronale. La quantité de NAA et de créatine totale n’a pas été impactée par le
régime ou la prise de poids (NAA: 290.10°+21.10° vs 246.10°+ 34.10°; tCreatine: 199 + 7.107
.vs 181.10° + 3.107).

En I'occurrence, aucune différence de quantification de lipides n’est observée chez les souris
sous HFD, par rapport aux souris sous ND et ce, a tous les temps de I'étude, pour les lipides
saturés (Figure 43C-D) et insaturés (Figure 43E-F). La teneur en lipides du cortex ne semble

pas non plus modifiée par la prise de poids (Figure 43A-B).

PROFIL COMPORTEMENTAL

LE HFD NE MODIFIE PAS LES CAPACITES MOTRICES NI LE CARACTERE
ANXIEUX DES ANIMAUX, CONTRAIREMENT A L’OBESITE

Le profil comportemental des animaux a été évalué tout au long de I'étude, dans le but de
déterminer si l'impact du régime et de I'évolution des troubles du métabolisme sur le
comportement et certaines fonctions cognitives de nos animaux était bien toujours le méme
qgue d'aprés la caractérisation faite par I'équipe en 2019. L'activité locomotrice spontanée, le
caractere anxieux, la mémoire de reconnaissance visuelle, la mémoire spatiale a court et long-

terme ainsi que la flexibilité cognitive ont été mesurés.

L’évaluation de la motricité spontanée (actimétrie) et du caractere anxieux (Elevated-Plus
Maze) des animaux sont nécessaires pour la validation des tests cognitifs. L’activité motrice
spontanée est statistiquement identique entre les souris du groupe ND et celles du groupe
HFD, a tous les temps de I'étude (Figure 44A-D). En revanche, le temps a un effet non
négligeable sur ce parameétre, puisqu’il réduit significativement la distance parcourue

(F 2,318)= 44,94, p <0,001), la vitesse de déplacement (F (2,318 = 44,84, p < 0,001), le temps
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d’inactivité (F (2,318 =52,58, p < 0,001) et le nombre de redressements des animaux

(F (2,318 = 49,31, p < 0,001).
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Figure 44 : Profil moteur et anxieux des souris de la cohorte. L’activité motrice spontanée a
été caractérisée par la vitesse de déplacement des animaux (A), la distance parcourue (B), le
temps d’inactivité (C) et le nombre de redressements (D) au cours du test de I'actimétrie. Le
caractere anxieux des animaux a été mesuré grace a I'EPM, a I'aide du % de temps passé dans
les bras ouverts (BO, E) et de la fréquence d’entrée dans les BO (F). Les valeurs sont présentées
en moyenne + SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant le test des comparaisons
multiples de Tukey afin de comparer les groupes ND et HFD : **p < 0,01 ; et le test de Dunnett

afin de comparer les autres catégories de poids a la catégorie « Poids Standard » : *p < 0,05 ;
***p < 0,001.

Si on prend en compte les catégories de poids, une diminution significative de la distance
parcourue (F(2,321)=17,78, p < 0,001), de la vitesse de déplacement (F (2 321)=16,14,
p <0,001), ainsi qu’une augmentation significative du temps de repos (F (2,320 = 18,70,
p < 0,001), associées aux souris obéses. Ce résultat suggére qu’une prise de poids importante

peut affecter leurs capacités motrices.
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Le caractere anxieux des rongeurs est inchangé quel que soit le régime suivi (Figure 44E-F). En
revanche, les animaux en surpoids et obeses passent significativement moins de temps dans
les bras ouverts de I'EPM, que les animaux de poids standard (F (2, 321) = 8,675, p < 0,001),
avec significativement moins d’entrées dans ces bras par les souris obéeses (Fréquence
d’entrée Sw :32,96 + 1,130 .vs Ob : 24,91 + 1,881, p < 0,001). On peut cependant attribuer ce
résultat a la diminution significative de I’activité motrice spontanée avec le temps et I'obésité,
puisque la distance parcourue par les souris obeses dans 'EPM était effectivement moins

importante que celle parcourue par leurs congéneres de poids standard.
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PROFIL COGNITIF

Trois fonctions cognitives ont été évaluées : la mémoire de reconnaissance visuelle, grace au
NOR, la mémoire spatiale, grace au Y-Maze et a la premiére semaine du labyrinthe de Barnes,

ainsi que la flexibilité cognitive, grace a la seconde semaine du labyrinthe de Barnes.

LE HFD NE MODIFIE PAS LA MEMOIRE SPATIALE

A MEMOIRE SPATIALE A COURT TERME B
80 - 80
60 S === — - 60

& ES

§ 40 - 40 §

2 B
20+ - 20
0- I 1 1 0

M6 M9 M12 Standard Surpoids Obese
Temps (mois)
mm \ND 3 Standard

C = HED 3 Surpoids D
15+ 3 Obese _ 15

N 3

£ £

% — — ~10 §

8 — C— 8

S S

‘O -

ra g

0

| T T
M9 M12 Standard Surpoids Obese
Temps de régime (mois)

Figure 45 : Evaluation de la mémoire spatiale a court-terme. Celle-ci a été testée a l'aide du
labyrinthe en Y et se caractérise, au moment du test, par le % de temps passé dans le bras
nouveau (A en fonction du régime et du temps ; B en fonction de la catégorie de poids) et de
la fréquence d’entrée dans le bras nouveau (C en fonction du régime et du temps; D en
fonction de la catégorie de poids). Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM.

La mémoire spatiale a court-terme, évaluée par le Y-Maze (Figure 46) a travers le temps passé

dans le bras nouveau (Figure 45A-B) et la fréquence d'entrée dans le bras nouveau
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(Figure 45C-D), ne semble pas étre altérée par le régime (F (1,316) = 1,914, p = 0,168) ou par la

prise de poids (F (2,319) = 2,002, p = 0,137) dans ma cohorte.

Concernant I’évaluation de la mémoire spatiale a long-terme (Figure 46), on peut noter que la

courbe d’apprentissage a M12 des souris sous HFD est décalée par rapport a celle des souris

sous ND, avec notamment une latence primaire significativement plus importante au

deuxiéme jour (t=2,519, p<0,05, Figure 46A). Cependant, il n'y a pas de différence

significative entre les aires sous les courbes d’apprentissage. De plus, le jour du test, le temps

passé dans le cadran cible est similaire, quel que soit le régime suivi ou la catégorie de poids

(Figure 46C-F).
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Figure 46 : Evaluation de la mémoire spatiale a long-terme a M12 avec le labyrinthe de
Barnes. Courbes d’apprentissage, exprimée par la latence primaire en fonction du régime (A)
et de la catégorie de poids (B). Temps passé dans le cadran cible (C, E) et dans le cadran opposé
(D, F) le jour du test. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. L’analyse statistique a
été faite en utilisant un t test, pour comparer les groupes ND et HFD : * p < 0,05.
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DIFFERENCES DE PROFIL COGNITIF ENTRE LES ANIMAUX DE MA COHORTE
ET LA CARACTERISATION INITIALE

Flexibilité de la mémoire
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Figure 47 : Evaluation de la flexibilité cognitive a M12 avec le labyrinthe de Barnes, a l'issue
de la seconde semaine. Courbes d’apprentissage, exprimée par la latence primaire en
fonction du régime (A) et de la catégorie de poids (B). Temps passé dans le cadran cible (C, E)
et dans le cadran opposé (D, F) le jour du test. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.

La flexibilité cognitive est évaluée lors de la seconde semaine du labyrinthe de Barnes, en
changeant 'emplacement de la zone cible. Les animaux doivent alors réapprendre cette
nouvelle position, avant d’étre soumis a un nouveau test. Dans la cohorte, ni le régime, ni la
catégorie de poids n‘ont eu d’effet sur I'apprentissage au cours de la seconde semaine du
labyrinthe de Barnes (Figure 47A-B). De méme, le jour du test, le temps passé dans le cadran
cible est similaire, quel que soit le régime suivi ou la catégorie de poids (Figure 47C-F), alors
gu’il avait été montré précédemment une augmentation significative du temps passé dans le
cadran opposé par les souris obéses, comparées aux souris de poids standard (Pétrault et al.,

2019).
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Mémoire de reconnaissance visuelle

La mémoire de reconnaissance visuelle est mesurée par le test du NOR. Dans la cohorte, ni le
régime, ni la catégorie de poids n’ont d’effet sur ce paramétre et ce peu importe le temps de
I’étude (Figure 48). Or, il avait été montré (Pétrault et al., 2019) que I'index NOR des souris
sous HFD diminuait significativement dans le temps, alors qu’il restait stable chez les souris
sous ND; et que cette diminution était attribuable a la prise de poids, puisqu’elle était
principalement marquée chez les souris en surpoids et obéses. Il est intéressant de noter
gu’alors, I'index NOR moyen des souris ND était de 0,37. Or, dans ma cohorte, il est certes
stable dans le temps, mais est en moyenne de 0,25, soit significativement plus faible (t = 7,593,

p < 0,05, Figure 48A-B).

Suite a un changement d’enrichissement au cours d’un autre projet, la mémoire de
reconnaissance visuelle des animaux a a nouveau été évaluée dans notre modele d’étude
(Figure 48C). Une diminution de I'index NOR est a nouveau retrouvée chez les souris HFD

(p<0,01) par rapport aux souris ND, dont l'index est en moyenne de 0,37, comme

précédemment.
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Figure 48 : Evaluation de la mémoire de reconnaissance visuelle. Index NOR en fonction du
régime (A) ou de la catégorie de poids (B). Ce paramétre a été évalué en changeant
I’enrichissement des animaux, sur des souris de notre modeéle (C). Les valeurs sont présentées
en moyenne * SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant un t test, pour comparer les
groupes ND et HFD : ** p < 0,01.
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VOLUMES DU CPF ET DE L’'HIPPOCAMPE

Dans I'étude de 2019, il n'avait pas été montré que le HFD ou la prise de poids n'entrainaient

de diminution du volume cérébral dans notre modele. Couplée a une étude histologique, cela

avait permis de conclure qu'il n'y avait pas de neurodégénérescence chez nos animaux.

Une observation anatomique des cerveaux de souris a été effectuée en séquence T2, afin de

mesurer la volumétrie du cortex préfrontal et de I’'hippocampe (Figure 49). Le régime, le temps

de I'étude ou la prise de poids n’ont pas modifié ce paramétre.
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Figure 49 : Volumétrie du cortex préfrontal et de I'hippocampe. Absence de changement
dans les volumes du cortex préfrontal (A) et de I’hippocampe (B) en fonction du régime, du

temps ou de la catégorie de poids.
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PROJET 1: ALTERATIONS CEREBROVASCULAIRES
INDUITES PAR LE REGIME ET LES TROUBLES DU
METABOLISME

Une analyse globale du fonctionnement vasculaire cérébral a été menée a travers plusieurs

parameétres :

L’étude de la perfusion cérébrale dans les structures d'intérét ;
- L'étude du tonus myogénique de I'artére basilaire de nos souris, qui représente la
voie d'entrée de la circulation sanguine dans le cerveau ;

- L’étude des voies glutamatergiques sur les artérioles intra-parenchymateuses.

Lors de la caractérisation du modeéle en 2019, il a été mis en évidence une dysfonction de Ia
relaxation vasculaire dépendant de I'endothélium chez les souris HFD. L’hypothése alors
émise était que le lien entre cette dysfonction, les troubles du métabolisme et le déclin cognitif
était une altération du couplage neurogliovasculaire (NGVC). Un des objectifs de ma thése a
donc été d’évaluer I'intégrité du NGVC dans notre modele. Ce découplage pourrait constituer
le lien entre les troubles du métabolisme, périphériques, et le déclin cognitif observé chez nos
animaux. Pour ce faire, nous avons choisi de nous concentrer plus précisément sur le
glutamate, qui fait le lien entre la neurotransmission et la réactivité vasculaire. Dans un
premier temps, |'effet vasodilatateur du glutamate a été mesuré dans les deux groupes de
régime, puis nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques des enzymes impliquées dans les
différentes voies vasodilatatrices du glutamate afin de mieux comprendre d'ou pourrait venir

le dysfonctionnement.

LA PERFUSION CEREBRALE EST INCHANGEE PAR LE HFD ET L'OBESITE

Lors de leur passage a I'IRM, la perfusion du cortex préfrontral et de I'hippocampe a été
mesurée a l'aide d’une séquence PASL (Figure 50). Le régime, le temps de I’étude ou la prise

de poids n’ont pas modifié ce paramétre dans ces structures cérébrales.
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Figure 50 : Perfusion du cortex préfrontal et de I’hippocampe. La perfusion globale du cortex
préfrontal (A) et de I'hippocampe (B), en fonction du régime (a gauche) et de la catégorie de
poids (a droite). La perfusion a été évaluée par une séquence IRM PASL. Les valeurs sont
présentées en moyenne + SEM.

LE HFD ET L’OBESITE ALTERENT LE TONUS MYOGENIQUE DE L’ARTERE
BASILAIRE

Lors de la caractérisation de la cohorte, il a été montré que le HFD altére les fonctions
vasoactives des artéres piales, a travers une diminution significative du flux sanguin cérébral
dans le territoire Sylvien chez les souris HFD (mesurée a l'aide de la technique du laser
Doppler) a M6 et M12, tandis qu'il n'y avait pas de diminution de la perfusion cérébrale au
repos d'apres I'IRM. De facon intéressante, la réduction du flux sanguin cérébral était

concomitante avec |'apparition des troubles du métabolisme et du déclin cognitif.

Dans la présente étude, il semblait donc intéressant de poursuivre I'étude des fonctions
vasoactives des arteres piales, afin de mieux comprendre ce qui pourrait étre a I'origine d'une
diminution du flux sanguin cérébral associée au HFD. Ainsi, le tonus myogénique de l'artere

basilaire a été mesuré a M6 et M12 au sein de la cohorte (Figure 51).

L'artere basilaire isolée a été soumise a des paliers de pression, grace a |'artériographe
d’Halpern. L'augmentation de cette pression augmente initialement le diamétre intra-luminal
du vaisseau. Dans une configuration normale, le tonus myogénique se développe alors
rapidement, en recontractant les cellules musculaires lisses, afin de réguler le flux sanguin
cérébral. Chez les souris HFD, ce tonus myogénique est diminué significativement, des M6
(Fme (1, 48) = 24,11, p < 0,001, Figure 51A et Fm12 (1, 51) = 19,00, p < 0,001, Figure 51B) et ce
principalement chez les souris obéses. La prise de poids a donc aussi un effet sur le tonus

myogénique, tous temps expérimentaux confondus (F (2, 103) = 12,40, p < 0,001, Figure 51C).

145



TONUS MYOGENIQUE
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Figure 51 : Le tonus myogénique de I’artére basilaire. Ce tonus est représenté a M6 (A) et a
M12 (B) pour les souris ND et HFD, ainsi qu’en fonction des catégories de poids (C). Les valeurs
sont présentées en moyenne + SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant TANOVA a 2
facteurs, ***p < 0,001 pour 'effet du régime. Pour I'effet de la catégorie de poids, une ANOVA
a un facteur a été réalisée, ***p < 0,001.

LE TAUX DE GLUTAMATE INTRA-CEREBRAL EST INCHANGE PAR LE HFD
ET LA PRISE DE POIDS.

Grace a la spectroscopie a résonance magnétique (SRM), le taux de glutamate a pu étre
quantifié au sein de notre cohorte dans un voxel de 6 mm?3 localisé dans la région antérieure
du cerveau, prenant en compte le cortex préfrontal et le striatum. Cette mesure a été faite
pour évaluer si ce taux pouvait étre modifié par le régime HFD ou par la prise de poids. La

glutamine a elle aussi été quantifiée, en tant que précurseur du glutamate.

Des niveaux similaires de glutamate (Figure 52A) sont retrouvés dans la région antérieure du
cerveau, quel que soit le régime (ND : 50.10° + 6.10 vs HFD : 60.10 + 8.10") ou la catégorie
de poids (Sw : 61.10> + 3.10; Ov : 53.10° + 9.10° et Ob : 59.10° + 6.10). La quantité de
glutamine (Figure 52B) ne change pas non plus quant a elle (ND : 30.10° + 5.10° vs
HFD : 30.10° + 4.10%; Standard : 28.10°+ 3.10°; Ov : 26.10° + 6.10° et Ob : 29.10° + 7.10),

de méme que les niveaux du pic glutamate + glutamine (Figure 52C).
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Figure 52 : Quantification du glutamate et de la glutamine dans le cortex préfrontal. Les taux
de glutamate (A), de glutamine (B) et du pic glutamate + glutamine (C) au sein du cerveau, ont
été quantifiés par SRM en fonction du régime et du temps et en fonction de la catégorie de
poids. Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM.

L’EFFET VASODILATATEUR DU GLUTAMATE EST ALTERE APRES 12 MOIS
DE HFD ET PAR L’OBESITE

L’effet maximal du glutamate a été évalué grace a un modeéle de tranches de cerveau ex vivo,
en appliquant 100 uM de glutamate, apres une pré-contraction (Phénylephrine 100 uM, un

agoniste des récepteurs a-1 adrénergiques). Le HFD provoque une diminution significative de
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la dilatation induite par le glutamate (F (1, 62) = 5,660, p < 0,05, Figure 53A). Cet effet est
majoritairement observable a M12. Lorsque les souris sont comparées en fonction de leur
catégorie de poids, il apparait que la prise de poids a un effet majeur sur la vasodilatation
induite par le glutamate (F (2,62) = 15,68, p < 0,05, Figure 53B), les souris obéeses répondant
significativement moins au glutamate que les souris de poids standard (Ob : 1,432 + 1,151 %

.vsSw: 6,929 + 0,899 %, p < 0,05) et que les souris en surpoids (Ov : 7,681 £ 0,308 %, p < 0,05).
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Figure 53 : Altération de I’effet vasodilatateur du glutamate par le HFD et la prise de poids.
L'effet maximal du glutamate (100 uM) a été mesuré a I'aide d’un modeéle de tranches de
cerveaux frais ex vivo, aprés une précontraction a la Phénylephrine 100 uM chez les souris
sous ND et sous HFD a M6 nnp = 19 et nurp = 19, ainsi qu’a M12, nnp = 19 et nurp = 11 (A).
Impact de la prise de poids sur |'effet maximal du glutamate dans ces conditions (B). L’effet
maximal du glutamate a aussi été mesuré aprés une pré-contraction a 'U46619 2,5 uM chez
les souris ND et HFD a M6 nnp = 12 et nprp = 14, ainsi qu’a M12, nyp = 13 et nprp =17 (C). Impact
de la prise de poids sur I'effet maximal du glutamate dans ces conditions (D). Les valeurs sont
présentées en moyenne * SEM. L'analyse statistique a été faite en utilisant 'ANOVA a 2
facteurs, §§p < 0,01 pour I'effet du régime. Le test des comparaisons multiples de Sidak a été
utilisé : *p < 0,05, pour la comparaison HFD vs. ND. Pour l'effet de la catégorie de poids,
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I’ANOVA a 1 facteur a été utilisée : £p < 0.05. Le test des comparaisons multiples de Tukey a
été utilisé afin de comparer les autres catégories de poids a la catégorie « Poids Standard » :
*

p <0,05.

Une autre approche pour étudier I'effet du régime HFD et des troubles du métabolisme induits
est de se placer dans un systeme ou l'effet du glutamate était a I'équilibre avec la pré-
contraction, dans des conditions contrdles. En pré-contractant avec de 'U46619 2,5 uM, un
analogue du thromboxane A2, 100uM de glutamate suffisaient a rééquilibrer le diamétre des
vaisseaux chez les souris ND a M6 (NDws : 0,687 + 3,457 %, Figure 53C), mais pas a M12
(NDm12: -2,507 + 2,703 %). Dans le groupe HFD, une tendance a la diminution du diameétre
intra-luminal des vaisseaux est observée aprés I'ajout de 100uM de glutamate, aux deux
temps expérimentaux (HFDwe : -3,763 + 2,152 % ; HFDm12: - 3,512 £ 2,872 %). Chez les souris
de poids standard, tous temps confondus, le glutamate a un effet [égérement vasodilatateur
(Sw : 1,075 £ 1,198 %, Figure 53D). En revanche, chez les souris en surpoids et obéses, une
diminution du diamétre artériolaire peut étre observée, I'obésité ayant tendance a diminuer

I'effet vasorelaxant du glutamate (Ob : -5,323 + 0,770 %, p = 0,067).

L’OBESITE ET LE HFD PROVOQUENT UN DESEQUILIBRE DANS LES VOIES
VASODILATATRICES GLUTAMATERGIQUES.

Le glutamate induit une vasodilatation en agissant par deux voies intra-cellulaires : une voie
astrocytaire, impliquant I'enzyme COX | et une voie neuronale, impliquant les enzymes COX Il
et la nNOS. Des inhibiteurs spécifiques de ces enzymes ont été utilisés dans les expériences
suivantes : SC560 100 nM pour la COX I, NS398 25 uM pour la COX Il et L-NNA 10 uM pour la
nNOS. A travers ces inhibitions, I'activation potentielle de ces systéemes enzymatiques a été
évaluée, dans chaque condition afin de voir leur contribution dans la réponse vasodilatatrice
au glutamate. L'inhibition de COX | par le SC560 provoque une contraction intense des
vaisseaux, dans tous les groupes et a chaque temps (Figure 54A). Cette constriction semble
cependant réduite par la prise de poids (Sw: 13,59 +2,652% .vs Ob : 8,147 + 2,428 %,
F (2,41y= 1,138, Figure 54B), soit une réduction de 5,443 + 0,224 %. La constriction induite par
I'inhibition de ce systéme enzymatique est la traduction de la capacité relaxante de la voie

astrocytaire sous l'effet du glutamate.
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L'inhibition de COX Il par le NS398 provoque une contraction importante des vaisseaux dans
le groupe ND (Figure 54C), ainsi que chez les souris de poids standard (Figure 54D). En
revanche, la contraction semble moins importante chez les souris du groupe HFD,
principalement a M12 (NDmi2: -21,8 £ 15,88 % .vs HFDm12: 2,547 + 4,735 %), mais aussi chez
les souris en surpoids et obéses (Ov: -8,640 +4,908 %, .vs Sw : -30,27 +6,722 %,
F 2,13y = 3,701, p = 0,059).
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Figure 54 : Impact du régime HFD et de la prise de poids sur I’activité des enzymes des voies
glutamatergiques. Des inhibitions spécifiques de COX I, COX II, et de la nNOS ont été réalisées
en utilisant respectivement du SC560 100 nM, du NS398 25 uM et du L-NNA 10 uM, aprés une
pré-contraction a 'U46619 2,5 uM. Ces inhibitions ont été réalisées de facon isolée. Les
résultats sont présentés pour les souris ND et les souris HFD a M6 et a M12, ainsi qu’en
fonction de la catégorie de poids pour COX | (A-B), COX Il (C-D) et nNOS (E-F). Les valeurs sont
présentées en moyenne + SEM.
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Chez les souris du groupe ND, l'inhibition de la nNOS par le L-NNA ne provoque qu’une
contraction modérée, par rapport aux autres inhibitions (Figure 54E). Ce phénomeéne est aussi
observé chez les souris de poids standard et en surpoids (Sw : -0,7980 + 1,135 %,
Ov: -1,470 % 1,526 %, Figure 54F). Cet effet semble étre absent chez les souris HFD, chez
lesquelles le pourcentage de variation du diamétre est méme tres légérement positif a M12
(HFDm12 : 2,056 + 4,378 %), de méme que chez les souris obeses (Ob : 1,080 + 2,379 %,
F (2,26)=0,5795).

Lorsque les inhibitions des enzymes impliquées dans les voies du glutamate sont réalisées
consécutivement (Figure 55), I'inhibition de COX | induit une réduction importante du
diameétre artériolaire dans les deux groupes, a chaque temps, mais aussi dans toutes les
catégories de poids. Ensuite, I'inhibition de COX Il n’induit une contraction que chez les souris
HFD a M6 (NDwmes: 0,299 +1,483 % .vs HFDwme : 9,462 +2,531%, p < 0,01). Cet effet est
fortement réduit a M12 (HFDm12: 2,515 + 2,271 %, p = 0,0648). Dans ce contexte, I'inhibition
finale de la nNOS a un effet vasoconstricteur puissant sur les vaisseaux des deux groupes a M6
(NDwve : -18,45+7,742% .vs HFDwms :23,01+7,887 %), mais qui est réduit a M12
(NDm12:-10,59 £ 4,521 % .vs HFDm12: 14,58 £ 4,163 %).
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Figure 55 : Impact du régime HFD et de la prise de poids sur la balance d’activité des enzymes
des voies glutamatergiques. Des inhibitions spécifiques et successives de COX |, COX I, et de
la nNOS ont été réalisées en utilisant respectivement du SC560 100 nM, du NS398 25 uM et
du L-NNA 10 puM, aprés une pré-contraction a 'U46619 2,5 uM. Cette expérience a été
réalisée a M6, nnp =9 and nuep = 9 (A) et a M12, nnp = 13 and nuep = 16 (B). Les valeurs sont
présentées en moyenne + SEM.
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LA REPONSE AU GLUTAMATE NE VARIE PAS EN FONCTION DU TYPE DE
VAISSEAUX

Les vaisseaux peuvent étre triés en trois catégories: les petites artérioles
(diamétre moyen : 5,457 + 0,4554 um, n = 10), les artérioles moyennes (diamétre moyen :
9,018 £0,2793 um, n =122) et les grosses artérioles (diamétre moyen : 17,31 £ 0,7344 um,
n = 29). L'effet vasodilatateur du glutamate ne varie pas en fonction du type de vaisseau

(F 2,65) = 1,009, p = 0,370, Figure 56).
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Figure 56 : Effet du diameétre initial du vaisseaux ne fait pas varier la réponse au glutamate.
Les artérioles intra-parenchymateuses observées pendant les expériences de vasomotricité
sur tranches peuvent étre classées en 3 catégories (A) : les petites artérioles (PA), les artérioles
moyennes (AM) et les grandes artérioles (GA), en fonction de leur diameétre au repos (A). Effet

maximal du glutamate en fonction du type d’artériole (B). Les valeurs sont présentées en
moyenne = SEM.
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PROJET 2 : EXPRESSION DE COX2 DANS LE CORTEX
PREFRONTAL

La tendance a la dérégulation de la voie glutamatergique neuronale et plus particulierement
de COX Il nous a poussés a nous interroger sur I'effet du régime et de la prise de poids sur son
niveau d’expression et sa localisation dans les différents compartiments de ['unité
neurogliovasculaire, au sein du cortex préfrontal. Une étude immunohistochimique a donc été
menée, afin de mettre en évidence I'expression de COX Il au sein des neurones (co-marquage
avec NeuN), a proximité des astrocytes activés (co-marquage avec GFAP), de la microglie
(co-marquage avec Iba-1) et des cellules endothéliales des vaisseaux intraparenchymateux
(co-marquage avec CD31). Le nombre de cellules marquées a été déterminé a l'aide d’une
macro sur Fiji Image J, en détectant la fluorescence présente autour des noyaux, marqués au

DAPI.

FACTEURS DE NEUROINFLAMMATION

Cette approche immunohistochimique a permis de compter le nombre de cellules exprimant

des facteurs intervenant dans la neuroinflammation, tels que GFAP, Iba-1 et COX II.

Le nombre total de cellules exprimant COX Il (Figures 57A-C) augmente significativement en
raison du régime HFD (F (1, 561) = 5,209, p < 0,05), plus précisément a M6, ou ce nombre double
(NDwms: 8,3 +0,614 .vs HFDwms: 17,937 + 2,026, p <0,001) et se maintient dans le temps jusqu'a
M12. De facon intéressante, le nombre de cellules positives a COX Il augmente lui aussi
significativement dans le temps au sein du groupe ND (NDma2: 15,043 + 1,321, p < 0,001),
probablement du fait de la prise de poids. En effet, ce paramétre entraine une augmentation
du nombre de cellules exprimant COX Il (p < 0,01), avec une augmentation significative entre
les souris de poids standard et les souris en surpoids et obéses (Sw :11,4+ 0,892 .vs Ov :

15,79+1,33,p<0,05and .vs Ob : 17,21 + 1,881, p < 0.01).
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Figure 57 : Le HFD est corrélé a une augmentation du nombre de cellules exprimant des
marqueurs de la neuroinflammation. L'expression de ces marqueurs a été mesurée en
immunohistochimie, une méthode semi-quantitative. Le nombre moyen de cellules exprimant
COX Il augmente significativement apres 6 mois de HFD, mais aussi avec le temps (A), alors
qgue la prise de poids ne semble pas avoir d’effet sur I'expression de ce marqueur (B). Le
nombre moyen d’astrocytes activés, qui expriment GFAP, augmente avec le HFD (C) mais tend
a diminuer avec la prise de poids (D). Le nombre moyen de cellules microgliales, qui expriment
Iba-1, ne semble pas étre modifié par le régime (E), mais augmente avec la prise de poids (F).
Les valeurs sont présentées en moyenne * SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant
I’ANOVA a 2 facteurs pour I'effet du régime : § p < 0,05 ; §§ p <0,01. Le test des comparaisons
multiples de Sidak a été utilisé : *p < 0,05 ; **p < 0,01, pour la comparaison HFD vs. ND et ##
p < 0,01 pour la comparaison NDws vs. NDwm12. Pour I'effet de la catégorie de poids, ’ANOVA a
1 facteur a été utilisée, § p < 0,05 ; §§ p < 0,01. Le test des comparaisons multiples de Tukey a
été utilisé afin de comparer les autres catégories de poids a la catégorie « Poids Standard » :
*p<0,05; **p<0,01.

Le nombre total de cellules exprimant GFAP (Figures 57D-F) augmente aussi significativement

dans le groupe HFD (F (1,131) = 6,073, p < 0,05), en particulier a M6 (NDwms : 0,92 + 0,341 .vs

154



HFDwms: 3,0 £ 0,685, p < 0,05). La prise de poids ne semble pas avoir eu d'impact sur le nombre
de cellules GFAP positives, avec méme une diminution chez les souris en surpoids par rapport

aux souris de poids standard (Sw : 2,7 £ 0,605 .vs Ov : 0,9683 + 0,202).

Le régime n’a pas d’incidence sur le nombre de cellules exprimant Iba-1 (Figures 57G-I), en
revanche la prise de poids provoque une augmentation du nombre de cellules microgliales
(F (2,182) = 3,423, p < 0,05). Les souris de poids standard présentent significativement moins de
cellules Iba-1 positives que les souris en surpoids et obéses (Sw : 1,936 +0,184 .vs Ov :

2,698 + 0,240, p < 0,05 and .vs Ob : 2,455 + 0,271).

CO-MARQUAGES

L’étude immunohistochimique a été réalisée de fagcon a pouvoir localiser COX Il par rapport
aux différents types cellulaires formant I'unité neurogliovasculaire. COX |l a donc été marquée
en rouge (AlexaFluor 568), et les neurones (NeuN), astrocytes activés (GFAP), vaisseaux
(cellules endothéliales —CD31) et la microglie (Iba-1) ont été marqués en vert (AlexaFluor 488).
Nous nous sommes ainsi intéressés aux cellules ou I'on pouvait détecter ces deux couleurs,
reflétant I'expression de COX Il dans ces cellules (dans le cas des neurones), ou bien dans leur

proximité proche (suggérant une possible coopération).

CO-MARQUAGE COX Il = NeuN

Le régime n’a pas d’effet sur le nombre de neurones exprimant COX Il (Figure 58B), en
revanche on retrouve une différence significative associée a la catégorie de poids (Figure 58C ;
F (2,87) = 8,629, p < 0,001). Celle-ci est principalement due a la nette augmentation de cellules
exprimant a la fois NeuN et COX Il entre les souris en surpoids et les souris obéses
(Ov:8,465+0,921 vs. Ob: 16,43 + 1,763), sans que celle-ci soit significative (p = 0,1123,
Figure 58C).
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Figure 58 : Expression de COX Il a proximité des cellules NeuN-positives. COX |l est exprimée
par les neurones, quel que soit le régime, I’dge ou la catégorie de poids (A). Le nombre moyen
de cellules exprimant a la fois COX Il et NeuN dans les deux groupes de régime (B) et dans
toutes les catégories de poids (C). La barre sur les photos représente I'échelle (= 20 um). Les
valeurs sont présentées en moyenne + SEM. L'analyse statistique a été faite en utilisant
I’ANOVA a 1 facteur : £££ p < 0,001, pour les catégories de poids.
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Figure 59 : Expression de COX Il a proximité des cellules GFAP-positives. Peu d’astrocytes
activés ont dans leur environnement proche des cellules exprimant COX Il (A). Le nombre
moyen de cellules exprimant a la fois COX Il et GFAP est faible chez les souris controles, mais
augmente transitoirement a M6 chez les souris HFD (B). Il semble diminuer avec la prise de
poids (C). La barre sur les photos représente |’échelle (= 20 um). Les valeurs sont présentées
en moyenne + SEM. L’analyse statistique a été faite en utilisant le test des comparaisons
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multiples de Siddk : ** p < 0,01, pour la comparaison HFD vs. ND. Pour 'effet de la catégorie
de poids, ’ANOVA a 1 facteur a été utilisée. Le test des comparaisons multiples de Tukey a
été utilisé afin de comparer les autres catégories de poids a la catégorie « Poids Standard » :
%

p <0,05.

La mise sous régime HFD entraine une augmentation significative du nombre de cellules
exprimant COX Il et GFAP dans leur environnement proche a M6 (NDwms = 0,4 + 0,141 vs.
HFDwme = 2,912 £ 1,179, p < 0,01, Figure 59B). Cet effet n’est pas retrouvé a M12 et ne semble

pas associé a la prise de poids (Figure 59C).
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Figure 60 : Expression de COX Il a proximité des cellules Iba-1-positives. Peu de cellules
microgliales ont dans leur environnement proche des cellules exprimant COX Il (A). Le nombre
moyen de cellules exprimant a la fois COX Il et Ibal est stable dans les deux groupes de régime
et dans le temps (B), mais il semble augmenter avec la prise de poids (C). La barre sur les
photos représente I'échelle (= 20 um). Les valeurs sont présentées en moyenne + SEM.
L’analyse statistique a été faite en utilisant '’ANOVA a 1 facteur, ££ p < 0,01, pour la catégorie
de poids. Le test des comparaisons multiples de Tukey a été utilisé afin de comparer les autres
catégories de poids a la catégorie « Poids Standard » : *p < 0,05.

Le régime ne semble pas avoir d’'impact sur la localisation de I'expression de COX Il par rapport
aux cellules microgliales, méme s’il semblerait que le nombre de cellules exprimant COX Il et
Iba-1 dans leur environnement proche augmente dans le temps chez les souris HFD
(HFDms= 0,644 + 0,139 vs. HFDm12 = 1,246 £ 0,199, p < 0,05, Figure 60B), alors qu’il est stable
dans le temps chez les souris ND (NDwms = 0,943 + 0,196 vs. NDmi2 = 1,00 + 0,149). La prise de

poids augmente elle aussi significativement ce nombre (F (2, 182) = 3,218, p < 0,05, Figure 60C).
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On retrouve plus particulierement une augmentation significative entre les souris de poids
standard et les souris en surpoids sur ce paramétre (Sw : 0,756 + 0,114 vs. Ov : 1,27 + 0,186,

p <0,01), méme s’il reste tres faible.
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Figure 61 : Expression de COX Il a proximité des cellules CD31-positives. Un trés faible
nombre de vaisseaux ont dans leur environnement proche des cellules exprimant COX Il (A).
Le nombre moyen de cellules exprimant a la fois COX Il et CD31 augmente dans les deux
groupes de régime avec le temps (B), mais il tend a diminuer avec la prise de poids (C). La
barre sur les photos représente I'échelle (= 20 pum). Les valeurs sont présentées en
moyenne + SEM.

Ni le régime (F (1,150)=0,5479, p = 0,46, Figure 61B), ni la prise de poids (F (2, 151) = 0,9156,
p = 0,40, Figure 61C) ne semblent avoir d’'impact sur le nombre de cellules exprimant CD31 et

COX Il dans leur environnement proche.
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PROJET 3 : EXPLORATION ELECTROPHYSIOLOGIQUE DU
MODELE

Suite a I'observation de I'existence d’un découplage neurogliovasculaire associé au glutamate
chez les souris de notre modeéle, nous nous sommes interrogés sur les répercussions de ce
découplage sur la capacité de plasticité synaptique, apres la consommation du HFD. Pour cela,
nous avons choisi d’étudier I'électrophysiologie du cortex préfrontal, plus particulierement du
faisceau de fibres neuronales de la zone péri-limbique du cortex préfrontal, qui se projettent
vers I’hippocampe. Deux protocoles ont été mis au point : un protocole de potentialisation a
long-terme (LTP), processus cellulaire a la base de la plasticité synaptique, ainsi qu’un
protocole de pulses appariés, qui pourrait donner des informations sur la plasticité de

I’élément pré-synaptique.

LTP

Il a été possible d’induire une potentialisation a long-terme chez les souris de notre modele
(Figure 62), a nos différents temps d’intérét et dans nos deux catégories de régime. Méme si
le nombre de répétitions est trop faible pour faire une étude quantitative, il est a noter que la
LTP ne s’est pas maintenue 1 heure entiere lorsque nous avons fait cette expérience a JO
(avant la mise sous régime ND ou HFD). De plus, la LTP était particulierement instable chez les

souris sous HFD a M12.
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Figure 62: Il est possible d’induire une potentialisation a long-terme dans le cortex
préfrontal, méme chez des souris adultes. Illustrations de tracés de LTP obtenus dans les deux
groupes de régime et a plusieurs temps, associées a la courbe de contréle qualité (amplitude
de la fibre de Volley en fonction de la pente de la dépolarisation). Une LTP a ainsi pu étre
observée a JO (A-B), a M6 chez une souris ND (C-D) et chez une souris HFD (G-H), a M9 chez
une souris ND (E-F) et a M12 chez une souris HFD (I-J).

PULSES APPARIES

La facilitation pré-synaptique est un phénomene qui se produit lorsque deux stimuli arrivent
rapidement de facon successive au neurone pré-synaptique. Il consiste en une réponse post-
synaptique plus ample suite au second stimulus (P2) par rapport a la réponse au premier
stimulus (P1). Ex vivo, la facilitation pré-synaptique peut étre modélisée par I'envoi de pulses
appariés, dont l'intervalle entre chaque stimulus (ISI) est connu et est mesurée par le rapport

P1/P2.
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Figure 63 : Exemples de PPF dans notre modele. Variations du rapport P1/P2 en fonction de
I'intervalle inter-pulse (ISI) a JO (A), M6 (B) et M9 (C).

La mise en place de cette expérience au laboratoire s’est faite parallelement a celle de LTP
(Figure 63). Le nombre de répétitions est donc lui aussi trop faible pour permettre ici une
étude quantitative, néanmoins, il est intéressant de constater, d’apres ces premiers résultats,
qgue méme si P1/P2 diminue quand I'ISI augmente, il augmente a nouveau drastiquement lors

de la derniére série de stimulation (500 ms), alors qu’il reste trés proche de 1 a M6 et M9.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Mes travaux de thése avaient pour but de reproduire le développement progressif de troubles
du métabolisme, comme on peut I'observer chez ’homme, chez des souris ayant un acces
illimité a un régime enrichi en graisses animales, sans exercice physique, jusqu’au milieu de
vie. Dans ce contexte, le modele utilisé est pertinent puisque les souris sous HFD ont pris plus
de poids que les souris sous ND et qu’elles ont développé des troubles du métabolisme
lipidique et glucidique. Les animaux ont été suivis longitudinalement sur une durée de 12 mois,

ce qui a permis de mettre en relation tous les parameétres observés.

L'intérét de baser I’étude sur le milieu de vie est qu’a ce stade, les changements métaboliques,
cérébrovasculaires et cognitifs observés sont encore réversibles et que nous sommes encore
a distance du développement des processus neurodégénératifs, ce qui nous assure que les
effets observés sont bien liés a nos conditions de régime et aux troubles du métabolisme
associés. Cette approche est originale, dans la mesure ol nous nous sommes concentrés sur
les conséquences du HFD, notamment concernant I'impact des troubles du métabolisme
induits par le régime sur 'intégrité de 'unité neurogliovasculaire, de fagon mécanistique.
Cette cohorte a été observée a I'aide de deux repéres : le régime et les catégories de poids.
Ceci a permis de différencier les altérations liées au HFD en lui-méme, des effets directement
associés a une prise de poids et au développement de I'obésité, qui est trés fortement corrélée

aux autres troubles du métabolisme que présentaient les animaux.

Les résultats obtenus pendant ma theése ont permis de mettre en évidence les changements
fonctionnels cérébrovasculaires s’opérant sous I'effet d’'un régime riche en graisses animales
et de troubles du métabolisme associés, dans un modéele murin. Dans un premier temps, j’ai
montré que malgré une perfusion sanguine globale du cortex préfrontal et de I'hippocampe
qui restait inchangée a un dge moyen, le tonus myogénique de I'artére basilaire est fortement
altéré par le régime et l'installation des troubles du métabolisme. A I’échelle des artérioles
intra-parenchymateuses, j'ai aussi montré qu’il existe un dysfonctionnement de I'effet
vasodilatateur du glutamate. Ce neurotransmetteur excitateur, libéré par les neurones du
cortex préfrontal peut en effet induire une vasodilatation de ces vaisseaux en agissant soit par
une voie neuronale, impliquant les enzymes nNOS et COX Il, soit par une voie astrocytaire,
sous l'action de COX I. Ces voies de vasodilatation glutamatergiques ont été étudiées a I'aide

d’inhibitions spécifiques, ce qui a permis de montrer que le HFD et I'obésité sont responsables

166



d’un déséquilibre dans le fonctionnement de ces enzymes et plus particulierement de la voie

neuronale.

Ces résultats ont de plus permis d’envisager plusieurs perspectives. D’abord, COX Il est 'une
des enzymes dont I'équilibre de fonctionnement est perturbé par le HFD et la prise de poids.
Une premiere approche visant a observer la répartition de COX Il au sein du cortex préfrontal
grace a I'immunohistochimie a donc été mise en place, afin de déterminer si notre modéle
pouvait engendrer des modifications de son niveau d’expression et de sa localisation. Cette
étude semi-quantitative a permis de montrer qu’il existe une augmentation du nombre de
cellules exprimant COX Il dans le cortex préfrontal des souris sous HFD, mais aussi que le HFD
et 'obésité pouvent augmenter son expression a proximité des autres cellules de l'unité

neurogliovasculaire, ce qui pourrait expliquer les résultats de vasomotricité.

De plus, dans la mesure ou la voie de vasodilatation glutamatergique neuronale est altérée
dans notre modele, on peut se demander si les neurones pyramidaux du cortex préfrontal
voient eux aussi leur activité étre modifiée par nos conditions de régime ou par I'obésité. Ainsi,
en parallele des projets de vasomotricité et d’immunohistochimie, une partie de mon travail
a consisté a mettre en place un systeme d’électrophysiologie sur tranches de cerveau frais et
a mettre au point un protocole permettant d’étudier la potentialisation a long-terme des

circuits neuronaux du cortex préfrontal.

Ces résultats confirment qu’en milieu de vie, des habitudes de vie « non saines », comme
une alimentation trop riche et la sédentarité vont provoquer le développement progressif
de troubles du métabolisme, notamment de I'obésité. Cette derniére peut alors engendrer
un découplage de l'unité neurogliovasculaire, pouvant conduire au déclin cognitif

précédemment décrit.
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CARACTERISATION DE LA COHORTE

La caractérisation de mon modéle d’étude a déja été publiée (Pétrault et al., 2019),
cependant, il était important de vérifier que ma cohorte présentait bien les mémes
caractéristiques que celles décrites précédemment. Le suivi du profil métabolique, du

comportement et de I'état cognitif des souris a donc été a la base de mon travail de these.

Sur le plan métabolique, les animaux HFD de ma cohorte ont développé les mémes troubles
du métabolisme progressivement tout au long du protocole, de la méme fagon que selon la
caractérisation de 2019. Nous avons mis en évidence les troubles du métabolisme suivants :
une prise de poids corporelle et des masses adipeuses viscérales importante, une stéatose
hépatique, une intolérance au glucose, une intolérance a I'insuline, ainsi qu’une dyslipidémie.
Ces animaux remplissent donc 3 des 5 criteres du syndrome métabolique : I'adiposité
viscérale, I’hyperglycémie et I’hypercholestérolémie ; ce qui suggére un phénotype proche
d’un syndrome métabolique. Ainsi, comme détaillé dans I'introduction de ce manuscrit, en
comparaison avec les différents modeles pré-cliniques induisant des troubles du métabolisme,
notre modele présente plusieurs avantages : il permet une induction progressive des troubles
du métabolisme jusqu’a I'age moyen, et se rapproche ainsi trés fortement des présentations
cliniques. De plus, il nous permet d’observer les effets synergiques de troubles du

métabolisme multiples (méme si nous ne retrouvons pas I’hypertension artérielle).

J'ai aussi pu implémenter de nouvelles méthodes exploratoires dans le suivi des animaux,
notamment la SRM, qui m’a permis de doser les lipides cérébraux. Il n’y a pas de différences
induites par le HFD, ni par I'obésité sur ce parameétre, malgré la consommation plus
importante de graisses saturées présentes dans le HFD. Ce résultat est inattendu, dans la
mesure ou une dyslipidémie périphérique significative est observée chez ces animaux, on
pourrait donc s’attendre a mesurer une augmentation globale des lipides cérébraux. De plus,
il est bien connu que dans les modeles pré-cliniques avec alimentation enrichie, on retrouve
une accumulation de lipides dans les cellules microgliales, similaire a ce qui peut se produire
en périphérie dans les macrophages. En effet, dans un modele de souris HFD, les cellules
microgliales hippocampiques sont suractivées et présentent un nombre plus important de

gouttelettes lipidiques (Yao et al., 2024; Zhuang et al., 2022).
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Figure 64 : Accumulation de gouttelettes lipidiques dans les cellules microgliales associée au
HFD. Issu de Liang et al., 2024 (A) et de Marschallinger et al., 2020 (B).

Liang et collaborateurs (Figure 64) ont méme montré que chez des souris 3xTg-AD, 3 mois de
HFD ont suffi au développement de gouttelettes lipidiques dans les cellules microgliales (Liang
et al., 2024). Ceci conduit a une modification de leur morphologie et de leur métabolisme des
acides gras, promouvant une libération anormale de cytokines pro-inflammatoires et une
infiltration de lymphocytes T, soit une neuroinflammation accrue. Le contenu de ces

gouttelettes lipidiques peut varier selon les situations, cependant, elles contiendraient
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majoritairement des lipides neutres comme les glycérolipides (Marschallinger et al., 2020). Il

n’y aurait donc pas d’impact direct sur le niveau de saturation des lipides cérébraux.

Le résultat obtenu pendant ma thése est certainement lié a la méthode utilisée. La SRM, chez
le petit animal, n’est pas assez sensible pour déterminer avec précision le rapport
d’insaturation des lipides cérébraux. La microscopie SRS (Stimulated Raman Scattering, ou
CARS) ou imagerie vibrationnelle est plus couramment utilisée pour cet usage (Li et al., 2024;
Marschallinger et al., 2020), car elle est particulierement performante pour repérer les
chaines carbonées des lipides. En ce sens, il serait également intéressant de réaliser un
marquage au BODIPY sur des tranches de cerveau, associé a un marquage de la microglie
(Figure 64) afin d’observer les gouttelettes lipidiques intra-parenchymateuses. Ceci pourrait
en effet nous apporter des indications complémentaires sur le stockage des lipides au niveau
cérébral dans notre modele, ce qui irait dans le sens d’un état neuroinflammatoire lié a une

surcharge métabolique.

Sur le plan comportemental, les souris de ma cohorte correspondent au profil décrit en 2019
(altération de la motricité spontanée, sans qu’il n’y ait d’atteinte de leur comportement
anxieux). Sur le plan cognitif, il faut cependant noter que I'obésité a eu un impact majeur sur
la motricité spontanée, ce qui a eu perturbé I'apprentissage dans le labyrinthe de Barnes. En
effet, les souris obéses ne se déplagaient pas pendant les sessions, ce qui a provoqué des
positionnements aléatoires lors du test et a donc empéché une interprétation cohérente de

leur mémoire spatiale a long-terme, mais aussi de leur flexibilité cognitive.

Les animaux ne présentent pas de signes d’une perte de la mémoire spatiale, évaluée a court-
terme ici grace au labyrinthe en Y. Il faut cependant noter que les animaux étaient soumis
trois fois a ce test, a 3 mois d’intervalle : il est donc envisageable que la répétition puisse avoir
faussé ce résultat aux temps d’étude plus avancés. La préservation de la mémoire spatiale
était attendue, puisqu’elle rejoint les observations faites précédemment (Pétrault et al.,

2019), alors mesurées avec le labyrinthe de Barnes.

Les changements dans I'enrichissement opérés par I'animalerie au début de ma thése (avec
notamment lincorporation de «sizzles », qui semblent provoquer une nidation plus
importante des animaux lors de leur stabulation), pourraient donc étre responsables du

manque d’intérét a I'exploration dont ont fait preuve les souris lors des différents tests
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(Kentner et al., 2021). Plus particulierement, ceci s’est traduit par une diminution de I'index
NOR chez les souris ND. Il est donc impossible de conclure a un quelconque effet du régime
ou de la catégorie de poids sur la mémoire de reconnaissance visuelle dans ma cohorte.
Cependant, il est encourageant de constater que si ces « sizzles » ne sont pas présentés aux
animaux mais remplacés par un autre enrichissement (carrés de cellulose), on retrouve des

index NOR similaires a ceux publiés en 2019.

Pour aller plus loin, I'analyse des taux de NAA et de créatine en SRM a montré qu’il n’y a pas
de différence significative liée au HFD, ni a la prise de poids pour ces métabolites. Or, ils sont
utilisés comme des marqueurs de I'activité et de I'intégrité neuronale. Ainsi, méme s’il est
rassurant de voir que ces parametres sont restés stables dans notre modéle (pour I'étude
électrophysiologique notamment), on peut tout de méme noter une différence entre ce
résultat et les observations courantes en clinique chez des patients atteints par un syndrome
métabolique. En effet, chez ces derniers, le taux de NAA est augmenté par rapport a des
controles (Haley et al., 2010; Karczewska-Kupczewska et al., 2013; Tiehuis et al., 2010),
souvent en corrélation avec la résistance a l'insuline. Il est cependant notable que

I’'augmentation du NAA n’est pas associé a un déclin cognitif plus prononcé chez ces patients.

Enfin, 'observation de la volumétrie du cortex préfrontal et de I’"hippocampe a permis de
montrer que le HFD et lI'obésité n’induisent pas, en milieu de vie, de changements
neuroanatomiques laissant supposer une neurodégénérescence, comme |'a montré la

caractérisation de 2019.

On peut donc conclure que les animaux de ma cohorte présentent bien le méme phénotype
métabolique et comportemental qu’en 2019, sans que |'on n’ait pu mettre en évidence le
déclin cognitif pourtant précédemment décrit dans ce modeéle. Les résultats du test du NOR
sur la mémoire de reconnaissance visuelle montrent que I'on retrouve une altération de cette
fonction, apreés avoir remis les conditions d’enrichissement des animaux telles que

précédemment, ce qui est encourageant pour la suite des expériences sur ce modeéle.
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PROJET 1: EXPLORATION CEREBROVASCULAIRE DU
MODELE ET ETUDE DES VOIES GLUTAMATERGIQUES

Les animaux de notre modele d’étude présentent donc des troubles du métabolisme
multiples, et d’aprés la caractérisation de 2019, un déclin cognitif ainsi qu’une altération de la
dilatation des artérioles intra-parenchymateuses (Pétrault et al., 2019). L’altération de la
performance vasculaire cérébrale et périphérique, a travers la dysfonction endothéliale des
microvaisseaux, avait déja été suggéré par les travaux de Brant et collaborateurs comme
explication du lien entre le déclin cognitif et le syndrome métabolique (Brant et al., 2018),
cependant, cette étude clinique n’avait pas proposé de mécanismes pathologiques précis au
sein de l'unité neurogliovasculaire. Une exploration cérébrovasculaire compléte du modele a

donc été menée lors de ma theése.

Lors de la caractérisation de 2019, a I'aide du laser Doppler, une diminution du flux sanguin
cérébral avait été mise en évidence dans le territoire Sylvien des souris HFD des M6, sans qu’il
y ait de modification de la perfusion cérébrale au repos (Pétrault et al., 2019). Cette
diminution du flux sanguin s’observait en parallele de |'apparition des troubles du
métabolisme, périphériques, et du déclin cognitif, central. On peut donc se demander si le
compartiment vasculaire, et par extension I'unité neurogliovasculaire, pourraient avoir une
implication dans I'apparition concomitante de ces symptomes. Au cours de mon étude, j’ai
aussi observé une perfusion cérébrale au repos stable entre les conditions de régime et les
catégories de poids (PASL). Cependant, mes travaux ont mis en évidence une altération du
tonus myogénique de I'artere basilaire chez les souris HFD et obéses, des M6, et aggravée a
M12. Ce résultat est soutenu par d’autres études, sur les artéres mésentériques (Krtger et al.,
2020; Sweazea and Walker, 2012), ou cette diminution est associée a un stress oxydatif causée
par une dérégulation du métabolisme du NO. La diminution significative du tonus myogénique
de 'artére basilaire pourrait avoir des implications majeures sur la santé cérébrale sur le long-
terme, puisqu’il s’agit de I'acces principal du flux sanguin entrant dans le cerveau murin. Par
exemple, elle pourrait étre responsable de la diminution significative du flux sanguin cérébral
observée précédemment dans notre modeéle, mais aussi dans d’autres étude pré-cliniques (Fu
et al., 2017) et cliniques (Birdsill et al., 2013). En revanche, alors qu’un déficit significatif de
perfusion cérébrale sanguine est bien décrit dans la littérature chez les patients présentant
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des troubles du métabolisme (de la Torre, 2012; Han et al., 2023; Knight et al., 2021; Vreeken
et al., 2023), ce n’est pas le cas dans notre modele. Ceci suggere que les conséquences de la
diminution du flux sanguin cérébral pourraient étre liées aux dérégulations du couplage

neurogliovasculaire, qui sont elles-mémes associées au déclin cognitif (Tarantini et al., 2015).

Pendant mon doctorat, I'étude du NGVC s’est concentrée sur le glutamate et ses voies de
vasodilatation. La réponse vasodilatatrice induite par le glutamate est significativement
réduite a M12 par le HFD et la prise de poids. Dans un systeme a I'équilibre, I'effet
vasodilatateur du glutamate est altéré uniquement chez les souris en surpoids et obéses, a
tous les temps de I'étude, ce qui va dans le sens de notre hypothése. Une diminution de la
réponse au carbachol (Pétrault et al., 2019) et a I'acétyl choline (Dunn et al., 2017; Lynch et
al., 2013; Phillips et al., 2005), associée a des troubles du métabolisme avait déja été mise en

évidence (bien qu’il s’agisse ici d’'un mécanisme uniquement endothélium-dépendant).

La réponse vasodilatatrice au glutamate est médiée par une voie astrocytaire, faisant
intervenir COX |, et une voie neuronale, impliquant COX Il et la nNOS (Cauli and Hamel, 2010).
Au niveau astrocytaire, la libération de glutamate induit une augmentation de la
concentration intra-cellulaire en calcium qui active COX |. Cette enzyme libére ensuite
différents médiateurs vasodilatateurs, comme les acides époxyeicosatriénoiques (EETs) et les
prostaglandines (ladecola, 2017; Zonta et al., 2003b). L’activation astrocytaire par le
glutamate pourrait étre le résultat de récepteurs métabotropiques (mGIluR2/3) et/ou des
transporteurs EAAT1 et EAAT2. Le lien entre la libération du glutamate et I'augmentation de
la concentration en calcium n’est pas bien connu (Mishra et al.,, 2024). En utilisant un
inhibiteur spécifique, nous avons mis en évidence une réduction de la contribution de COX | a
la vasodilatation glutamatergique dans le groupe HFD. Cette diminution de la contribution de
la voie astrocytaire est surtout marquée avec la prise de poids, ce qui pose la question d’une
éventuelle activation compensatoire des enzymes de la voie neuronale pour la vasodilatation

résiduelle observée.

Concernant la composante neuronale de la dilatation glutamatergique, la liaison du glutamate
aux récepteurs NMDA des neurones post-synaptiques permet de libérer du NO par la nNOS
dépendante du calcium au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires, favorisant ainsi

une vasodilatation (Busija et al., 2007). L’augmentation de la concentration intra-cellulaire de
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calcium qui suit 'activation des NMDAR permet I'action de COX Il, qui métabolise ensuite
I'acide arachidonique (AA) en prostaglandine E2 (PGE2), permettant la vasodilatation en se
fixant aux récepteurs EP2-4 (Lacroix et al., 2015; Niwa et al., 2000; Omori et al., 2014). Ce
travail a permis de montrer que, lors des inhibitions successives, le HFD augmente la
contribution de la nNOS dans la vasodilatation induite par le glutamate, ainsi que celle de
COXIl, a M6. Cette réorganisation enzymatique permettrait dans un premier temps de
compenser la voie astrocytaire, ainsi, on ne retrouve pas encore de perturbation de I'effet
vasodilatateur maximal du glutamate dans ce groupe a M6. Cette compensation est limitée
dans le temps, puisqu’a M12, on observe une diminution de I'activité potentielle de ces
enzymes. Ce résultat suggere qu’il existe une dysfonction de la réponse de la voie
glutamatergique neuronale dans notre modéle. La progression des troubles du métabolisme
induits par le HFD avec le temps atteint un stade trés avancé chez les souris obéses, qui sont
majoritaires dans ce groupe, a M12. Les troubles du métabolisme induits par le régime, jusqu’a

I’'obésité, seraient donc responsables de I'altération de cette réponse.

L'hétérogénéité des réponses obtenues au sein des différents groupes de régime ne
permettant pas de dégager de différences significatives, nous avons par la suite choisi de
représenter les données en ne prenant plus en compte les catégories de poids
indépendamment des groupes de régime, mais de créer un groupe contréle ne comprenant
gue les souris ND de poids standard. De cette fagcon, nous avons pu mettre en évidence une
différence significative entre ce groupe de souris contréles, et les souris du groupe HFD, qui
présentent une hétérogénéité dans leur prise de poids bien décrite (Burcelin et al., 2002), tant
pour montrer la diminution de la contribution de COX | chez les souris HFD, dés M6 et jusqu’a
M12, que pour confirmer la compensation par les enzymes de la voie neuronale a M6, qui ne

se maintient pas dans le temps.
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Figure 65 : Altérations neurovasculaires causées par les troubles du métabolisme induits par
le HFD dans notre modeéle. Figure utilisée comme Graphical Abstract dans notre publication.

Enfin, méme si ce travail s’est principalement concentré sur des artérioles
intra-parenchymateuses de taille moyenne (9,018 + 0,279 pum, n = 122), nous avons aussi
mené quelques expériences de vasomotricité sur tranches en observant des artérioles plus
petites (n = 10) et plus grosses (n = 29). Il est intéressant de noter que I'effet du glutamate n’a
pas été significativement modifié par le type de vaisseaux, dans cette étude. Cela signifie que
la diminution de la vasodilatation observée chez les souris HFD est bien spécifiquement
associée au régime et a la prise de poids, et non due a une différence de diamétre des

vaisseaux.

Ces résultats (Figure 65) montrent pour la premiére fois que I'administration d’un HFD peut,
sur le long-terme, conduire a un découplage neurogliovasculaire, le glutamate étant un
effecteur de I'activité neuronale ayant un effet direct sur la vasodilatation cérébrale. Toutes
les altérations ici décrites sous-entendent une détérioration importante de la fonction
cérébrovasculaire lorsque I'on prend en compte la loi de Poiseuille, qui, prédit qu’avec la

diminution de pres de 10 % de la capacité vasodilatatrice glutamate-dépendante observée

175



dans cette étude, il y aurait une privation potentielle de prés de la moitié du flux sanguin au
niveau local. Ces changements peuvent donc étre a I'origine du déclin cognitif induit chez les

souris d’age moyen soumises a un HFD.

Nos résultats ont montré qu’il n’y avait pas d’impact du régime ou de la catégorie de poids sur
la quantité de glutamate disponible, ce qui confirme que les altérations sont liées a une
dysfonction des voies du glutamate et non pas a sa disponibilité. Il est cependant intéressant
de constater que plusieurs études ont montré que le déclin cognitif associé a la maladie
d’Alzheimer est associé a une augmentation du taux de glutamate quantifié en SRM dans le
cortex préfrontal de patients (Haley et al., 2010; Karczewska-Kupczewska et al., 2013). Cette
observation peut suggérer que nous nous trouvons bien en amont de troubles

neurodégénératifs plus prononcés que ceux induits a I’dge moyen dans notre modele.

L'astrocyte sert de carrefour métabolique entre le sang circulant et les neurones (Beard et al.,
2021; Bélanger et al., 2011). La diminution de la contribution de la voie astrocytaire mise en
évidence pendant nos travaux pourrait laisser penser que la surcharge métabolique induite
par le HFD et le syndrome métabolique qu’il provoque cause un dysfonctionnement
astrocytaire. Dans de prochains travaux, I'étude des vagues calciques, pourraient nous
permettre de vérifier ce postulat. Cela pourrait aussi nous permettre d’observer si le HFD et
les troubles du métabolisme induits ont un effet sur le VNC, a travers la modulation de

I’activité des canaux TRPVA4.
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PROJET 2 : EXPRESSION DE COX2 DANS LE CORTEX
PREFRONTAL

Mes travaux de these ont permis de montrer que la contribution de la COX Il dans la
vasodilatation glutamatergique augmente dans un premier temps, puis diminue
drastiquement, en lien avec l'installation et I'aggravation des troubles du métabolisme. Dans
ce contexte, il semble nécessaire de préciser que cette enzyme, méme si elle est exprimée
constitutivement par les neurones pyramidaux, est associée a de I'inflammation en périphérie
et peut aussi voir son expression augmenter dans un contexte de neuroinflammation
(Minghetti, 2007; Yamagata et al., 1993). Or, la neuroinflammation est un autre facteur
mentionné lorsque I'on cherche a faire le lien entre les troubles du métabolisme,
périphériques et le déclin cognitif (Guillemot-Legris et al., 2016; Pistell et al., 2010). En effet
I'obésité, notamment, est responsable d’'une inflammation de bas grade continue (Butler et
al., 2025; Fuentes et al., 2023). Or, les cytokines et autres molécules inflammatoires secrétées
par les macrophages résidents du tissu adipeux blanc sont libérées dans la circulation sanguine

et peuvent ensuite passer la BHE et induire de la neuroinflammation (Gémez-Apo et al., 2021).

Dans cette étude, trois marqueurs de neuroinflammation ont été mesurés: COX I, GFAP
(marqueur des astrocytes activés) et Iba-1 (marqueur des cellules microgliales), grace a une
approche d’'immunohistochimie, considérée comme semi-quantitative. L'expression de COX ||
est augmentée significativement par le HFD dés M6 dans le cortex préfrontal, de méme que
I’expression de GFAP. Ce résultat indique une hyperactivation astrocytaire dans notre modeéle,
qui pourrait étre causée par une surcharge métabolique induite par le HFD (Naveed et al.,
2025). La modification du statut lipidique impliquant les acides gras saturés est connue pour
détériorer le métabolisme énergétique cérébral, ce qui peut avoir des conséquences

pathologiques, puisque les astrocytes servent de réserve métabolique pour les neurones.

Ici, on peut poser I'hypothése que cette hyperactivation astrocytaire soit liée a la contribution
de COX | au NGVC. De plus, I'augmentation de I'expression de COX Il pourrait conduire a une
production dysfonctionnelle de métabolites vasoactifs et contribuer probablement au
découplage neurogliovasculaire. Enfin, on sait que le NO est trés sensible au stress oxydant.

La perte de la compensation de la vasodilatation glutamatergique par la nNOS pourrait donc
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étre due au stress oxydant causé par le contexte neuroinflammatoire. La validation de cette
hypothése nécessite cependant d’explorer plus précisément I’expression de ces facteurs, mais

aussi de suivre la production des métabolites vasoactifs.

Cette étude a aussi montré une augmentation de I'expression d’lba-1, le marqueur des cellules
microgliales, associée a la prise de poids. Or, comme cela a été mentionné plus t6t, le
syndrome métabolique est a l'origine d’'une augmentation du taux d’acides gras dans le
cerveau, stockés sous la forme de gouttelettes lipidiques dans les cellules microgliales. Ces
derniéres vont elles aussi induire de la neuroinflammation, a travers l'activation du
neuroinflammasome NLRP3 (Cuicui Wang et al., 2023), qui est lui aussi activé lors de
I'inflammation de bas grade (Litwiniuk et al., 2021). Ce résultat supporte I'hypothese de
I'induction d’une neuroinflammation par nos conditions de régime et les multiples troubles

du métabolisme associés.

Dans la littérature, il est également suggéré que COX |l puisse étre exprimée dans d’autres
types cellulaires, dans un contexte neuroinflammatoire tel que le syndrome métabolique
(Hirst et al., 1999; Lépez and Ballaz, 2020). Les co-marquages de COX Il avec les types
cellulaires de 'unité neurogliovasculaire montrent que I'augmentation de I'expression de COX
I, associée au régime et a la prise de poids se fait bien dans les neurones pyramidaux du cortex
préfrontal, mais aussi a proximité de cellules microgliales et des cellules endothéliales
vasculaires. Les résultats de ce co-marquage avec les astrocytes activés sont plus difficiles a
interpréter, puisqu’on observe une forte augmentation du nombre de cellules exprimant
COX Il et GFAP dans leur environnement proche a M6, sans que cela ne se maintienne a M12
et sans relation apparente a la prise de poids. Cette étude pourrait é&tre complétée par le
marquage d’astrocytes non activés (avec le marqueur S100B, par exemple), afin de préciser

ce dernier résultat.

Cette analyse est aussi limitée par son caractére semi-quantitatif. Une quantification plus
poussée, de protéomique ou de transcriptomique, par exemple, pourrait apporter des
informations plus précises. Dans cette optique, il a déja été prévu de faire une analyse par
RNA-seq des marqueurs de neuroinflammation et de COX Il dans le cortex préfrontal de nos
souris. Mais cette analyse pourrait aller plus loin afin d’analyser plus largement le

métabolisme de I'acide arachidonique, ce qui pourrait aussi nous donner des informations sur
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les mécanismes moléculaires plus fins mis en ceuvre dans le découplage neurogliovasculaire

de notre modele.
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PROJET 3 : EXPLORATION ELECTROPHYSIOLOGIQUE DU
MODELE

La dynamique de compensation puis de diminution de la contribution a la vasodilatation
glutamatergique des enzymes de la voie neuronale souléve la question suivante : quelles sont
les conséquences du HFD et des troubles du métabolisme associés sur le fonctionnement des
neurones glutamatergiques du cortex préfrontal ? Puisque I'exploration cérébrovasculaire
menée pendant ma thése nous a donné des informations sur son statut de neurotransmetteur
chimique, il semblait nécessaire de s’intéresser en paralléle a ses propriétés excitatrices. Il a
donc été prévu de mettre au point, au cours de mon doctorat, plusieurs protocoles

d’électrophysiologie :

- Un protocole de potentialisation a long-terme (LTP)
- L’étude de la facilitation pré-synaptique (PPF)

L’étude de la balance inhibition/excitation

La mise en place de ces protocoles a nécessité beaucoup d’ajustements, de notre poste de
travail, dans un premier temps, puis de tous les paramétres qui nous permettent aujourd’hui
d’avoir des protocoles précis et fixes d’électrophysiologie : le fagonnage des micro-pipettes,
les zones a stimuler/a enregistrer, le type de stimulation haute fréquence pour I'induction de
la LTP, la caractérisation des réponses (amplitudes a obtenir, analyse de la pente...). Il a
également été nécessaire d’ajuster les protocoles décrits dans la littérature aux les souris de
notre modeéle, qui sont bien plus agées que dans la plupart des études de référence (3
semaines contre M6 a M12 dans notre étude). Le choix d’étudier les réseaux synaptiques du
cortex pré-frontal, plutot que les réseaux hippocampiques, bien mieux décrits, n’a pas

simplifié cette tache. Ce projet a donc pris beaucoup plus de temps que prévu initialement.

Cependant, au terme de mon doctorat, nous avons pu mettre au point le protocole de LTP
ainsi que le protocole des pulses appariés, maintenant poursuivis pour un projet de Master 2,
ce qui pourra donner lieu a une étude quantitative sur I'effet du HFD sur ces paramétres a M6
et a M12. Dans la mesure ou COX Il a été reconnue comme un régulateur de la formation des
ligands aux récepteurs cannabinoides (CB1), et que ces récepteurs peuvent ainsi diminuer la
neurotransmission hippocampique excitatrice (Slanina & Schweitzer, 2005), il pourrait étre
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pertinent d’analyser I'impact de la modulation de I'activité de COX Il sur la LTP et la facilitation

pré-synaptique.

En conclusion, les résultats de mes travaux de thése prouvent I’existence d’un découplage
neurogliovasculaire, mais aussi d’altérations neurovasculaires aprés 12 mois de HFD chez un
modele de souris présentant un déclin cognitif induit par les troubles du métabolisme. Cette
étude décrit aussi les mécanismes neurovasculaires impliqués, mettant en jeu une
altération de la composante glutamatergique astrocytaire, associée a une compensation
neuronale qui est perdue dans le temps en lien avec I’aggravation des troubles du
métabolisme induits par le régime. L'étude immunohistochimique suggére un contexte
neuroinflammatoire qui pourrait étre associé aux dysfonctions astrocytaires et neuronales
observées. La mise en place de méthodes quantitatives plus précises, pour la détection des
lipides, mais aussi des marqueurs du fonctionnement des enzymes impliquées dans les voies
glutamatergiques sont nécessaires a la confirmation de cette hypothése. Le développement
de I’exploration électrophysiologique est en cours au laboratoire et permettra de continuer
a obtenir des résultats originaux et de mettre en évidence d’autres mécanismes associant

les troubles du métabolisme au déclin cognitif observés dans notre modeéle.
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Abstract

The impact of unbalanced diet-induced metabolic disorders on cognitive decline at midlife is
now widely observed, although the mechanisms are not well identified. Here, we report that
glutamatergic vasoactive pathways are a key feature of the observed neurogliovascular
uncoupling induced by High-Fat Diet (HFD) in C57BI6/J mice. Halpern’s arteriography revealed
a 70 % impairment of myogenic tone of the basilar artery as soon as 6 months (M6) of HFD.
Infrared imaging on brain slices highlighted a 77 % decrease in glutamate-induced vasodilation
of intraparenchymal arterioles appearing after 12 months (M12) of HFD. The respective
contributions of enzymes involved in the glutamatergic pathways showed a modified pattern
in an HFD- and time-dependent manner. The drop in astrocytic COX | observed at M6 was
followed by a loss of neuronal COX Il and NOS compensatory action at M12. This mechanistic
insight into the HFD-induced neurogliovascular uncoupling offers therapeutic targets to
consider for improving cerebral vasomotion along with the preventive care of peripheral

metabolic disturbances.
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