N

N

Impact d’un régime maternel hyperlipidique et d’un
stress précoce sur la programmation du phénotype
adulte

Amandine Lepinay

» To cite this version:

Amandine Lepinay. Impact d’un régime maternel hyperlipidique et d’un stress précoce sur la pro-
grammation du phénotype adulte. Neurosciences [q-bio.NC]. Université de Bordeaux, 2014. Frangais.
NNT: 2014BORD0305 . tel-01153102

HAL Id: tel-01153102
https://theses.hal.science/tel-01153102
Submitted on 19 May 2015

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01153102
https://hal.archives-ouvertes.fr

universite
“BORDEAUX

THESE PRESENTEE
POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE

L’'UNIVERSITE DE BORDEAUX

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE

Spécialité Neurosciences

Par Amandine LEPINAY

Impact d’'un régime maternel hyperlipidique et
d’un stress précoce sur la programmation du
phénotype adulte

Sous la direction de :

Muriel DARNAUDERY
Soutenue le 17 Décembre 2014

Membres du jury :

LAYE Sophie, Directrice de recherche, INRA ... Présidente

DAUGE Valérie, Directrice de recherche, CNRS ... sesesssssesens Rapporteure
MACCARI Stéfania, Professeure, Université de Lille .....vneesesesessesenes Rapporteure
PIETROPAOLO Susanna, Chargée de recherche, CNRS .......oncrrnncniennenne. Examinatrice
THEODOROU Vassilia, Professeure, Ecole d’'ingénieurs de Purpan................ Examinatrice

DARNAUDERY Muriel, Professeure, Université de Bordeaux .......cceeevevererenns Examinatrice



Impact d'un régime maternel hyperlipidique et d'un stress précoce sur Ila
programmation du phénotype adulte

La période périnatale est une période critique lors de laquelle la qualité de I'’environnement influence
durablement le phénotype. Ainsi, 'adversité dans 'enfance affecte la santé mentale a I'dge adulte. Nos
habitudes alimentaires se sont modifiées avec une augmentation de la consommation d’aliments gras.
Ces changements altérent I'environnement nutritionnel précoce, mais I'effet a long terme sur le cerveau
est mal connu.

L’objectif de ma thése était d’examiner, grace un modéle animal, I'impact d'un régime maternel
hyperlipidique (HL) modélisant le régime des sociétés occidentales et d'un stress de séparation
maternelle sur la programmation du phénotype de la descendance adulte. Dans une liére étude, nous
avons montré que le régime maternel HL entraine des modifications métaboliques chez la descendance
et vulnérabilise a I'émergence de déficits mnésiques si 'exposition au régime est maintenue. Dans une
2éme étude, nous avons exploré les effets combinés du régime maternel HL et d'un stress de séparation
maternelle (3h/jour, postnatal jours 2 a 14). Le stress précoce augmente la motivation pour des
aliments palatables et combiné au régime maternel HL exacerbe la prise de poids sous régime palatable.
En revanche, le régime maternel HL protege la descendance des perturbations émotionnelles et
mnésiques associées au stress précoce. Cet effet pourrait étre sous-tendu par l'augmentation du
comportement maternel sous régime HL et par l'atténuation des altérations développementales du
cortex préfrontal des ratons stressés. En conclusion, mon travail démontre que la nutrition et le stress
interagissent en période périnatale et modifient a long terme le phénotype.

Mots clés : motivation, métabolisme, émotion, mémoire

Programming effects of maternal high-fat diet and early stress on adult phenotype

The perinatal period is a critical period duringieththe quality of the environment has long lastifigcts on
adult phenotype. Early adversity in childhood haserb associated with higher risks to develop
neuropsychiatric disorders later in life. Nowaday®dern societies are characterized by a high copson

of fat. Although these changes also affect nutrdloenvironment during development, the impact irb
functioning and behavior remains unknown.

The aim of my thesis was to examine the programrafifects of maternal high-fat diet (HFD, westeratyi
and early stress on offspring phenotype. In th& fiart, we showed that maternal HFD leads to noéitab
disturbances in adult offspring and sensitized émwory deficits if the HFD is maintained throughdifd. In
the second part, we explored the effects of thebtoation between maternal HFD and chronic maternal
separation (3h/day, postnatal day 2 to 14). Mateseparation enhances motivation for palatable fand
combined with maternal HFD exacerbates vulnerabitt diet-induced obesity. In contrast, maternalDHF
protects the offspring against the emotional arghitive impairments induced by maternal separafigns
protective effect of maternal HFD could be relatedhe increase of maternal care in stressed daptsed
to HFD and to the attenuation of neurodevelopmaeaidtatations in the prefrontal cortex of stressagdsp In
conclusion, my work demonstrates that stress atrition during early life interact and influenceda adult
phenotype.

Keywords : motivation, metabolism, emotion, memory
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Introduction

La période périnatale est une période critique, lors de laquelle, les facteurs
environnementaux laissent une empreinte durable, suggérant ainsi un phénomene de
« programmation précoce » du phénotype adulte. Ainsi, un environnement d’adversité lors de
I'enfance affecte la santé mentale a 1'age adulte. Depuis un siecle, nos habitudes alimentaires se
sont fortement modifiées avec une augmentation de la consommation d’aliments gras et
sucrés. Ces changements nutritionnels touchent aussi les femmes enceintes et les jeunes
enfants conduisant a une altération de I’environnement nutritionnel précoce. Cependant, I'effet
a long terme sur le cerveau est mal connu. L’objectif de ma thése était d’examiner, 'impact d'un
régime maternel hyperlipidique modélisant le régime des sociétés occidentales et d'un stress

de séparation précoce sur la programmation du phénotype de la descendance adulte.

Dans cette introduction, nous aborderons dans un premier temps, les conséquences de
I'adversité pendant les phases précoces du développement sur le phénotype de I'’enfant et de
'adulte. Puis, nous décrirons le modele animal d’adversité précoce, la séparation maternelle,
ainsi que ses conséquences comportementales, neuroendocrines et neurobiologiques. Dans la
troisieme partie, nous examinerons les interactions entre le stress et la nutrition, et en
particulier les liens entre stress et nourriture palatable hyperlipidique. Et enfin dans une
derniere partie, nous aborderons l'impact de la nutrition précoce hyperlipidique sur le

phénotype adulte.

I- Impact de I'adversité précoce chez I’'adulte

1.1. Impact de I’adversité précoce sur la vulnérabilité pathologique

1.1.1. Conséquences de l'adversité précoce sur la vulnérabilité neuropsychiatrique

L’activation aigiie du systeme de régulation du stress est un phénomene d’adaptation qui
favorise les chances de survie, cependant I’exposition a des stress intenses ou chroniques peut

perturber, de maniere durable, les systemes physiologiques, endocrines, immuns et nerveux.
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De tels changements lors du développement pourraient perturber la maturation des circuits
cérébraux et influencer la vulnérabilité pathologique a long terme (Heim and Nemeroff, 2001;

Levine, 2005; Maccari et al., 2014; McEwen, 2007; Selye, 1976).

Il a été rapporté que 53% des adultes ont été exposés a des situations de stress avant 'age de
18 ans, les plus communs étant le divorce parental, des violences familiales, des problemes
économiques, la mort d’'un parent ou encore des négligences ou maltraitances (Dong et al.,
2004; Green et al., 2010). Par commodité, nous regrouperons ces différentes situations de

stress vécues pendant I'enfance sous le terme « d’adversité précoce ».

De nombreuses études montrent que 'adversité pendant I’enfance constitue un facteur
de risque majeur du développement et de la persistance de troubles neuropsychiatriques a
'age adulte. Ainsi, une augmentation des risques de dépression, de stress post-traumatiques,
de troubles de l'attention et d’hyperactivité a été rapportée chez des enfants souffrant de
maltraitances (Famularo et al.,, 1992; Pelcovitz et al., 1994). Par ailleurs, la dépression et les
troubles anxieux sont plus représentés chez des adultes rapportant une histoire d’abus
pendant I'enfance (Felitti et al., 1998; Kaufman, 1991; Mullen et al., 1996; Stein et al., 1996).
Par exemple, des femmes avec une histoire d’abus sexuels et physiques pendant I'enfance, mais
pas a I'age adulte, présentent une augmentation des symptomes anxieux et dépressifs, et sont
plus a risque de tentatives de suicide que des femmes sans histoire d’abus (McCauley et al,,
1997). La perte d’'un parent est aussi associée a une augmentation de la prévalence de
dépressions bipolaires et unipolaires, de troubles anxieux, et ce, indépendamment de I'histoire
familiale ou des prédispositions génétiques (Agid et al., 1999; Kendler et al,, 1992). Il a été mis
en évidence une relation dose dépendante entre la sévérité des expériences pendant I’enfance
et la présence d’épisodes dépressifs ou de dépression chronique a I'dge adulte (Chapman et al,,
2004). De plus, il a été montré des associations entre l'adversité précoce et la sévérité et
I’évolution des symptomes de la schizophrénie (Lysaker et al.,, 2005; Read et al., 2005; Schenkel
et al., 2005). Cette vulnérabilité neuropsychiatrique peut étre mise en évidence par le fait que
les personnes soumises a l'adversité pendant les phases précoces du développement
présentent 3 fois plus de prescriptions d’antidépresseurs, d’anxiolytiques ou

d’antipsychotiques, par rapport a des personnes sans histoire d’adversité (Anda et al., 2007).

Il est intéressant de noter que la manifestation ou l'aggravation de ces troubles

neuropsychiatriques a 1'age adulte sont souvent reliées aux niveaux de stress des individus
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(Hammen et al,, 1992; Norman et Malla, 1994). Ainsi, il a été suggéré que 'adversité pendant

I'enfance entrainerait une augmentation de la vulnérabilité au stress a 'age adulte.

Par ailleurs, il a été mis en évidence que I'adversité précoce mene a une augmentation des
conduites addictives. Plus précisément, elle est associée a une augmentation de Ia
consommation d’alcool ou de drogues d’abus (Berry et Sellman, 2001; Conroy et al., 2009; Gil-
Rivas et al,, 1996; Harrison et al., 1989; Macleod et al., 2008; Rohsenow et al., 1988; Swift et al.,
1996)

1.1.2. Conséquences de l'adversité précoce sur la vulnérabilité aux troubles gastro-intestinaux

Le Syndrome de I'Intestin Irritable (SII) est un trouble fonctionnel intestinal caractérisé
par des altérations de la motilité intestinale, une hypersensibilité viscérale et des altérations
des sécrétions intestinales (Ohman et Simren, 2010). 11 se manifeste par des douleurs
abdominales, un inconfort digestif et des modifications du transit intestinal. Le SII affecte 10-
15% de la population totale dans les pays industrialisés (Saito et al, 2002), avec une

prévalence deux fois plus importante chez la femme que chez I'homme (Mayer et al., 1999).

De nombreuses études ont montré que l'adversité précoce constitue un facteur de risque a
I'émergence de troubles gastro-intestinaux, en particulier du SII, pour revue Chitkara et al.
(2008). Il a ainsi pu étre montré que les patients atteints de troubles gastro-intestinaux
rapportent significativement plus d’expérience d’adversité pendant I'enfance (Halland et al,,
2014). Par exemple, une proportion élevée de patients atteints du SII rapportent des abus
physiques (Salmon et al., 2003), des mauvaises relations parentales ou la perte d’'un parent
pendant l'enfance (Hislop, 1979). D’autre part, une étude récente montre que parmi les
différents types d’abus, I'abus émotionnel pendant I’enfance est le prédicteur le plus fort du SII

a l’age adulte (Bradford et al., 2012).

1.1.3. Conséquences de I'adversité précoce sur le comportement alimentaire et le phénotype
métabolique

Il existe une comorbidité entre troubles neuropsychiatriques et troubles du

comportement alimentaire, i.e boulimie ou anorexie (Blinder et al.,, 2006; Braun et al., 1994;
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Godart et al,, 2002). De nombreux travaux soulignent que 'adversité précoce prédispose les
individus a un comportement alimentaire pathologique. Ainsi, des maltraitances (Horesh et al,,
1995; Welch et Fairburn, 1996), ou des problemes relationnels avec les parents (Horesh et al.,
1996) sont associés a une prévalence élevée de troubles alimentaires. Des femmes avec une
histoire d’abus pendant lI'enfance présentent des risques élevés d’addiction alimentaire
(évaluée par une échelle : « Yale Food Addiction Scale ») (Mason et al., 2013). Cette addiction
alimentaire pourrait en partie expliquer I'augmentation de la prévalence de I'obésité chez les

individus exposés a 'adversité précoce.

En effet, de plus en plus d’études mettent en évidence que I'adversité précoce constitue
un facteur de vulnérabilité dans I'émergence de troubles métaboliques a I'age adulte. Des
études menées chez I'enfant ont montré que le niveau de stress maternel est positivement,
corrélé avec le risque, pour I'enfant, d’étre en surpoids dans un environnement de « sécurité
alimentaire » (Gundersen et al., 2011). Une étude similaire a montré que le niveau de stress
parental est corrélé avec l'obésité infantile (Parks et al, 2012). Au-dela de l'impact chez
I'enfant, I'adversité précoce peut aussi programmer la vulnérabilité aux troubles métaboliques
a I'age adulte. Ainsi, 'exposition a une grande variété de stress pendant les phases précoces de
vie est corrélée avec I'indice de masse corporel, chez des hommes, et ce, indépendamment des
troubles neuropsychiatriques (Gunstad et al., 2006). A titre d’exemple, une histoire d’abus
physiques ou sexuels pendant 'enfance est associée a une augmentation de la prévalence de
I'obésité (Midei et al., 2013; Noll et al., 2007; Richardson et al., 2014) et/ou du diabete de type
2 (Rich-Edwards et al,, 2010) a I'age adulte. D’autres études ont permis de mettre en évidence
que des expériences d’adversité considérées moins séveres, comme des conflits parentaux ou

un divorce pendant la petite enfance ou l'adolescence, augmentent également le risque

d’obésité (D'Argenio et al., 2009; Greenfield et Marks, 2009).

En conclusion, I'adversité pendant I'enfance condtie un facteur de vulnérabilité dans
I'’émergence de troubles neuropsychiatriques, gastrimtestinaux et métaboliques a I'age adulte.
Nous allons maintenant aborder les conséquences Bmdversité précoce sur la structure et le
fonctionnement du cerveau, ainsi que sur certainsystemes, comme le systeme endocrine ou
immunitaire, qui pourraient sous tendre les conségences déléteres de 'adversité précoce sur

la prédisposition aux maladies de I'age adulte.
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1.2. Conséquences neurobiologiques et endocrines de ’adversité précoce

1.2.1. Conséquences de I'adversité sur la structure et la fonction cérébrale

Nous allons nous focaliser sur les modifications de 3 structures clés connues pour étre

sensibles a 'adversité précoce : le cortex préfrontal, 'amygdale et I'hippocampe.

Cortex préfrontal

Le cortex préfrontal est une structure connectée avec de nombreuses régions corticales
et sous corticales qui joue un role dans la régulation des processus cognitifs et émotionnels. Il a
été mis en évidence des anomalies dans le cortex préfrontal dans le cas de stress post-
traumatiques liés a des maltraitances (Carrion et al, 2009; De Bellis et al, 2002), de
dépressions associées a des stress pendant I'enfance (Frodl et al., 2010), des abus physiques
(Tomoda et al.,, 2009) ou des abus émotionnels précoces (van Harmelen et al., 2010). De
maniere plus spécifique, on observe chez des individus ayant subis des maltraitances
physiques pendant I'enfance, une réduction du volume du cortex orbito-frontal qui est
impliqué dans la prise de décision, la régulation émotionnelle et le comportement social. Ces
altérations seraient étre en partie responsables des difficultés sociales rencontrées par les

victimes de stress précoce (Haller et al., 2014).

Des adultes ayant été élevés dans des institutions en Roumanie et exposés a de graves
négligences, présentent une diminution du métabolisme du glucose dans le cortex préfrontal,
suggérant ainsi une hypoactivité de cette zone par rapport a des sujets témoins (Chugani et al,,
2001). Il a éteé proposé que ces différentes altérations structurales et fonctionnelles de la zone

préfrontale résultent d’'un retard de maturation causé par 'exposition a 'adversité précoce.

Hippocampe

L’hippocampe est une structure impliquée dans les processus d’apprentissage et de
mémoire. Les conséquences de I'adversité sur le volume de '’hippocampe ne sont pas claires.
Des études montrent aucune modification du volume hippocampique chez des enfants exposés

a l'adversité précoce (De Bellis et al., 2001; Woon and Hedges, 2008). Cependant, il a été
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montré que l'adversité précoce entraine une réduction du volume de I'hippocampe, chez des
adolescents (Rao et al,, 2010), suggérant ainsi que les altérations de 'hippocampe émergent
plus tardivement dans la vie. Une étude longitudinale a voulu tester cette hypothése. De bellis
et al. ont suivi des enfants avant la puberté et 2Zou3ans plus tard, afin de voir si les altérations
de T'hippocampe induites par l'adversité précoce pouvaient étre mesurables avant
I'adolescence (De Bellis et al, 2002). Les résultats n'ont pas permis de supporter cette
hypothese. Cependant, au moment du test, les participants n’étaient pas encore adultes. Des
études ayant retardé le moment d’évaluation a I'dge adulte ont permis de mettre en évidence
que les changements hippocampiques résultant de I'adversité précoce n’émergent qu’'a I'age
adulte (Andersen et al., 2008; Vermetten et al., 2006; Vythilingam et al., 2002; Woon et Hedges,
2008).

Ces divergences concernant les effets de 'adversité précoce sur 'hippocampe peuvent étre
liées au moment d’évaluation ou a la période du développement pendant laquelle I'individu est
exposé a l'adversité. Ces modifications hippocampiques retardées induites par l'adversité
précoce pourraient résulter d’autres changements neurobiologiques ayant lieu pendant

I'enfance, comme par exemple des modifications amygdaliennes.
Amygdale

L’amygdale joue un roéle dans le traitement des informations et I'évaluation d’une
potentielle menace, dans les comportements de peur, la régulation des processus émotionnels

et la mémoire émotionnelle (Phelps et LeDoux, 2005).

Il a été mis en évidence une augmentation du volume de 'amygdale chez des enfants de 10ans
exposés a des cas de dépressions maternelles depuis la naissance, par rapport a des enfants

témoins (Lupien et al., 2011).

On retrouve cette augmentation du volume amygdalien chez des enfants adoptés ayant vécu
dans des orphelinats roumains (Driessen et al., 2000; Mehta et al., 2009; Schmahl et al.,, 2003;
Tottenham et Sheridan, 2009). 1l est intéressant de noter que les enfants ayant été adoptés plus
tard, ont tendance a présenter une augmentation plus importante de I'amygdale, suggérant
ainsi que le degré d’adversité est en lien étroit avec les altérations cérébrales. Par ailleurs, le
fait que ces enfants aient été adoptés par des familles avec un statut socio-économique élevé,
supporte I'idée que ces altérations de 'amygdale puissent étre irréversibles (Malter Cohen et

al, 2013).
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1.2.2. Conséquences de I'adversité précoce sur 'axe corticotrope

L’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien goee corticotrope) est au coeur des réponses
biologiques de stress et de résilience, de coasexd le systéme nerveux autonome et les processus
comportementaux d’adaptation. Lfgure 1 montre les principaux acteurs ainsi que le

fonctionnement de I'axe corticotrope.
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Figure 1: Schéma de I'axe corticotrope (Moisan et Le Moal, 2012)

Le stress active le circuit « systémique » qui constitue un relais direct entre les efférences viscérales et le
noyau paraventriculaire (NPV). Ce circuit implique des projections du tronc cérébral : noradrénergiques
du locus coeruleus et sérotoninergiques du noyau du raphé, Les sitress psychogénes nécessitent une
intégration sensorielle supérieure. Des afférences limbiques glutamatergiques (hippocampe et cortex
préfrontal) et GABAergiques (amygdale) permetient d'inhiber ou de stimuler l'activité du NPV, Les
neurones parvocellulaires du NPV libérent la corticolibérine [CRH : corticotropin-releasing hormone) et
I'arginine wvasopressine (AVP), gui sont ensuite transportées, par lintermédiaire du systéme porte
hypophysaire, vers I'adénchypophyse. La CRH stimule 'expression du géne de la proopiomélanocortine
(POMC) et la libération des peptides qui en dérivent : les lipotropines, 'endorphine et la corticotropine
(ACTH : adenocorticotropic hormone). LACTH passe dans la circulation générale, jusqu'aux glandes
surrénales pour stimuler la synthése et la libération de glucocorticoides. Linnervation sympathique de la
glande surrénale est également impliquée dans la stimulation du cortex surrénalien. Les glucocorticoides
(hormones stéroides) agissent par lintermédiaire de deux types de récepteurs intracellulaires: les
récepteurs aux minéralocorticoides [MR ou de type I, forte affinité) et les récepteurs aux glucocorticoides
(GR ou de type II, faible affinité). Les glucocorticoides exercent un rétroconirole négatif sur 'axe
corticotrope qui met en jeules GR aux niveaux hypophysaire, hypothalamique et hippocampique.
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Plusieurs études ont examiné I'impact de l'adversité précoce sur le fonctionnement de l'axe
corticotrope, en situation basale et apres un stress ou une stimulation pharmacologique. Des
études ont rapporté une élévation des niveaux de base de cortisol chez I'enfant soumis a
'adversité précoce (Carrion et al., 2002; Cicchetti et Rogosch, 2001; De Bellis et al., 1999). Par
ailleurs, des enfants élevés dans des orphelinats roumains, présentent une atténuation de la

libération de cortisol suite a un stress (Carlson et Earls, 1997).

Il a été suggéré que cette hypoactivation de 'axe corticotrope en réponse a un stress, dans un
contexte d’activation chronique neuroendocrine, soit due a un mécanisme compensatoire dans
le rétrocontrole négatif de I'axe corticotrope. Des tests pharmacologiques ont été développés
afin de pouvoir tester cette hypothese. Ainsi, le test DEX/CRH permet d’évaluer I'efficacité du
rétrocontrdle négatif de I'axe corticotrope lors d'une stimulation pharmacologique. Lors du
test, on administre de la dexaméthasone (DEX, glucocorticoide de synthese) suivi d'une
administration de CRH, 24 heures apres. Chez un sujet sain, la sécrétion de cortisol apres CRH

est supprimée par le prétraitement a la DEX. Chez un sujet dépressif, on observe un

échappement aux effets de la DEX caractérisé par des taux élevés d’ACTH et de cortisol.

En réponse a ce test de challenge a la CRH, des enfants victimes d’abus sexuels présentent une
atténuation de la libération d’ATCH malgré des taux de cortisol inchangés, suggérant ainsi une
hypo-sensibilit¢ a la CRH ou une augmentation de la sensibilité des récepteurs aux
glucocorticoides impliqués dans le rétrocontréle (Heim et al., 2000). Cependant, des enfants
maltraités et ayant des troubles dépressifs présentent au contraire une augmentation des
niveaux d’ACTH en réponse au test DEX/CRH ou un stress (Kaufman et al, 1997). Une des
hypotheses expliquant ces résultats contradictoires est que 1'élévation de l'activité de I'axe
corticotrope est associée avec la présence concomitante d’'un trouble neuropsychiatrique
(Tarullo et Gunnar, 2006). Par exemple, deux études ont montré une augmentation du cortisol
au cours de la journée chez des enfants maltraités présentant une dépression, mais pas d’effet

chez les enfants maltraités ne présentant pas de dépression (Hart et al,, 1996; Kaufman, 1991).

A T'age adulte, tout comme chez 'enfant, les adultes exposés a I'adversité précoce présentent
une activation chronique de l'axe corticotrope. Par exemple, des adultes dépressifs ayant vécu
des expériences stressantes pendant I'enfance ont des taux élevés de CRH dans le liquide
cérébro-spinal (Carpenter et al., 2009b). Les conséquences de cette élévation de CRH sont

hétérogenes et sont modulées par la présence concomitante de psychopathologies. A titre
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d’exemple, des adultes avec une histoire d’abus pendant I'enfance sans troubles
neuropsychiatriques associés présentent une atténuation des réponses ACTH et cortisol a un
stress de laboratoire ou apres le test CRH/DEX, par rapport a des sujets sans histoire d’abus
(Carpenter et al., 2009a). Ces résultats indiquent une hypo-sensibilité a la CRH et/ou une
augmentation de la sensibilité des récepteurs aux glucocorticoides (Carpenter et al., 2009b).
Cependant, les études menées chez des sujets adultes combinant histoire d’adversité précoce
et troubles neuropsychiatriques ont montré des effets opposés. En effet, comme chez les
enfants dépressifs, des adultes atteint de dépression et ayant vécu des maltraitances pendant
I'enfance ont des taux d’ACTH et de cortisol plus élevés apres un stress de laboratoire ou apres
le test CRH/DEX (Heim et al., 2008). Ces travaux suggerent donc qu’'une psychopathologie
combinée a une histoire d’abus pendant I'enfance entralne une hyperactivité de l'axe
corticotrope, qui serait liée la encore a une hypersensibilité a la CRH et/ou a une réduction de

la sensibilité des récepteurs aux glucocorticoides.

1.2.3. Conséquences de l'adversité précoce sur le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est un systéme complexe assurant la protection contre les
pathogeénes et permettant le maintien de I'intégrité de I'individu. Il discrimine les molécules du
‘soi’ et du ‘non-soi’, ou antigénes. L'immunité innée, premiere ligne de défense, est activée suite
a l'infiltration de pathogenes, et suffit a résoudre la majorité des infections, grace aux cellules
phagocytaires (monocytes, macrophages et neutrophiles), qui neutralisent les antigenes par

phagocytose.

Les cellules de I'immunité innée (notamment les macrophages) reconnaissent les motifs
moléculaires présents a la surface des agents pathogenes. Leur liaison aux récepteurs
spécifiques des macrophages active les voies de signalisation intracellulaires contrélant la
transcription de genes impliqués dans la réponse inflammatoire et la syntheése de cytokines
(Janeway et Medzhitov, 2002). Parmi les cytokines, on retrouve principalement les
interleukines (IL) et les facteurs de nécrose tumorale (TNF), les interférons (IFN) et les

chimiokines (cytokines chimio-attractantes).

L’11-1B, I'll-6, et le TNFa (pro-inflammatoires) modulent 'action des lymphocytes en favorisant
leur production, leur maturation, leur différenciation et leur activation. L’Il-1f et I'll-6 sont

impliquées dans la production des protéines comme la CRP (Protéine C-réactive ou C-reactive
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protein). La réaction inflammatoire est ensuite régulée par l'activité de cytokines anti-
inflammatoires, telles I'll-4 et 1'll-10, qui inhibent la production des cytokines pro-

inflammatoires par les monocytes et les macrophages.

De nombreuses études montrent que l'adversité affecte l'activité du systeme

Immunitaire.

Ainsi, des enfants exposés a des stress précoces présentent une augmentation des anticorps en
réponse au virus de I'herpes1 (Shirtcliff et al., 2009). Par ailleurs, 'adversité pendant I'enfance
a été associée avec une élévation des taux de CRP, un biomarqueur des processus
inflammatoires (Danese et al., 2007; Pollitt et al., 2007; Taylor et al., 2006). Des maltraitances
ou des traumas précoces prédisent les niveaux de fibrinogenes (une glycoprotéine impliquée
dans l'activité inflammatoire), le nombre de cellules lymphocytaires (Danese et al., 2008),
d’interleukine-6 (Carpenter et al., 2010; Carroll et al., 2011; Gouin et al., 2012; Pace et al., 2006)
et les niveaux de NFk-B (Nuclear Factor Kappa B) en réponse a un stress (Pace et al., 2006).
Des résultats similaires ont été trouvés chez des individus élevés dans un contexte socio-
économique défavorisé, avec notamment une augmentation des taux d’interleukine-6 et de
NFk-B (Miller et al.,, 2009). Cette augmentation de cytokines chez les personnes exposées a

I'adversité précoce pourrait résulter d'une incapacité des récepteurs aux glucocorticoides a

inhiber les voies de synthese de cytokines.

De maniere intéressante, I'activité du systeme immunitaire a été impliquée dans des processus

qui sont altérés dans des cas d’adversité précoce.

Ainsi, l'activation chronique du systeme immunitaire est associée a des symptdomes
neuropsychiatriques, tels que la dépression (Capuron et al., 2004; Raison et al., 2006). Des
altérations de la production de cytokines ont été rapportées dans les troubles du
comportement alimentaire (Corcos et al., 2003) ou dans I'obésité (Lasselin et al., 2014). De
plus, il a été suggéré que des perturbations du systéeme immunitaire pourraient étre impliquées
dans la symptomatologie du syndrome de l'intestin irritable (Dinan et al, 2006; Ohman et

Simren, 2010).
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En résumé, lI'adversité précoce entraine des altérations cérébrales, ainsi que des
perturbations des systemes endocrines et immunitaires chez I'enfant qui peuvent

persister jusqu’a I’age adulte (voir Tableau 1).

Tableau 1: Résumé des altérations cérébrales, endocrines et immunitaires chez des enfants et adultes exposés a
I'adversité précoce (adapté de Danese et al, 2014)

ENFANTS ADULTES

Cerveau Cortex préfrontal: diminution du volume Cortex préfrontal: diminution du volume
Altérations des fonctions executives

Amygdale: possibles augmentations du volume Amygdale: possibles diminutions du volume.

Hippocampe: pas de changement Hippocampe: diminution du volume Déficits de
mémoire déclarative.

Déficits attentionnels, hyperactivité, altérations Dépression, anxiété, stress post traumatique,
de la régulation émotionnelle vulnérabilité aux drogues d’abus/alcool
Axe Augmentation des taux de base de cortisol. Augmentation des taux de CRH de base
corticotrope
Réponse au stress atténuée Réponse cortisol atténuée (sans maladie
mentale) ou augmentée (maladies mentales)
Stimulution pharmacologique (test CRH/DEX): Stimulation pharmacologique (test CRH/DEX):
ACTH atténuée et cortisol normal mais réponses ACTH et cortisol atténuées (sans
augmentation de 'ACTH (si dépression associée) maladie mentale) ou augmentées (maladies
mentales)
Systéme Augmentation des niveaux d'inflammation Augmentation des niveaux d'inflammation
immunitaire

1.3. Impact de I'adversité précoce sur les modifications épigénétiques

Les processus épigénétiques regroupent I'’ensemble des modifications transmissibles et
réversibles de l'expression des génes ne s'accompagnant pas de changements des séquences
nucléotidiques. Ces processus épigénétiques peuvent étre modulés par des facteurs
environnementaux, aboutissant ainsi a des modifications d’expression des genes. Des études
montrent que l'adversité précoce entraine des modifications épigénétiques de certains
marqueurs, qui pourraient potentiellement sous-tendre les effets a long terme de I'adversité
précoce. Les revues récentes de Lutz et Turecki (2014) et Vaiserman (2014) décrivent les

différentes modifications épigénétiques associées a 'adversité précoce.

20



L’étude d’hippocampes de victimes de suicide a montré que le niveau de méthylation des sites
CpG de 'exon du promoteur du gene codant le récepteur aux glucocorticoides (GR) est plus
élevé chez les individus ayant une histoire d’adversité précoce (McGowan et al., 2009). Les
modifications épigénétiques ne concernent pas uniquement le tissu cérébral, mais peuvent
également étre observées dans les tissus périphériques. En effet, I'adversité précoce ou des
violences pendant la période prénatale sont associées a une augmentation de la méthylation
d’une région de I'’exon du gene GR dans les leucocytes (Radtke et al., 2011; Tyrka et al., 2012).
Par ailleurs, I'examen de la méthylation des cellules mononucléées de la moelle osseuse a
révélé des associations entre la dépression maternelle prénatale et la méthylation de certains
sites spécifiques du gene GR. En accord avec ce résultat chez I'adulte, il a été montré que le
niveau de méthylation est corrélé avec le taux salivaire de cortisol chez des enfants de 3mois
exposés au stress prénatal, suggérant ainsi des connections entre les profils de méthylation et

I'activité de I'axe corticotrope (Oberlander et al., 2008).

Bien qu’'un grand nombre d’études se soient intéressées aux liens entre 1'adversité précoce et
les genes impliqués dans l'axe corticotrope, bien moins ont examiné les modifications
épigénétiques des genes relatifs au systeme immunitaire ou au métabolisme. Cependant,
quelques études basées sur I'examen du génome entier, ont montré qu’'une grande population
de génes impliqués dans le métabolisme présente des profils de méthylation différents chez
des individus exposés a des stress parentaux ou élevés dans des milieux socioéconomiques
défavorables pendant I'enfance (Borghol et al., 2012; Essex et al, 2013). Par ailleurs, des
analyses de la méthylation du génome entier chez des enfants avec ou sans adversité précoce a
révélé que plusieurs genes impliqués dans le systéme immunitaire, notamment dans la

production de cytokines, présentent des modifications de méthylation (Essex et al., 2013).

Ces études suggerent que des processus épigénétiques, résultant de ’adversité précoce,
pourraient sous-tendre les perturbations a long terme de l'axe corticotrope ou du

systeme immunitaire, et influencer la vulnérabilité future aux maladies de I’adge adulte.

Lafigure 2 regroupe les différentes altérations du phénotygaiies par I'adversité précoce.
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Figure 2: Schéma récapitulatif des conséquences de 'adversité précoce sur la vulnérabilite
pathologique & long terme.

En conclusion, nous venons de voir des individus agt vécu des expériences d’adversité

pendant I'enfance présentent des altérations neurdadlogiques a long terme et ont plus de

risques de développer des troubles neuropsychiatigs et métaboliques a l'age adulte,

suggérant ainsi que le stress pendant les périodgsrécoces du développement peut

programmer le phénotype a l'age adulte. Cependantles mécanismes sous-tendant cette

programmation sont difficiles a étudier chez 'lhomne. Les modeles animaux deviennent alors

des outils intéressants pour investiguer les procg&ss mis en jeu.
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II- Modele animal d’adversité précoce : la séparation maternelle

Les travaux pionniers de Levine et Denenberg puis de Meaney, et Plotsky ont montré que des
perturbations de 'environnement précoce produisent des altérations a long terme sur le
comportement émotionnel et la réponse au stress (Champagne et al., 2003a; Chapillon et al,,
2002; Cirulli et al., 2003; Maccari et al., 2014; Meaney, 2001; Newport et al., 2002; Sanchez et
al,, 2001; Weaver et al,, 2002).

Les modeles de séparation ou privation maternelle correspondent a des séparations mere-
petits pendant des durée relativement courtes (Ader, 1968; Levine, 1966; Pryce et al., 2003;
Vallee et al,, 1999; Vallee et al., 1997; Wilber et al., 2009) ou prolongées (3-6h) (Lippmann et
al., 2007; Plotsky et Meaney, 1993) au cours des premieres semaines de vie (1-3 semaines). La
séparation maternelle peut avoir lieu de maniere répétée au cours du développement mais il
existe aussi des paradigmes de séparations aigués pendant 24h (Rosenfeld et al., 1992;
Suchecki et al,, 1993a). Les différents modeles ainsi que leurs différents effets sont décrits dans
la revue de Lehman et Feldon (2000). Le protocole le plus utilisé est celui de séparations
quotidiennes de 3h entre le 2¢me et le 14¢me jour suivant la naissance (Plotsky et Meaney, 1993).
La séparation maternelle induit différents degrés de stress chez le raton et la meére, en fonction
des protocoles utilisés. La mére peut étre séparée de la portée et placée dans une nouvelle
cage, laissant les petits sans soin maternel mais ensembles dans un environnement familier.
L’ensemble de la portée peut aussi étre transféré dans un nouvel environnement, ce qui
combine le manque de soin maternel et la privation de I'environnement familier. Enfin, les
petits peuvent étre séparés de maniere individuelle, aboutissant ainsi a un isolement en plus de

la séparation maternelle.

2.1. Conséquences comportementales et physiologiques de la séparation maternelle

2.1.1. Impact de la séparation maternelle sur les comportements émotionnels

La vulnérabilité neuropsychiatrique est impossible a mesurer chez I'animal. Les outils

disponibles pour évaluer la sphére émotionnelle se limitent majoritairement a des tests peu
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éthologiques mais ayant une bonne validité prédictive, a savoir une bonne sensibilité aux

traitements pharmacologiques (anxiolytiques, antidépresseurs) utilisés en psychiatrie.

Un test couramment utilisé pour mesurer le comportement de type anxieux chez I'animal est le
labyrinthe en croix surélevé (Pellow et al., 1985). Ce test est basé sur la peur innée, des
rongeurs, pour les espaces ouverts et leur préférence pour des endroits noirs et fermés. Un rat
qui aura tendance a passer moins de temps et faire moins de visites des bras ouverts (espace
ouvert) comparé aux bras fermés (espace protégé) sera désigné comme plus anxieux (Walf and
Frye, 2007). En effet, des traitements avec des anxiolytiques augmentent I’exploration des bras
ouverts dans ce test. Des rats exposés a des séparations maternelles quotidiennes de 3h
pendant les premieres semaines apres la naissance passent moins de temps dans les bras
ouverts du labyrinthe en croix surélevée, indiquant ainsi une augmentation du comportement
de type anxieux (Huot et al,, 2001; Kalinichev et al.,, 2002b; Lee et al., 2007; Salzberg et al,,
2007).

En lien avec ces études, la séparation maternelle augmente les comportements de type anxieux,
dans le test de I'aréne ouverte (open-field). Dans ce test, le rat est placé au centre d'un espace
ouvert entouré de murs, empéchant sa fuite. Les rongeurs, n’appréciant pas les espaces
ouverts, I'exposition a un nouvel environnement anxiogene va aboutir a une faible exploration
du centre de I'arene. Des anxiolytiques augmentent le nombre d’entrées au centre de 'aréne
(Prut et Belzung, 2003), et le temps passé dans le centre de I'arene ouverte est généralement
utilisé comme index d’anxiété de I'animal (Lister, 1990; Walsh et al., 1976). Des rats adultes qui
ont été exposés a la séparation maternelle, font moins d’entrées et passent moins de temps au
centre de I'arene ouverte (Caldji et al., 2000; Francis et al.,, 2002; Lambas-Senas et al., 2009).
Cependant, dans certaines études, aucune différence de comportements de type anxieux dans
le test de I'arene ouverte, n’a été trouvée entre des témoins ou des rats séparés précocement,
pendant la période juvénile (Farkas et al.,, 2009; Zimmerberg and Kajunski, 2004)ou I'dge
adulte (Eiland and McEwen, 2012). Cependant, de maniére intéressante, il a été montré qu’'un
stress potentialise ces comportements de type anxieux chez des rats exposés a la séparation

maternelle (Eiland et McEwen, 2012; Marais et al., 2008).

Les divergences de résultats concernant les mesures comportementales peuvent étre liées a
des différences d’effets sur l'axe corticotrope. En effet, les rats exposés a la séparation

maternelle qui présentent des comportements de type anxieux ont aussi la particularité de
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libérer plus de corticostérone apres stress (Aisa et al.,, 2007; Francis et al., 2002; Kalinichev et
al., 2002a). D’autre part, les rats qui ne présentent aucune différence du comportement de type
anxieux, ne présentent pas non plus d’hyperactivité de I'axe corticotrope (Eiland et McEwen,

2012).

Le test de la nage forcée développé par Porsolt (Porsolt et al., 1977) consiste a mettre I’animal
dans un cylindre rempli d’eau pendant 2 sessions successives. Lors de la seconde exposition,
I'animal augmente son comportement d’'immobilité. De nombreux travaux montrent que la
séparation maternelle est associée a une augmentation du temps d'immobilité et une
diminution du temps de nage chez I'animal adulte (Lambas-Senas et al., 2009; Lee et al., 2007;
MacQueen et al,, 2003; Veenema et al., 2007). Cependant, d’autres études ne montrent aucun
effet de la séparation dans les comportements de type dépressif dans ce test (Marais et al,,
2008; Mourlon et al, 2010; Ruedi-Bettschen et al,, 2005b). Il semble que ces divergences

s’expliquent, ici, par des différences des souches utilisées.

Les comportements de type dépressifs peuvent aussi étre évalués grace au test de préférence
au sucrose. Cependant, la encore, les résultats divergent. En effet, il a été montré que la
séparation maternelle diminue la préférence pour le sucrose (Aisa et al., 2007; Huot et al,,
2001), 'augmente (Michaels et al., 2007; Mourlon et al., 2010) ou ne la modifie pas (Uchida et
al,, 2010). Ces divergences peuvent s’expliquer par les différences de protocoles de séparation

maternelle utilisés.

Etant donné que le stress chronique, en tant que modele de dépression, diminue la
consommation de sucrose, il a été proposé que la cette diminution de la préférence pour le
sucrose reflete un état d’anhédonie (Willner et al, 1987). Ainsi, les études montrant une
diminution de la consommation de sucrose, ont conclu que la séparation maternelle augmente
les comportements de type dépressif. Cependant, il est important de noter que la mesure de la
consommation de sucrose peut étre apparentée a des processus de recherche de la
récompense. Ainsi, 'augmentation de la consommation de sucrose peut étre interprétée par
une plus grande sensibilité a ses propriétés hédoniques, qui serait en accord avec les données
de la littérature indiquant que la séparation maternelle augmente la vulnérabilité aux drogues

d’abus.

25



2.1.2. Impact de la séparation maternelle sur la vulnérabilité aux drogues

Les effets de la séparation maternelle sur la prise de drogues d’abus ont été décrits dans
différentes revues (Meaney et al, 2002; Moffett et al., 2007; Roman et Nylander, 2005).
L’addiction aux drogues est évaluée grace a différents paradigmes (Ahmed, 2010; Deroche-

Gamonet et al., 2004; Sanchis-Segura et Spanagel, 2006).

L’auto-administration, qui permet de mesurer la motivation pour la prise de drogues, est
communément employée parce qu’elle permet de mimer les comportements de consommation
chez 'homme. La sensibilisation comportementale référe a l'augmentation de Ieffet

comportemental induite par I'administration de la méme dose de drogue.

Il a été montré que la séparation maternelle altere I'activité locomotrice induite par la cocaine
(Brake et al., 2004; Kikusui et al., 2005) ou 'amphétamine (Meaney et al., 2002). Par ailleurs,
I'auto-administration de cocaine est augmentée chez des animaux exposés a la séparation
maternelle (Kosten et al., 2005; Lynch et al,, 2005). La séparation maternelle augmente aussi la
prise d’opoides (Naudon et al,, 2013; Vazquez et al,, 2006; Vazquez et al., 2005). En plus de la
sensibilité aux drogues, la séparation maternelle influence la consommation d’alcool. Chez le
rongeur, cette consommation d’alcool peut étre évaluée grace a différents paradigmes (pour
revue (Becker, 2013). Le plus commun des protocoles inclut un libre choix entre un biberon
d’eau et un biberon d’alcool dans la cage d’élevage, pendant une période restreinte ou en
continu. Malgré la variation des souches ou des protocoles utilisés, il a été montré que des
animaux exposés a la séparation maternelle consomment significativement plus d’alcool par
rapport a des rats exposés au « handling » (Jaworski et al., 2005; Roman et al., 2005; Roman et
Nylander, 2005). Cependant les effets de la séparation maternelle sur la consommation
volontaire d’alcool ne sont pas toujours retrouvés dans le cas de comparaison avec des témoins
non manipulés (Jaworski et al., 2005). Ploj et al., ont mis en évidence une augmentation de la
consommation d’alcool chez des rats exposés a la séparation maternelle en comparaison des
témoins non manipulés ou soumis au « handling », mais seulement dans une sous-population

de « répondants » qui initient et maintiennent leur consommation d’alcool (Ploj et al., 2003b).

De maniere intéressante, Huot et al,, (2001) ont montré que la consommation d’alcool chez les
rats exposés a la séparation maternelle est positivement corrélée avec les taux de

corticostérone apres stress et négativement corrélée avec le temps passé dans les bras ouverts
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du labyrinthe en croix surélevée. Ceci suggere des relations étroites entre les comportements

de type anxieux, la réponse endocrine au stress et la consommation d’alcool.

2.1.3. Impact de la séparation maternelle sur les performances cognitives

Les manipulations de I'’environnement précoce peuvent aussi bien augmenter, diminuer
ou ne pas avoir d’effets sur les capacités d’apprentissage et de mémoire. Ces divergences
résultent des variations des procédures de séparation maternelle, ou des tests utilisés pour les
évaluer. Par ailleurs, les différences de souches ainsi que le sexe des animaux rentrent en
compte dans les effets de la séparation maternelle sur les performances cognitives. La vaste
majorité des études rapportant des effets des manipulations précoces utilisent des taches

mesurant la mémoire spatiale ou relationnelle.

Dans le test du labyrinthe aquatique, 'animal doit nager pour rejoindre I'emplacement ou la
plate-forme se trouvait pendant les phases d’apprentissage. D’autres taches comme la mémoire
sociale ou la reconnaissance d’objets exploitant la propension des animaux a explorer de
nouveaux objets, endroits ou congéneéres, peuvent aussi étre utilisées pour évaluer la mémoire.
Quelques-unes de ces taches nécessitent des privations alimentaires ou hydriques pour
motiver l'animal a explorer le labyrinthe. D’autres taches exposent les animaux a des
« stresseurs », comme de nager dans le labyrinthe aquatique de Morris ou d’étre placé dans un
nouvel environnement. En regle générale, la séparation maternelle induit des déficits
mnésiques chez les animaux a 'age adulte. Le tableau 2 regroupe quelques résultats obtenus
dans les études examinant les effets de la séparation maternelle sur les performances
cognitives, dans le labyrinthe aquatique de Morris le labyrinthe radial, ou dans des taches de

reconnaissance sociale ou reconnaissance d’objets.

Par ailleurs, des rats exposés a la séparation maternelle présentent des perturbations de la
mémoire dans une tache de reconnaissance d’objet temporelle, impliquant principalement le

cortex préfrontal (Baudin et al., 2012; Lejeune et al., 2013).

La séparation maternelle peut aussi entrainer des déficits mnésiques dans d’autres taches
comme le conditionnement de la peur, I'évitement passif, 'aversion gustative conditionnée, etc.
Les effets de la séparation maternelle sur les performances d’apprentissage et de mémoire sont

résumés dans la revue de Kosten et al. (2012).
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Test Procédure Souche Age Résultats Reference
Labyrinthe aquatique sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar ]60-75 apprentissage (n.s), ™ rétention (24h de délai)  Aisa etal., 2009

sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar 3 mois apprentissage (n.s), ™ rétention (24h de délai) Solasetal.,, 2010

sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar 18 mois  apprentissage (n.s), ™ rétention (24h de délai) Solas et al, 2010

sép. Mat 3h/j (J2-14) SD j61-75 apprentissage (n.s), \ rétention (24h de délai) Huietal, 2011

sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar ]60-75 apprentissage(n.s), N rétention (24h de délai), Aisaetal,, 2007

sép. Mat 6h/j (J15-21) LongEvans ]88-98 \ apprentissage,\ rétention (délai de 24h) Frisone etal., 2002

sép. Mat 1h/j (J2-9) SD J80-85 \ (délai de 24h) Huang et al., 2002

sép. Mat 1h/j (J2-9) SD J50-55 n.s Laietal,, 2006

sép. Mat 3h/j (J1-14) Long Evans ]80 n.s (48h de délai) Baudin etal., 2012

sép. Mat 3h/j (J2-14) Wistar ]65-80 apprentissage (n.s), v rétention Simoes do Couto et al., 2012

sép. Mat 3h/j (J1-21) Wistar J56 n.s Xiaofang etal., 2013

sép. Mat 3h/j (J1-10) Wistar J100 apprentissage (n.s), \Zrétention (24h de délai)  Mello et al,, 2009

sép. Mat 3h/j (J2-14) Long Evans ]60-75 n.s (apprentissage) Huot et al., 2002
Labyrinthe radial sép. Mat 6h/j (J15-21) LongEvans 3 mois N mémoire de travail Sandstrom, 2005

sép. Mat 6h/j (J15-21) LongEvans 3 mois N mémoire de travail Sandstrom et Hart, 2005
Reconnaissance d'objet sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar ]60-75 N (1h de délai) Aisa etal,, 2007

sép. Mat 3h/j (J1-10) Wistar J100-120 \ (24h de délai) Benetti et al., 2009

sép. Mat 1h/j (J2-9) SD ? N (24h de délai) n.s (3h) Kosten et al., 2007

sép. Mat 3h/j (J1-15) Wistar 3 mois \ (24h de délai) n.s (1,5h) Martins de Lima et al,, 2011

sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar ]60-75 N (1h de délai) Solas et al., 2010

sép. Mat 3h/j (J2-21) Wistar 18 mois  \ (1h de délai) Solas etal., 2010

sép. Mat 3h/j (J1-14) Long evans ]68 N (1h de délai) Mourlon et al.,, 2010
Reconnaissance sociale sép. Mat 3h/j (J1-10) Wistar J100-120  (24h de délai) Benetti et al,, 2009

sép. Mat 3h/j (J1-14) Wistar 5sem. n.s (1h de délai) Lukas et al.,, 2011

sép. Mat 3h/j (J1-14) Wistar 16 sem. N (1h de délai), n.s (30min de délai) Lukas etal, 2011

sép. Mat 3h/j (J1-14) Wistar 3 mois N (24h de délai) Carvalho etal., 2014

sép. Mat 3h/j (J2-15) Wistar 2,5mois v (5minde délai) Huslof et al., 2010
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2.1.4. Impact de la séparation maternelle sur le comportement/motivation alimentaire et
sur le phénotype métabolique

Comportement/motivation alimentaire

Malgré les données épidémiologiques, chez 'homme, montrant que l'adversité
précoce prédispose aux troubles du comportement alimentaire et aux troubles
meétaboliques, trés peu d’études ont examiné ces parametres dans le modele de

séparation maternelle.

Cependant, quelques travaux montrent que la séparation maternelle pendant la période
néonatale peut avoir des conséquences sur le comportement alimentaire chez I'animal a
I’age adulte. Si en condition basale, la séparation maternelle semble diminuer (Iwasaki et
al, 2000) ou augmenter (Bernardi et al., 2013) la prise alimentaire, il a été montré
qu’elle potentialise les effets du stress sur la prise alimentaire. En effet, il a été observé
que la séparation maternelle ou l'isolement social seuls n’étaient pas suffisant pour
affecter le comportement alimentaire, mais que la combinaison des deux augmentait la
prise alimentaire ainsi que la prise de poids (Ryu et al., 2009). De plus, des rats
adolescents soumis a la séparation maternelle présentent une hyperphagie en réponse a
des alternances de privation/ ré-alimentation, processus pouvant s’apparenter a un
stress (Ryu et al., 2008). Par ailleurs, le type d’aliment proposé semble avoir des effets
sur la consommation alimentaire. Ainsi, des femelles soumises a la séparation
maternelle augmentent leur consommation lorsqu’elles sont confrontées a une

nourriture palatable a 'age adulte (McIntosh et al., 1999).

Une étude sur la motivation alimentaire a mis en évidence une diminution des réponses
opérantes pour de la nourriture chez des rats exposés a la séparation maternelle par
rapport a des rats soumis au «handling » (Zellner et Ranaldi, 2006). Néanmoins,
d’autres travaux ne montrent aucun effet de la séparation maternelle sur la motivation

pour le sucrose (Ruedi-Bettschen et al., 2005a; Shalev and Kafkafi, 2002).

Phénotype métabolique

Par ailleurs, les effets de la séparation maternelle sur le poids des animaux
divergent selon les études. En effet, il a été montré une diminution (McIntosh et al,

1999), une augmentation (Bernardi et al,, 2013) ou aucun changement du poids (da
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Silva et al,, 2014; Iwasaki et al., 2000; Kim et al., 2005; Yoo et al.,, 2011) chez des rats
stressés précocement par rapport a des animaux témoins non manipulés. Des
augmentations transitoires du poids peuvent étre observés au sevrage mais elles ne
persistent pas a I'dge adulte (Kim et al.,, 2005; Ryu et al., 2009). Au niveau des facteurs
circulants métaboliques, il a été rapporté, chez des femelles exposées a la séparation
maternelle, une diminution des taux plasmatiques d’insuline mais aucune modification
des taux de leptine, d’adiponectine, de glucose, des triglycérides ou du cholestérol
(Paternain et al., 2012). Dans cette étude, ces femelles ont été exposées a un régime
obésogene a I'dge adulte. L'exposition au régime obésogeéne induit de nombreuses
altérations métaboliques, mais aucune d’entre elles n’est modifiée par la séparation
maternelle. La séparation maternelle induit méme une diminution de I'accumulation de

tissu adipeux périovarien induite par I'exposition au régime obésogene.

2.1.5. Impact de la séparation maternelle sur la sphére viscérale

Perméabilité intestinale

La séparation maternelle induit une augmentation immédiate du passage de
macromolécules a travers la muqueuse colique associée a une augmentation du nombre
de bactéries pénétrant dans I'épithélium, traduisant ainsi une augmentation de la
perméabilité intestinale (Gareau et al., 2006; Moussaoui et al., 2014). De plus, il a été
montré qu'un stress modéré, a l'age adulte, augmente linternalisation de
macromolécules au travers de I'épithélium chez les rats exposés a la séparation
maternelle (Soderholm et al., 2002). En effet, d’autres études ont montré que la
séparation maternelle induit des altérations a long terme de la perméabilité
paracellulaire intestinale (Barreau et al., 2004a; Barreau et al.,, 2006; Barreau et al,,

2004c; Moussaoui et al., 2014) qui participeraient a 'augmentation de la perméabilité.

Sensibilité viscérale et motilité

Par ailleurs, il a été montré que des rats exposés a la séparation maternelle
présentent une hyperalgésie viscérale ainsi qu’'une augmentation de la motilité

intestinale en réponse a un stress (Barreau et al., 2004b; Coutinho et al., 2002; Rosztoczy
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et al, 2003). En effet, le nombre de feces, comme index de la motilité intestinale, est
augmenté chez les rats exposés a la séparation maternelle. De plus, il a été mis en
évidence que la séparation maternelle est associée a une hyperalgésie en réponse a une
distension colorectale (Gosselin et al., 2010; O'Mahony et al., 2008; Schwetz et al., 2005;
Tjong et al., 2010). Cette procédure consiste a induire une distension colorectale a l'aide
d’un ballon, et de mesurer les contractions abdominales de I'animal, comme index de la
douleur viscérale. De maniere intéressante, cette hypersensibilité viscérale en réponse a
une distension colorectale est plus importante chez les femelles (Rosztoczy et al., 2003).
Ce résultat peut étre mis en parallele de la prévalence plus élevée du syndrome de

I'intestin irritable chez les femmes (Mayer et al., 1999).

Modification du microbiote intestinal

Tres peu d’études se sont intéressées aux effets de la séparation maternelle sur le
microbiote intestinal. Cependant, il a pu étre montré que le stress précoce chez le
primate non humain modifie la composition du microbiote intestinal. Des résultats
similaires ont été obtenus chez le rat exposés a la séparation maternelle pendant la
période juvénile et a I'age adulte (Garcia-Rodenas et al., 2006; O'Mahony et al., 2009). A
titre d’exemple, il a été montré que des rats exposés a la séparation maternelle
présentent une augmentation du nombre de bactéries aérobies et anaérobies dans le
colon. Ces changements de composition du microbiote intestinal pourraient résulter des

effets de la séparation maternelle sur la muqueuse intestinale.

Tableau 3 : Conséquences de la séparation maternelle sur la sphere viscérale
(tiré de Barreau et al., 2007)

Altérations induites par la séparation maternelle Référence

Fonction de la barriére gastrointestinale: A de laperméabilité paracellulaire Barreauet al. 2007 a,b; Gareauet al., 2007a,b;

Picheet al.,2009

Motilité gastro-intestinale: A du transit colonique Sadiket al., 2010; Holmes et al_, 2005;
O'mahony et al_, 2003;

Sensibilité viscérale : A de ladouleurala distension colorectale Countinho et al, 2002; Chung et al , 2007a,b;

Drosman et al., 2009

Systéme immunitaire: Susceptibilitéaccrue a Iinflammation aprés ~ Varghese et al., 2006; Veenema et al., 2008;
stress Cremon et al., 2009,
Microbiote entérique: Modification dumicrobiote intestinal Garcia-Redenas etal., 2008; O'Mahonyet al,
2009
MNeurotransmission cerveau-intestin: A des niveaux monoaminergigues aprés Dunlopet al., 2005; Ren et al., 2007

distension colorectale
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Mécanismes potentiels

Parmi les mécanismes potentiels, le NGF, la CRH (Barreau et al., 2004a; Gareau et
al, 2006; Soderholm et al, 2002) et les mastocytes (Barreau et al, 2004b)
participeraient a l'induction et au maintien des dysfonctionnements viscéraux induits
par la séparation maternelle. En effet, il a été mis en évidence que 'administration (i.p)
d’antagonistes des récepteurs au CRF bloque les effets de la séparation maternelle sur la
perméabilité intestinale, la translocation bactérienne et I’hypersensibilité
viscérale (Barreau et al.,, 2007; Gareau et al., 2006; Million et al., 2006; Schwetz et al,,
2005; Soderholm et al., 2002). De méme que I'administration d’anticorps anti-NGF avant
chaque séparation maternelle contrecarre I’hypersensibilité viscérale en réponse a une
distension colorectale ainsi que I'augmentation de la perméabilité intestinale, induites
par la séparation maternelle (Barreau et al., 2004a; Barreau et al., 2007). La CRH, via le
récepteur CRF-R1, promeut la libération de NGF par les mastocytes, induisant, par la

suite, une augmentation de la perméabilité intestinale (Barreau et al., 2007).

En résumé, la séparation maternelle aboutit a des altérations a long terme de la
barriére intestinale, des modifications de la flore intestinale et une
hypersensibilité, qui peuvent étre mis en paralléle des symptomes observés dans

le syndrome de I'intestin irritable, chez ’homme.

2.2 Conséquences neuroendocrines et neurophysiologiques a long terme de la
séparation maternelle

2.2.1. Conséquences neuroendocrines a long terme de la séparation maternelle

Des manipulations postnatales exercent des effets a long terme sur le
fonctionnement de l'axe corticotrope. Chez l'animal adulte, la séparation maternelle
entraine une hyperactivité de 1'axe corticotrope en réponse a un stress (Biagini et al,,
1998; Huot et al, 2002; Ladd et al, 2000; Ladd et al., 1996; Lehmann et al., 2002;
Patchev et al., 1997; Plotsky et Meaney, 1993; Rosenfeld et al., 1992).

Cependant, quelques études ne retrouvent ces changements de réactivité de l'axe

corticotrope (Eiland et McEwen, 2012; Hulshof et al, 2011). Dans une étude, la
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séparation maternelle a méme été associée a une atténuation de la libération de I’ACTH

et de CORT (corticostérone) apres un stress (Daniels et al., 2004).

Ces divergences peuvent s’expliquer par les différences de protocoles de séparation
maternelle ou par le type de « stresseur » employés ou par des manipulations accrues
des animaux, amenant ainsi a une atténuation des effets de la séparation maternelle sur

I'axe corticotrope.

Cette hyperactivité de l'axe corticotrope est associée, au niveau central, a une
augmentation du niveau d’expression de CRH (corticotropin-releasing hormone) dans le
noyau paraventriculaire (NPV), 'amygdale ou de la quantité de CRH dans le locus
coeruleus (Francis et Meaney, 1999; Ladd et al., 1996; Plotsky et Meaney, 1993) ainsi
qu’a une augmentation de ses récepteurs dans le locus coeruleus et le noyau du raphé
(Ladd et al,, 2000; Ladd et al., 1996). La séparation maternelle altére aussi les systémes
qui régulent la synthese de CRH. L’expression de la CRH dans le noyau paraventriculaire
(NPV) est soumise au rétrocontrole négatif exercé par les glucocorticoides. La
séparation maternelle diminue l'expression des récepteurs aux glucocorticoides dans
I’hippocampe et le cortex préfrontal (Diorio et al., 1993), régions qui sont impliquées
dans 'effet inhibiteur des glucocorticoides sur la synthése de CRH des neurones du NPV
(Dallman et al., 1994; de Kloet et al., 1991; Francis et Meaney, 1999; Liu et al., 1997; Liu
et Koski, 1997; Rivarola et Suarez, 2009; Wilber et Wellman, 2009). Par ailleurs, la
séparation maternelle diminue le nombre de récepteurs GABA (acide y-aminobutyrique)
dans les neurones noradrénergiques du locus coeruleus, ainsi que le nombre de
récepteurs centraux aux benzodiazépines dans les noyaux latéraux et centraux de
I'amygdale, le locus coeruleus et le cortex préfrontal (Caldji et al., 2000). Le systeme
GABA/benzodiazépines joue un réle dans l'inhibition de la synthese de CRH dans le
noyau central amygdalien permettant ainsi de réduire la réponse noradrénergique au
stress. De maniére intéressante, des courtes séparations produisent des effets
comportementaux et neuroendocrines opposés a ceux de séparations maternelles
prolongées. Ceci suggere des liens étroits entre ces altérations neuroendocrines et
I’hyperactivité de l'axe corticotrope suite a un stress chez des animaux exposés a la
séparation maternelle. Cependant, d’autres études proposent que ces effets seraient

sous tendus par des modifications des systemes de neurotransmission.
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2.2.2. Conséquences neurobiologiques a long terme de la séparation maternelle

Cette partie décrit, de maniére non exhaustive, les altérations neurobiologiques

associées a la séparation maternelle.

La séparation maternelle affecte les systémes de neurotransmission. Bien que de
nombreuses différences dans les neurotransmetteurs aient pu étre mises en évidence,
les résultats les plus constants concernent le systéme sérotoninergique (Bravo et al,,
2014; Cotella et al., 2013; Daniels et al., 2004; O'Mahony et al., 2008). Au niveau central,
la sérotonine est impliquée dans la réponse émotionnelle, le développement neuronal
(Daubert et Condron, 2010) ainsi que dans la modulation de la douleur (Kim and
Camilleri, 2000; Sommer, 2004). Des rats exposés a la séparation maternelle présentent
des altérations du systeme sérotoninergique, notamment une augmentation de la
sérotonine dans le cortex préfrontal, et une augmentation de I'expression des récepteurs
sérotoninergiques 5HT-1A, 1B et 2A dans le cortex et 'hippocampe (Matthews et al,,
2001). Les animaux exposés a la séparation maternelle présentent également une
diminution de 'expression de SERT (transporteur de la sérotonine) dans le noyau du
raphé (Bravo et al.,, 2014). Une augmentation des neurones sérotoninergiques, dans le
noyau dorsal du raphé et la moelle épiniere, a été associée aux modulations de la
douleur chez des rats exposés a la séparation maternelle (O'Mahony et al., 2008). Il est
intéressant de noter qu’un traitement avec un inhibiteur de la recapture de la sérotonine
normalise les altérations de I'axe corticotrope et les perturbations émotionnelles ainsi
que la consommation d’alcool chez des rats exposés a la séparation maternelle,
suggérant ainsi un role important de la sérotonine dans les conséquences de la

séparation maternelle (Huot et al., 2001).

Par ailleurs, la séparation maternelle altére le systeme mésolimbique dopaminergique,
important pour la régulation des propriétés récompensantes des drogues d’abus
(Arborelius et Eklund, 2007; Brake et al., 2004; Ploj et al., 2003a). La transmission
dopaminergique est en partie régulée par la recapture de la dopamine par son
transporteur (DAT). La séparation maternelle diminue l'expression de DAT dans
différentes régions ou altere I'expression des récepteurs a la dopamine (Matthews et al.,

2001; Meaney et al., 2002; Ploj et Nylander, 2003). Ces modifications pourraient étre en
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partie responsables de l'augmentation de la réponse dopaminergique au stress
(Matthews et al,, 2001) ou de la sensibilité accrue aux drogues, chez des animaux
exposés a la séparation maternelle. Par ailleurs, des altérations du systéme
dopaminergique ont aussi été mises en évidence dans le cortex préfrontal de rats
exposés a la séparation, qui pourraient sous tendre les déficits observés dans la tache de

reconnaissance temporelle d’objets (Lejeune et al., 2013).

La séparation maternelle affecte différents aspects de la plasticité fonctionnelle ou
structurale. En effet, certaines études ont aussi rapporté des effets des manipulations de

I'environnement précoce sur les niveaux de neurotrophines dans diverses structures.

Les niveaux de neurotrophines NGF (nerve growth factor) et NT3 (neurotrophine 3)
sont diminués dans I'’hippocampe ventral et augmentés dans I'hippocampe dorsal chez
des rats ayant expérimenté des séparations maternelles prolongées en période
postnatale (Marais et al., 2008; Reus et al,, 2011). Une diminution des niveaux de NGF et
NT3 a aussi été rapportée dans 'amygdale (Aisa et al, 2009). De plus, la séparation
maternelle diminue I'expression de BDNF (brain derived neurotrophic factor) dans
I'hippocampe (Aisa et al.,, 2009; de Lima et al,, 2011; Lippmann et al., 2007; Solas et al,,
2010) ou atténue I'augmentation de BDNF apres un stress (Roceri et al., 2004; Roceri et
al, 2002). Cependant, une autre étude a montré une augmentation des niveaux
protéiques de BDNF dans I'hippocampe (Greisen et al, 2005). Les auteurs avaient
expliqué cette augmentation par la manipulation répétée des rats avant les tests
comportementaux, qui avait pu modifier les effets de la séparation maternelle sur les
niveaux de BDNF. Une diminution de I'expression de BDNF, ou une atténuation de
I'augmentation suite a un stress ont été rapportées dans le cortex préfrontal des
animaux exposés a la séparation maternelle (Burton et al., 2007; Roceri et al., 2004).
Cependant, d’autres études n’ont mis en évidence aucune modification dans cette région.
Ces divergences de résultats peuvent s’expliquer par les variations de la période
d’évaluation du BDNF. En effet, il semble que la séparation maternelle modifie

I'expression de BDNF de maniere variable selon I'dge des animaux (Kuma et al., 2004).

Par ailleurs, la séparation maternelle entraine une diminution de neurogenése a 1'age
adulte (Hays et al., 2012; Hulshof et al., 2012; Mirescu et al., 2004; Suri et al., 2013). Elle

entraine aussi des modifications de la morphologie neuronale ou du nombre d’épines
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dentritiques, dans différentes structures comme le cortex préfrontal, le noyau
accumbens ou I'hippocampe (Chocyk et al,, 2013; Monroy et al., 2010; Muhammad et al,,
2012).

La séparation maternelle perturbe les systemes de transmission glutaminergique
(Kosten et al., 2007; Pickering et al., 2006) et GABAergique (Feng et al., 2014; Leon
Rodriguez et Duenas, 2013; Sterley et al., 2013) et perturbe la potentialisation a long
terme dans l'hippocampe (Cao et al, 2014; Sousa et al, 2014) et dans le cortex
préfrontal (Baudin et al.,, 2012).

2.3. Conséquences endocrines et neurobiologiques de la séparation maternelle
pendant le développement

Des fluctuations de l'activité de l'axe corticotrope pendant l'enfance peuvent étre
déléteres pour le cerveau immature en développement (Gutman et Nemeroff, 2002).
Chez le rat, il existe une période pendant laquelle le raton en développement est moins
sensible au stress, la période d’hypo-réponse au stress. Cette période, qui s’étend de J4 a
J14, (Rosenfeld et al, 1993; Sapolsky et Meaney, 1986; Suchecki et al, 1993b)se
caractérise par des taux plasmatiques de CORT tres bas ainsi qu'une amplitude des
réponses ACTH et CORT limitée suite a 'exposition a un stress (chirurgie, exposition a
I'éther, des challenges thermiques, etc..). Cette période d’ hypo-réactivité au stress
pourrait étre apparentée a un processus de protection du cerveau en développement
contre les effets déléteres d’'une exposition a des taux élevés de CORT (Meyer, 1985).
Cependant, la réduction de la réactivité au stress de I'axe corticotrope n’est pas absolue,
puisqu'un «stresseur » puissant comme la séparation maternelle peut l'activer
(Anisman et al., 1998; Francis et Meaney, 1999; Gutman et Nemeroff, 2002; Vazquez,
1998).

Chez le rongeur, le cerveau se développe surtout pendant la période postnatale,
notamment via des processus de synaptogenése, de développement dendritique, de
neurogénese et d’apoptose (Gutman et Nemeroff, 2002). Des séparations maternelles
répétées produisent des altérations structurales, comme des retards du développement
synaptique (Andersen et Teicher, 2004) et une augmentation de la mort neuronale et
gliale (Kuma et al, 2004; Mirescu et al., 2004; Zhang et al, 2002). La séparation

maternelle modifie 'expression de certaines neurotrophines comme le BDNF ou le NGF
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pendant le développement (Cirulli et al., 2000; Kuma et al., 2004; Roceri et al., 2004). De
plus, il a été montré que la séparation maternelle perturbe le systéme sérotoninergique
pendant le développement. Par exemple, il a été observé une diminution de I'expression
des récepteurs 5SHTr1A dans I'hippocampe et le cortex préfrontal médian a 'age de 7

jours (Ohta et al,, 2014).

Une autre étude a pu mettre en évidence I'importance de certains marqueurs dans
I'établissement des altérations comportementales apres séparation maternelle. En effet,
des ratons exposés a la séparation maternelle présentent une augmentation transitoire
de I'expression de Rest4 (RE-1 silencing transcription factor-4) dans le cortex préfrontal
médian. Rest4 est un variant du facteur de transcription Rest, qui régule, via des
processus épigénétiques, des genes impliqués dans la différentiation neuronale (Thiel et
al, 2014). Cette augmentation de Rest4 est associée a une augmentation de certains
genes cibles de ce facteur de transcription, tels que 5HTr1A4, Crh, Bdnf ainsi que les sous
unités des récepteurs glutamatergiques AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) et NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique), GluR2 et Nrl. En
utilisant une infection virale, les auteurs ont surexprimé Rest4 dans le cortex préfrontal
de ratons témoins. De maniere intéressante, la surexpression de ce facteur,
spécifiquement pendant le développement, induit des altérations du comportement
émotionnel a I'dge adulte et une hyperactivité de I'axe corticotrope, semblables a celles
observées chez des rats exposés a la séparation maternelle. Il avait alors été proposé que
des perturbations d’expression de Rest4, pendant le développement, entrainent des
modifications de la mise en place des circuits neuronaux dans le cortex préfrontal,
pouvant expliquer les effets a long terme de la séparation maternelle (Uchida et al,,
2010). Par ailleurs de nombreux travaux montrent que le stress précoce est associé a

des altérations épigénétiques, pour revue (Lutz et Turecki, 2014)

En conclusion, nous venons de voir que la séparation maternelle induit des
altérations qui sont caractéristiques des effets a long terme observés chez
I'homme dans le cas d’adversité précoce. Ceci suggere que la séparation
maternelle est un bon modele permettant d’étudier les mécanismes sous tendant
la vulnérabilité a différentes maladies de I'age adulte, chez les individus exposés a

I'adversité précoce (Figure 3).
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Figure 3: Schéma des altérations a long terme de la séparation maternelle ainsi que les perturbations
neuroendocrines et neurobiologiques pouvant sous tendre ces altérations.

Nous assistons de nos jours a une modification des habitudes alimentaires, avec

une augmentation de la consommation d’aliments palatables, a forte densité

calorique, souvent riches en lipides. L’adversité est souvent combinée a un

environnement nutritionnel déséquilibré dans des environnements socio-

économiques défavorisés. En effet, la pauvreté dans I’enfance constitue un stress

chronique et un faible niveau socio-économique est plus souvent associé a des

déséquilibres alimentaires (Drewnowski, 2004). Cependant, I'impact de ces

changements alimentaires sur les effets de I'adversité précoce n’est pas connu.

Or, il existe des liens étroits entre le stress et la nutrition.
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III- Mise en évidence des interactions entre stress et nutrition

Dans cette partie, nous nous intéressons aux relations bidirectionnelles qui existent

entre le stress et nutrition, en particulier le lien entre stress et nourritures palatables.

3.1. Etudes des liens entre stress et comportement alimentaire chez I’homme

3.1.1. Modifications du comportement alimentaire par le stress

Une revue de Macht (Macht, 2008) rassemblant les résultats de 36 études
expérimentales portant sur I'humeur et le comportement alimentaire, conduites entre
1968 et 2002 rapporte que 43% des résultats indiquent une augmentation de l'appétit
ou de la consommation alimentaire en réponse a un affect négatif, 39% indiquent une

diminution et 26% aucune modification.

Une étude menée dans une cohorte de 179 étudiants en période d’examen n’a montré
aucun lien entre le comportement alimentaire et le stress auto-pergu dans I'ensemble de
la population. En revanche, il a été mis en évidence que les étudiants présentant une
anxiété importante et un faible soutien social, rapportent aussi une augmentation de la
consommation d’aliments riches en lipides pendant leur période d’examen par rapport a
leur consommation habituelle (Pollard et al., 1995). Une étude similaire a montré que
42% des participants avouent manger plus et 39% rapportent une diminution de leur

consommation alimentaire lors des périodes stressantes (Oliver et Wardle, 1999).

Wallis et Hetherington ont montré qu’environ la moitié des participants avouent qu’ils
mangeaient plus de biscuits ou chocolat quand ils se sentaient stressés (Wallis and
Hetherington, 2004). Ces résultats concordent avec une étude précédente mettant en
évidence une augmentation de la consommation de sucreries sous stress. Cependant,
celle-ci ne concernait que les participantes qui présentaient une augmentation
importante de cortisol au stress (Epel et al, 2000). Des résultats similaires ont été
retrouvés dans une étude mettant en évidence que 'augmentation de la fréquence de
grignotage liée au stress n’était observable que chez des sujets « high cortisol reactors »

(Newman et al., 2007). Une faible proportion de sujets indique manger plus de fruit et

39



légumes sous stress (Kandiah et al., 2006; Laitinen et al., 2002; Oliver et Wardle, 1999).
La conclusion des auteurs était que le stress induisait des comportements alimentaires

malsains.

De manieére intéressante, les résultats de ces études ont aussi montré que les relations
entre le stress et le grignotage étaient plus importantes chez les femmes (Cleobury et
Tapper, 2014), les « mangeurs émotionnels ». Le terme de « mangeur émotionnel» réfere
a un individu qui augmente sa consommation alimentaire en réponse a un affect négatif

(Greeno et Wing, 1994; van Strien et Ouwens, 2003).

En résumé, chez I'’homme, les liens entre stress et comportement alimentaire sont
complexes et soumis a de fortes variations inter-individuelles en fonction du
genre, ou des traits de personnalité. Cependant, il semble clair que le stress
influence le comportement alimentaire, et entraine notamment une

consommation d’aliments palatables.

3.1.2. Modulations des effets du stress par la nutrition

De nombreuses études ont pu mettre en évidence que le stress ou un affect
négatif étaient associés a une augmentation de la fréquence de grignotage. Il a été
proposé que le grignotage permettrait d’éloigner son attention de l'expérience
stressante et représenterait un mécanisme d’adaptation et de régulation émotionnelle

(Macht et al,, 2005; Macht et Simons, 2000).

Par ailleurs, la consommation d’'un repas pauvre en glucides et riche en protéines
améliore 'humeur de sujets exposés a un stress incontrdlable de laboratoire, mais
seulement chez les sujets considérés comme « sensibles » au stress. Cependant, aucun
effet n’est non plus observé quand le repas est constitué d’aliments riches en glucides et
pauvres en protéines. Par ailleurs, il n’y a pas d’effet de I'ingestion du repas chez les

sujets « résistants » au stress (Markus et al., 2000).

Des résultats similaires ont été observés chez des femmes soumises a un stress

psychologique en laboratoire. Apres une tache de calcul mental suivie d'une
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présentation orale de 5min, il était demandé aux participantes d’évaluer leurs émotions
négatives engendrées par ce stress. En fonction des résultats a ce test de sensibilité au
stress, elles étaient ensuite subdivisées en 2 catégories, « low » vs « high » stress. Le
groupe des «high-stress», donc les plus sensibles au stress, un indice de masse
corporelle et un tour de taille plus importants et est aussi caractérisé par une fréquente
importante de grignotage dans des situations de stress. De maniére intéressante, ces
participantes « high stress » présentent une atténuation de la libération de cortisol en

réponse au stress aigu de laboratoire (Tomiyama et al., 2011).

Dans une étude récente, les auteurs se sont intéressés a I'impact du stress chronique et
de la réactivité a un stress aigu sur la prise alimentaire chez des femmes d’age moyen.
Ces femmes étaient exposées a une tache de «trier social stress », pour laquelle les
expérimentateurs leurs indiquaient qu’'elles avaient 5 min pour préparer une
présentation orale. Les participantes témoins étaient, quant a elles, soumises a une tache
n’induisant aucun stress. Apres la tache, les participantes avaient un accés a un buffet
composé de divers aliments comme des cookies, du gateau au chocolat, etc. En parallele,
les taux salivaires étaient collectés lors de la pré-visite et le jour du stress. Il a alors été
montré que des femmes qui rapportent un niveau important de stress chronique et
présentant une faible réactivité cortisolémique a un stress aigu de laboratoire
consomment significativement plus de chocolat et de gateaux au cours de la pré-visite et

le jour du stress (Tryon et al., 2013a; Tryon et al., 2013b).

Les mécanismes sous tendant cette augmentation de la consommation d’aliments
palatables sous stress sont encore peu connus. Cependant, certains suggerent l'action
concomitante des glucocorticoides, de I'insuline et du tissu adipeux dans la régulation de
la consommation d’aliments palatables et dans la modulation de l'axe corticotrope

(Figure 4).
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3.2. Etudes des liens entre stress et comportement alimentaire chez I’animal

3.2.1. Effets du stress sur le comportement alimentaire chez I'animal

La relation entre stress et prise alimentaire, chez I'animal, semble moins sensible
aux variations interindividuelles, car dans la majeur partie des cas, le stress diminue la
prise alimentaire. Cependant, I'effet du stress sur la consommation alimentaire semble

étre modifié en fonction du type de stress appliqué.

En effet, des stress considérés comme légers, comme le pincement de la queue ou encore
les manipulations entrainent une augmentation transitoire de la prise de nourriture,
chez le rongeur (Antelman and Szechtman, 1975; Badiani et al.,, 1996; Nemeroff et al,,
1978). En revanche, l'exposition a un stress d’intensité modérée a forte diminue la
consommation alimentaire chez le rat comme chez la souris. A titre d’exemple, une

diminution de la prise alimentaire a été rapportée apres un stress de nage forcée (Diane
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et al., 2008), de contention (Harris et al., 2002; Rybkin et al., 1997) ou d’'immobilisation
(Ricart-Jane et al, 2002; Valles et al, 2000), aprés un stress de chocs électriques
(Marquez et al., 2002) ou apres un stress de défaite sociale (Meerlo et al., 1996). Comme
chez 'homme, le comportement alimentaire lié au stress differe en fonction du type de

nourriture proposé.

Des études menées chez les primates non humains ont montré que le stress ou le statut
émotionnel pouvaient influencer la préférence alimentaire, et orienter la prise
d’aliments dits palatables. Dans une étude examinant les comportements alimentaires
chez des femelles macaques vivant en société, ces femelles étaient exposées a deux
conditions différentes, une condition ou seul un régime standard était disponible et une
autre, ou un régime enrichi en gras et sucre en libre choix, était accessible en plus du
régime standard. Alors que les femelles dominantes ne montrent aucune différence de la
prise alimentaire entre ces deux conditions, il a été observé que les femelles dominées
consomment plus de nourriture quand elles ont accés a un régime gras et sucré

(Michopoulos etal., 2012).

La consommation d’aliments palatables riches en gras et en sucre de maniere aiglie ou
chronique a aussi été montrée pour diminuer les effets du stress, chez le rongeur. Ainsi,
des rats exposés a un stress chronique de contention consomment la méme quantité
d’énergie que des rats non stressés, mais consomment plus d’aliments palatables (lard et
sucrose) (la Fleur et al., 2005). Des résultats similaires ont été obtenus dans une autre
étude. Des rats stressés, qui ont un acces a une nourriture palatable comme le sucre ou

le lard, augmentent leur consommation alimentaire (Pecoraro et al., 2004).

Ely et al. ont étudié les effets du stress aigu vs. chronique sur la consommation de
pastilles sucrées appétantes, en ajoutant comme variable le statut nutritionnel des
animaux (restriction alimentaire vs. ad libitum). Apres le stress, les rats étaient placés
dans une areéne ouverte au centre de laquelle se trouvaient des pastilles sucrées. Le
stress aigu n’a aucune influence sur leur prise alimentaire, que les rats aient été ou non
soumis a une restriction alimentaire. En revanche, il a été montré que des rats stressés
chroniquement présentent une augmentation de leur consommation de pastilles
palatables, d’autant plus importante s’ils sont en restriction alimentaire (Ely et al,,

1997). Ce résultat peut étre mis en parallele avec les études chez 'homme qui ont
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montré que les individus qui suivent un régime, sont plus sensibles aux effets du stress

sur la prise alimentaire (Lowe and Kral, 2006).

Etant donné les liens étroits entre stress et nourriture palatable hyperlipidique,
nous allons maintenant nous intéresser a I'impact d’un régime hyperlipidique sur

les effets du stress.

3.2.2. Effets des régimes hyperlipidiques palatables sur le stress chez I'animal

a. Régime hyperlipidique : anxiogene et potentialisateur de la réponse au stress

Une récente étude montre que des souris qui consomment un régime hyperlipidique,
pendant 12 semaines, présentent une augmentation des comportements anxieux et
dépressifs dans les taches de I'arene ouverte et du test de la nage forcée. De plus, ces
souris ont des taux de corticostérone plus élevés apres l'exposition au test de nage
forcée (Sharma et Fulton, 2013). Buchenauer a décrit une réduction des redressements
associée a une augmentation de «grooming», indiquant une augmentation des
comportements de type anxieux, chez des rats nourris avec un régime contenant 35% de

lipides pendant 8 semaines (Buchenauer et al., 2009).

Par ailleurs, d’autres études ont montré que le régime hyperlipidique entraine une

exacerbation de I'activité de I'axe corticotrope.

En effet, des rats nourris avec un régime hyperlipidique présentent une augmentation de
la libération de corticostérone en réponse a un stress de contention de 20min (Kamara
et al, 1998) ou un stress de nage forcée (Pascoe et al., 1991). Tannenbaum et al.ont
montré que des rats sous régime hyperlipidique contenant 40% de gras pendant 7 ou 21
jours présentent une augmentation des taux de base de corticostérone et d’ACTH ainsi
qu'une augmentation d’activité de l'axe corticotrope en réponse a un stress de

contention par rapport a des rats sous régime standard (Tannenbaum et al., 1997).

Il a été mis en évidence qu’'une exposition pendant 4 jours a un régime hyperlipidique
est suffisante pour induire une augmentation des taux de CORT apres un stress modéré.

Le méme résultat est obtenu quand I'exposition est maintenue pendant 9 jours mais
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n’est plus observable dans le cas d'une exposition a 23 jours de régime (Legendre and
Harris, 2006). Une étude plus récente a montré des résultats similaires, a savoir une
augmentation des taux de CORT apres un stress de défaite sociale, chez des rats nourris

avec un régime hyperlipidique (Mitra et al,, 2011).

En conclusion, le régime hyperlipidique semble agir comme un « stresseur » et entrainer
une exagération de l'activité de l'axe corticotrope. Il a été proposé que le surpoids
pourrait étre impliqué dans ces dérégulations de 1'axe corticotrope. Cependant, dans les
études précédentes chez I'animal (Kamara et al., 1998; Legendre and Harris, 2006;
Pascoe et al., 1991), les perturbations de 'activité de I'axe corticotrope observées sous
régime hyperlipidique, ne semblent pas étre liées a un surpoids, puisque les rats ne
présentent aucune augmentation du poids, du fait des faibles durée d’exposition ou du
type de régimes utilisés. Il semble donc que le régime hyperlipidique per se puisse agir

sur I'axe corticotrope.

Tannenbaum et al. ont observé une élévation des acides gras circulants en condition
basale et aprés stress chez les rats sous régime hyperlipidique. Or, il a été montré qu'une
augmentation des acides gras, via une infusion intraveineuse de lipides, est suffisante
pour augmenter les taux plasmatiques de corticostérone et d’ACTH (Widmaier et al,,
1992). De maniere intéressante, 'application d’acides gras entraine une diminution de la
fréquence de décharges des neurones de ’hypothalamus ventromédian (Oomura et al.,
1975) qui exercent un controle inhibiteur sur I'axe corticotrope (Dallman et al., 1994). 1l
a, donc, été proposé que les acides gras pourraient altérer la régulation hypothalamique
de l'axe corticotrope, conduisant ainsi a une augmentation des niveaux de

glucocorticoides.

Par ailleurs, il a été suggéré que le régime hyperlipidique agisse comme un stress
chronique sur le cerveau. Les glucocorticoides, dans le cas d'une concentration élevée,
exercent un role antagoniste aux effets de I'insuline, induisant une augmentation des
concentrations plasmatiques de glucose. Ainsi, une élévation des taux de
glucocorticoides induit les mémes effets que des régimes hyperlipidiques, soulevant la
possibilité que certains des effets du régime hyperlipidique puissent étre initiés par une

augmentation des taux de glucocorticoides.
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B. Régime hyperlipidique : anxiolytique et atténuateur de la réponse au stress

Il a été montré que la consommation d’un régime hyperlipidique palatable agit sur les

comportements émotionnels.

La consommation d’un régime hyperlipidique (dont 90% des kilocalories proviennent
des lipides) pendant 7 jours est suffisante pour diminuer les comportements de type
anxieux dans une tache de labyrinthe en croix surélevée (Prasad et Prasad, 1996). Alsio
et al. ont mis en évidence une corrélation négative entre le comportement de type
anxieux et la préférence pour un régime hyperlipidique. En effet, les rats qui
consomment plus de régime hyperlipidique, dans une situation de choix de régimes
(riche en lipides vs. riche en protéines vs. riche en glucides), sont aussi ceux qui passent
plus de temps dans les bras aversifs d’'un labyrinthe en croix surélevée (Alsio et al,,
2009b). Cette méme équipe a aussi montré qu’'une augmentation de la motivation pour
des pastilles sucrées dans la tache de conditionnement opérant est associée a un faible
comportement de type anxieux dans le labyrinthe en croix surélevée (Alsio et al,
2009a). De plus, il a été mis en évidence que l'exposition a un régime riche en lipides et
en sucre a des effets anxiolytiques dans le test de I'arene ouverte (Marcolin Mde et al.,

2012).

Par ailleurs, la consommation d’un régime hyperlipidique peut aussi atténuer la réponse

endocrine a un stress.

Ainsi, une étude chez la souris, a montré qu'un régime hyperlipidique enrichi en graisses
animales diminue les concentrations plasmatiques de corticostérone, dés la premiére
semaine d’exposition (Auvinen et al.,, 2012). Des résultats similaires ont été obtenus
chez le rat. Ainsi, lorsque des rats sont nourris avec un régime palatable composé de
saindoux au choix avec un régime standard, ils présentent une diminution des niveaux
d’ACTH et de corticostérone aprés un stress de contention par rapport a des rats
exposés au régime standard (la Fleur et al., 2005). De maniére intéressante, cette étude a
montré que les effets du régime palatable sur l'atténuation de l'activité de l'axe

corticotrope ne sont observables que lorsque ce régime est proposé en libre choix. En
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effet, des rats exposés a un régime tout autant palatable mais obtenu grace a un mélange
de saindoux et de régime standard ne présentent aucune atténuation des niveaux de

corticostérone et d’ACTH en réponse au stress.

Par ailleurs, des rats ayant un acces limité a un régime palatable riche en sucre et en
lipides (2h/jour) présentent une atténuation de 1’élévation de corticostérone apres un
stress de contention par rapport a des rats ayant un acces libre ou n’ayant pas acces a ce

régime (Kinzig et al., 2008).

Une exposition réduite de 6jours a un régime riche en lipides et en sucre est suffisante
pour diminuer les niveaux de corticostérone chez des rats exposés a un stress de chocs
électriques, sans affecter les taux de base (Ortolani et al., 2011). Les effets des régimes
palatables sur la réponse endocrine au stress ont été aussi retrouvés dans le cas de

stress chronique (Bell et al., 2002; Pecoraro et al., 2004).

Des résultats similaires ont été obtenus avec un régime riche en sucre ou en saccharose
(Ulrich-Lai et al.,, 2007). Il est intéressant de noter que le sucrose et la saccharine
produisent les mémes effets d’atténuation sur la réponse au stress, indiquant que
I'apport élevé de calories qui pourrait résulter de I'ingestion de ce type de nourriture,

n’est pas responsable des effets observés.

La consommation d'un régime hyperlipidique module les altérations émotionnelles

induites par un stress.

Ainsi, un régime hyperlipidique restaure le phénotype anxieux et dépressif chez des

souris exposées a un stress de défaite sociale (Finger et al., 2011).

Une autre étude montre que du chocolat donné en plus de la nourriture standard
pendant 40 jours avant I'exposition a un stress chronique de contention protége contre
les effets déléteéres de ce stress sur les comportements de type anxieux (Krolow et al,,
2010). L’acces a un régime palatable pendant la période juvénile, protege contre les
altérations émotionnelles induites par un stress chronique imprévisible. Cependant, cet
effet protecteur du régime palatable est retardé, puisqu’il n’est visible qu’a I'age adulte

(MacKay et al., 2014).

Des effets protecteurs du régime hyperlipidique ont été rapportés dans le modele de

séparation maternelle. En effet, les altérations émotionnelles présentes chez des meres
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exposées au protocole de séparation maternelle sont contrecarrées par la
consommation d'un régime hyperlipidique (Maniam et Morris, 2010a). Par ailleurs, un
régime hyperlipidique apres le sevrage restaure les altérations des comportements de
type anxieux et dépressifs chez des rats ayant été exposés a la séparation maternelle
pendant les 2 premieres semaines de vie (Maniam et Morris, 2010b, c). En revanche,
I'impact d’'un régime maternel hyperlipidique, pendant la période périnatale, sur les
effets de la séparation maternelle n’a jamais été étudié. De plus, les conséquences de cet
environnement précoce nutritionnel hyperlipidique, indépendamment de I'obésité
maternelle, sur la sphére cognitivo-émotionnelle des descendants adultes, sont tres peu

connues.

Nous aborderons dans la prochaine partie, les données de la littérature examinant
les conséquences d’'un régime périnatal hyperlipidique sur le phénotype de la

descendance.
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IV- Conséquences d'un environnement nutritionnel précoce
hyperlipidique

3.1. Bouleversements alimentaires et conséquences sur la programmation du
phénotype

De nombreux travaux ont mis en évidence que l'environnement nutritionnel in
utero et pendant l'enfance entraine des conséquences a long terme sur le
développement de troubles métaboliques a I'age adulte, pour revue (Bruce and Hanson,
2010; McMillen and Robinson, 2005). Les premieres observations d'une possible
programmation du phénotype métabolique ont été faites a la fin des années 1980 par
I'épidémiologiste britannique, David Barker, qui a rapporté la relation entre un faible
poids a la naissance et un risque accru de développer du diabete de type2, de
I’hypertension ou des maladies cardio-vasculaires (Barker et al.,, 1993a; Barker et al,,
1993b; Hales et al., 1991; Phipps et al., 1993). Des études épidémiologiques ont ensuite
confirmé que la sous-nutrition pendant différentes phases de la grossesse augmente la
prévalence de I'obésité et de l'insulino-résistance (Al-Almaie, 2005; Sanchez-Castillo et

al,, 2005; van der Sande et al., 2001).

Nous assistons a I'heure actuelle a3 des modifications des habitudes alimentaires, et
notamment a une augmentation de la consommation d’aliments a forte densité
énergétique, souvent riches en lipides (Cordain et al, 2005). Alors qu’au début des
années 60, les lipides venant de sources animales étaient les plus consommés, leur
consommation a depuis baissé, malgré I'augmentation de la consommation globale de
lipides. Ceci peut s’expliquer par une consommation croissante d’huiles végétales, qui a
été, par exemple, multipliée par 3 dans les pays en voie de développement et par 2 dans
les pays industrialisés (Kearney, 2010). Parmi les huiles végétales, on note
I'augmentation des huiles végétales riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) n-6aux
dépens des huiles riches en AGPI n-3, entrainant ainsi un déséquilibre du ratio AGPI n-

6/n-3 caractéristique des sociétés modernes actuelles (Blasbalg et al.,, 2011).

L’'implication des nutriments dans la prolifération cellulaire, la synthese d’ADN (acide
désoxyribonucléiquept dans les systemes enzymatiques souligne l'importance de la

nutrition périnatale pour le développement de l'individu (Bhatnagar and Taneja, 2001;

49



de Souza et al., 2011; Zeisel, 2006; Zimmermann, 2007). Les bouleversements actuels
des habitudes alimentaires vont directement ou indirectement touchés l'individu en
développement. Chez 'homme, il est difficile d’examiner les conséquences a long terme
de 'environnement nutritionnel de type « occidental » sur le phénotype de 'individu. En
effet, les études rétrospectives ne permettent pas d’avoir acces a des contrdles adéquats
sur la nature ou la quantité des nutriments ingérés. De plus, les habitudes alimentaires
actuelles sont souvent associées a un surpoids ou une obésité maternelle. Des études
rapportent que 1'obésité maternelle est un facteur de vulnérabilité dans I'émergence de
troubles métaboliques et a I'obésité chez la descendance a I'age adulte (Plagemann et al.,,
1997; Whitaker, 2004). Cependant, I'impact de la nutrition précoce hyperlipidique,
indépendamment de l'obésité maternelle, sur le phénotype métabolique de Ia
descendance adulte a rarement été exploré. Par ailleurs, les effets a long terme de cet
environnement précoce hyperlipidique, sur la sphere cognitivo-émotionnelle, ne sont
pas connus. Les modeles animaux représentent donc des outils intéressants pour

aborder ces questions.

3.2. Impact d’'un régime précoce hyperlipidique chez I’animal

3.2.1. Conséquences d’un régime maternel hyperlipidique sur le phénotype métabolique

De nombreuses études chez le rat et chez la souris ont montré que la
consommation d’'un régime hyperlipidique par la mere peut entrainer de I'obésité, une
résistance a la leptine ou a l'insuline (Chen et al., 2009; Taylor and Poston, 2007), de
I'hypertension (Elahi et al, 2009; Liang et al, 2009) et des stéatoses hépatiques

(Bouanane et al., 2009; Gregorio et al., 2010) chez la descendance a I’age adulte.

Cependant, méme dans les études animales, la dissociation entre le régime maternel et

'obésité maternelle n’est que trés peu abordée.

En effet, dans la plupart des études, I'exposition au régime hyperlipidique aboutit a une
augmentation du poids chez la mere. Or, il semble que I'obésité maternelle et les
désordres métaboliques associés sont des facteurs prépondérants dans Ila

programmation du phénotype métabolique de la descendance.
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En effet, Shankar et al,, ont procédé a des adoptions croisées, dans le but d’isoler les
effets de I'obésité maternelle sur le développement. Ces auteurs ont rapporté que les
descendants ayant été exposés a l'obésité maternelle pendant la gestation sont plus
susceptibles aux effets obésogenes d'un régime hyperlipidique apres le sevrage par

rapport a des descendants de meres témoins (Shankar et al., 2008).

Par ailleurs, il a été montré que les descendants de meres obeses (i.e sous régime
hyperlipidique en acces libre) présentent des altérations métaboliques qui ne sont pas
retrouvées chez des descendants de meéres non obéses (i.e ayant un acces restreint au
régime hyperlipidique) (White et al., 2009b). Les hypotheses proposées pour expliquer
les conséquences de la nutrition précoce hyperlipidique et le développement de 'obésité
ou de troubles métaboliques a 1'age adulte, incluent des perturbations des circuits
hypothalamiques (Davidowa et al., 2003) et des réductions de la sensibilité a I'insuline
(Davidowa et Plagemann, 2007) ou a leptine (Davidowa et Plagemann, 2000; Ferezou-

Viala et al,, 2007).

3.2.2. Conséquences d’un régime maternel hyperlipidique sur le comportement/ motivation
alimentaire

L’exposition a un régime maternel hyperlipidique augmente la consommation
alimentaire des descendants adultes (Howie et al., 2009; Kirk et al., 2009). 1l a été
montré que des descendants de meres sous régime hyperlipidique présentent en plus
d’'une hyperphagie, une préférence pour des aliments riches en lipides (Walker et al,,
2008). Dans une autre étude, les meéres étaient nourries, pendant la gestation et la
lactation, avec un régime standard additionné a des aliments de type « cafeteria»
comme du fromage, des chips, du chocolat, etc. Au sevrage, les descendants males ont
été exposés a ce méme régime en choix avec un régime standard. Les descendants de
meres ayant eu acceés a des aliments de type « cafeteria » pendant la gestation et la
lactation, consomment significativement plus de ces mémes aliments par rapport a des
descendants de meres sous régime standard de laboratoire (Bayol et al., 2007; Ong and

Muhlhausler, 2011).

Cependant, une autre étude montre que l'exposition au régime maternel hyperlipidique
est au contraire associée a une diminution de consommation d'un régime hyperlipidique

al’age adulte (Couvreur et al., 2011).
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Par ailleurs, il a été mis en évidence que le régime maternel hyperlipidique augmente la
préférence au sucrose (Vucetic et al., 2010). Une étude, qui dissocie une récompense
riche en lipides ou en sucre, a montré que des rats exposés a un régime maternel
hyperlipidique, pendant la fin de la gestation et la lactation, présentent une
augmentation de la motivation pour des pastilles palatables grasses mais pas pour des
pastilles sucrées (Naef et al., 2011). Les divergences de résultats peuvent s’expliquer

principalement par le type de régimes utilisé.

La figure 5 représente les voies potentielles impliquées dans la vulnérabilité aux

troubles métaboliques apres une exposition précoce a un régime hyperlipidique.

HIPPOCAMPE
Neurogénése
plasticité synaptique..

HYPOTHALAMUS
Balance énergétique
thermogénése
consommation alimentaire

bésité et trouble

régulation du stress... o
assocles

.
\ SYSTEME MESOLIMBIQUE /’

Motivation alimentaire
Préférence alimentaire

- e

-~ Programmation précoce

- ‘ ‘\\",[‘}‘ ,‘*"- (insuline, leptine, glucocorticoides)
FEF S--ae

7 Corticosterone, leptine,
insuline, cholesterol,
triglycérides...

Régime maternel hyperlipidique/ T | Péripherie
obésité maternelle (Foie, tissu
adipeux, muscle..)

DEVELOPPEMENT NEONATAL ADULTE

Figure 5: Schéma résumant les cibles et voies impliquées dans les effets 4 long terme d'un régime maternel hyperlipidique sur le développement de troubles
métaboliques a1'dge adulte (adapté de Walker etal, 2008)

3.2.3. Conséquences d’un régime maternel hyperlipidique sur la sphére cognitivo-

émotionnelle

Si beaucoup d’études se sont intéressées a I'impact de 'exposition précoce a un
régime hyperlipidique sur le métabolisme, nettement moins ont examiné des

conséquences sur la sphere cognitivo-émotionnelle.
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Les seules études examinant 'impact du régime maternel hyperlipidique sur la mémoire
spatiale montrent des effets différents. En effet, il a été montré que le régime maternel
hyperlipidique entraine des perturbations de la mémoire spatiale dans le labyrinthe
aquatique de Morris (Page et al., 2014)et des altérations transitoires d’apprentissage
dans le labyrinthe de Barnes (Tozuka et al., 2010).Cependant, une autre étude montre
que le régime maternel hyperlipidique entraine des perturbations de I'apprentissage
spatial seulement si les descendants sont maintenus sous ce régime apres le sevrage
(White et al,, 2009a). Et enfin, de maniere surprenante, il a été mis en évidence que le
régime maternel hyperlipidique augmente les capacités la mémoire spatiale lorsque le
test de rétention est effectué 2h apres la séance d’apprentissage (Bilbo et Tsang, 2010).
En conclusion, malgré la divergence des résultats, il semble que le régime maternel
hyperlipidique n’affecte pas de maniere drastique les performances de mémoire

spatiale.

Quelques travaux suggerent que l’exposition a un régime précoce hyperlipidique peut
influencer les comportements émotionnels. Ainsi, un régime maternel hyperlipidique a
été associé avec une augmentation des comportements agressifs et une diminution de
'activité dans le test de la nage forcée (Giriko et al, 2013). Par ailleurs, un régime
maternel hyperlipidique augmente les comportements de type anxieux dans le test de
I'arene ouverte, que les descendants soient nourris avec un régime standard ou un
régime hyperlipidique aprés le sevrage (Page et al.,, 2014). Des résultats similaires ont
été observés chez rats exposés a un régime maternel hyperlipidique riches en acides

gras saturés et trans dans le test du labyrinthe en croix surélevé (Bilbo et Tsang, 2010).

by

Cependant, une étude montre, qu’'au contraire, I'exposition a un régime maternel
hyperlipidique diminue les comportements de type anxieux dans le labyrinthe en croix
surélevé ou n’a pas d’effet dans le test de 'aréne ouverte (Wright et al, 2011). Ces
divergences peuvent la encore s’expliquer par les différences de régimes utilisés ou de la
période d’exposition. Cependant des travaux récents utilisant le méme protocole,
soulignent les difficultés d’établir des liens certains entre I’exposition précoce au régime

hyperlipidique et les comportements émotionnels a 'age adulte.
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En effet, il a été mis en évidence qu’'un régime maternel hyperlipidique pendant la
période périnatale diminue les comportements de type anxieux dans le test de I'arene
ouverte et du labyrinthe en croix surélevée, mais les augmente dans le test de la boite
noire et blanche (Sasaki et al, 2014). Cependant, une étude précédente de la méme
équipe avait montré une augmentation des comportements de type anxieux dans le test
de I'arene ouverte, mais aucune modification dans les autres tests (Sasaki et al., 2013).
En résumé, si le régime modifie les comportements émotionnels de la descendance, ces
altérations semblent étre subtiles et difficiles a mettre en évidence mais aussi dépendre

des tests utilisés pour les évaluer.

3.3 Conséquences neurobiologiques et neuroendocrines de I’exposition précoce a
un régime hyperlipidique

L’exposition au régime maternel hyperlipidique entraine des modifications
pendant le développement. Ainsi, un régime prénatal hyperlipidique est associé a des
retards du développement physiologique et neurocomportemental (Giriko et al., 2013)
ainsi qu’a des perturbations développementales des neurones hypothalamiques chez
I'embryon (Poon et al, 2012). Par ailleurs, cette exposition précoce au régime
hyperlipidique entraine des perturbations développementales du systéme
sérotoninergique, en augmentant par exemple l'expression des récepteurs a la
sérotonine 1A, dans les noyaux rostraux du Raphé chez des foetus en 3¢me trimestre de

gestation (Sullivan et al., 2010).

Une étude chez la souris a montré que l'exposition a un régime maternel hyperlipidique
entraine une diminution la prolifération cellulaire (Tozuka et al., 2009), une réduction
transitoire de l'expression de BDNF dans !'hippocampe et une diminution de
I'arborisation dendritique neuronale pendant la période juvénile (Tozuka et al., 2010).
Par ailleurs, un régime maternel hyperlipidique peut entrainer des effets
neuroendocrines et neurobiologiques a long terme. Ainsi, les descendants de meéres
sous régime hyperlipidique présentent une diminution de corticostérone basale,
associées a des modifications de I'expression des récepteurs MR (minéralocorticoides)
et GR dans l'amygdale et I'hippocampe (Sasaki et al, 2014; Sasaki et al, 2013).

Cependant, une autre étude rapporte, au contraire, une augmentation des taux
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plasmatiques de corticostérone chez des descendants de meres nourries avec un régime

de type cafeteria (Walker et al., 2008).

De plus, des travaux montrent que I'exposition a un régime périnatale hyperlipidique
entraine des altérations du systéeme dopaminergique et opoides (Naef et al.,, 2011; Ong et
Muhlhausler, 2011; Vucetic et Reyes, 2010)qui pourraient sous tendre 'augmentation

de la préférence ou de la motivation alimentaire.

En conclusion, les effets du régime maternel hyperlipidique sur le métabolisme
des descendants semblent dépendre du statut métabolique de la mere. Par
ailleurs, ses effets sur la sphére cognitivo-émotionnelle sont tres variables en
fonction des types de régimes, de la durée pendant laquelle la mere est nourrie

avec le régime, et de la nature des tests d’évaluation.
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Objectifs et hypotheses de travail

Le concept de programmation précoce suggere que I'environnement pendant les
premieres de phases de vie laisse une empreinte durable sur le phénotype de I'individu

et influence sa santé future (Boersma et al., 2014).

Chez 'homme, I'adversité dans I'’enfance est I'un des facteurs qui affecte le plus le
fonctionnement cérébral et la santé mentale a I’age adulte. Ainsi, des négligences ou
des abus pendant lI'enfance augmentent le risque de développer des troubles
neuropsychiatriques tels que la dépression (Chapman et al., 2004; Felitti et al., 1998;
Mullen et al., 1996; Noll et al, 2007). Par ailleurs, I'adversité précoce prédispose a
I'obésité et aux troubles métaboliques (D'Argenio et al.,, 2009; Gunstad et al.,, 2006;
Lissau et Sorensen, 1994). Cependant la notion d’adversité implique des sources de
stress précoce multiples. A ce titre, nous assistons actuellement a des modifications de
nos habitudes alimentaires et plus particulierement a une augmentation de la
consommation d’aliments a forte densité calorique, gras et sucrés. (Cordain et al., 2005;
Kearney, 2010). Il estimportant de noter que ces changements d’habitudes alimentaires
affectent aussi l'individu en développement et plus particulierement les populations
exposées a l'adversité. Or, on ne connait pas I'impact a long terme de cet environnement
nutritionnel sur le phénotype cognitivo-émotionnel a 1'dge adulte. Par ailleurs, les
contributions respectives et les potentielles interactions entre les changements
nutritionnels et le stress précoce sur le fonctionnement cérébral a I'age adulte ne sont

pas connues.

L’objectif général de ce travail de these a été de déterminer, a partir d’'un
modele animal chez le rat, I'impact des facteurs précoces (nutrition
maternelle hyperlipidique et stress) pendant la période périnatale sur la

programmation du phénotype a I’dge adulte.
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Dans une premiére partie, nous nous sommes intéressées aux effets d'un
régime maternel hyperlipidique modélisant le régime occidental, sur le

métabolisme et les fonctions cognitives des descendants a I’age adulte.

Chez l'animal, l'exposition a un régime périnatal hyperlipidique entraine des
modifications du comportement alimentaire ainsi qu'une augmentation du poids a I'age
adulte, pour revue (Sullivan et al, 2011). Certains travaux montrent qu'un régime
maternel hyperlipidique exacerbe les comportements émotionnels ainsi que la réponse
neuroendocrine au stress (Bilbo et Tsang, 2010; Page et al., 2014; Sasaki et al., 2014;
Tozuka et al, 2010). Les travaux examinant l'impact d'un régime maternel
hyperlipidique sur les fonctions mnésiques sont contradictoires et impliquent le plus
souvent une obésité maternelle (Tozuka et al., 2010; White et al.,, 2009a). Ainsi, la
plupart des études ne permettent pas de dissocier les conséquences de 1'obésité
maternelle et celles du régime per se sur le comportement cognitivo-émotionnel

des descendants.

Hypothese : Au regard des effets de l'obésité maternelle sur le comportement de la
descendance, nous émettons [’hypotheése que I'exposition a un régime précoce

hyperlipidique entraine des altérations émotionnelles et cognitives.

Dans une deuxieme partie, nous sommes intéressées a I'impact du régime
maternel hyperlipidique combiné a un stress précoce sur le phénotype de la

descendance.

Chez le rongeur, le modele d’adversité précoce le plus utilisé est celui de la séparation
maternelle, qui consiste a séparer, de maniere chronique, les petits de la mére pendant
la période postnatale. Ce modele de stress précoce entraine des conséquences a long
terme sur les performances mnésiques, le comportement émotionnel et la réactivité au
stress (Nishi et al., 2014). Certaines études montrent qu'une exposition a un régime
hyperlipidique a I'dge adulte peut restaurer les conséquences déléteres d’'un stress
chronique (Finger et al., 2011; Krolow et al., 2010; MacKay et al., 2014; Pecoraro et al.,
2004). Des résultats similaires ont été observés dans le modele de séparation
maternelle. En effet, un régime hyperlipidique apres le sevrage contrecarre les
altérations comportementales induites par la séparation maternelle (Maniam et Morris,

2010Db, c). En revanche, I'impact a long terme d’un régime maternel hyperlipidique
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pendant la période périnatale sur les effets de la séparation maternelle n’a encore
jamais été étudié.
Objectif 1: Quel est I'impact d’'un régime maternel hyperlipidique combiné au

stress de séparation maternelle sur la réponse métabolique a des challenges

nutritionnels et sur la motivation alimentaire ?

Hypothese : Etant donné les conséquences communes du régime maternel hyperlipidique et
de l'adversité précoce sur la vulnérabilité métabolique l'dge adulte, nous émettons
I’hypothése que la combinaison de ces deux facteurs exacerbe les troubles métaboliques et

la prise de poids.

Objectif 2 : Quel est I'impact d’'un régime maternel hyperlipidique combiné au
stress de séparation maternelle sur le phénotype cognitivo-émotionnel de la

descendance a I'age adulte ?

Hypothese : Le régime maternel hyperlipidique protége des effets déléteres de la séparation

maternelle.

Lafigure 6 regroupe les différents objectifs de ce travaithoese
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Figure 6: Schéma récapitulant les objectifs de ce travail de thése: Les], II
et III surla rosace désignentles paramétres étudiés dans chacun des
ohjectifs (adapte de O'Mahony et al, 2011).
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Partie I :

Impact d’'un régime maternel hyperlipidique sur le phénotype

comportemental et métabolique de la descendance adulte.

Objectifs

Les sociétés actuelles font face a des changements d’habitudes alimentaires, et en
particulier, a une augmentation de la consommation d’aliments a forte densité calorique,
riches en lipides. Ces changements nutritionnels vont aussi affecter les femmes en age
de procréer, impactant ainsi indirectement lindividu en développement. Les
conséquences de cette nutrition précoce hyperlipidique sur la programmation du
phénotype comportemental et métabolique ne sont pas tres connues. Des travaux chez
I'animal ont montré qu'un régime maternel hyperlipidique est associé a une
vulnérabilité aux troubles meétaboliques, ainsi qu’a des altérations subtiles des
comportements émotionnels et des performances cognitives, a I'age adulte. Cependant,
dans la plupart de ces études, les meres sous régime hyperlipidique développent un
surpoids, du fait de la longueur de la période d’exposition ou du type de régimes
hyperlipidiques. Par ailleurs, les régimes hyperlipidiques utilisés dans ces études,
souvent riches en graisses animales, ne représentent pas vraiment les habitudes

alimentaires des sociétés actuelles.

Le but de cette étude était donc de déterminer les conséquences d'un régime
périnatal hyperlipidique de type «western», indépendamment de l'obésité
maternelle, sur le phénotype métabolique et comportemental de la descendance a

I'age adulte.

Matériel et méthodes

Des femelles Wistar ont été nourries avec un régime standard (12% de lipides,
3,9kcal/g) ou un régime hyperlipidique (39% de lipides, 4,9kcal/g) pendant la gestation
et la lactation. Au sevrage, les descendants males ont été nourris avec le régime standard

ou maintenus sous régime hyperlipidique, aboutissant ainsi a un groupe de rats exposés
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au reégime hyperlipidique seulement pendant la période périnatale et un autre exposé a
ce régime tout au long de la vie. A 'age adulte, la mémoire spatiale a été évaluée dans le
labyrinthe aquatique de Morris, et les comportements émotionnels, dans le test de la
nage forcée. De plus, nous avons mesuré la réponse endocrine de ces descendants apres
un stress de contention. Apres le sacrifice de ces rats, nous avons fait, dans
I’hippocampe, des marquages immunohistochimiques de la doublecortine, afin d’évaluer
la neurogénése et d'un marqueur des astrocytes, ibal (lonized calcium binding adaptor
molecule 1), afin d’examiner leur morphologie. Par ailleurs, une analyse a grande

échelle a permis d’analyser I'expression de 95 genes dans '’hippocampe.

Résultats

Les résultats obtenus lors de cette étude sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Bilan des effets du régime maternel hyperlipidique (HL) sur le phénotype
comportemental et métabolique des descendants a I'age adulte.

Parametres Régime périnatal HL Régime périnatal HL
+ régime HL post

sevrage

Mémoire spatiale - \

Comportement de type dépressif - -

Réponse CORT au stress - -

Neurogénése hippocampique - \
Longueur des processus astrocytaires A -
Poids - A
Leptine A A
Cholestérol A A

« 7 » et «V » correspondant respectivement a une augmentation et une diminution du
parameétre donné par rapport au groupe sous régime standard tout au long de la vie. « - »
indiquant une absence d’effet.

Discussion

Nous avons mis en évidence que l'exposition au régime maternel hyperlipidique

entraine une hypercholestérolémie ainsi qu'une augmentation de leptine plasmatique,
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suggérant ainsi que le régime per se, indépendamment de 1'obésité maternelle, peut
programmer le phénotype métabolique de la descendance adulte. Par ailleurs, le régime
maternel hyperlipidique est associé a des modifications d’expression de certains genes
dans I'hippocampe, comme Slc2a3, Dcx et InsR codant, respectivement, le transporteur
du glucose 3, la doublecortine et le récepteur a l'insuline. Ainsi, il semble que le régime
maternel hyperlipidique laisse une empreinte durable sur les profils d’expression de
certains marqueurs clés, impliqués par exemple dans le métabolisme cellulaire. En
revanche, nous n’avons observé aucun impact du régime maternel hyperlipidique sur la
neurogénese hippocampique. De plus, les comportements émotionnels et la mémoire
spatiale des descendants ne sont pas affectés par l'exposition au régime maternel

hyperlipidique.

En revanche, nous avons mis en évidence que si les descendants sont maintenus sous
régime hyperlipidique apres le sevrage, leurs performances de mémoire spatiale sont
altérées. De plus, ces rats exposés au régime hyperlipidique tout au long de la vie
présentent une diminution de la neurogenese hippocampique ainsi qu'une diminution
d’expression de genes reliés a la transmission synaptique, qui pourraient sous-tendre
leurs déficits de mémoire spatiale (Ferguson et al., 2000; Ferguson et al., 2004; Frick et
Fernandez, 2003; Snyder et al., 2005; Zhao et al., 2008). Par ailleurs, ces rats exposés au
régime hyperlipidique tout au long de la vie sont en surpoids, et présentent une
augmentation du cholestérol ainsi qu'une augmentation importante de la leptine. Or, il a
été proposé que les troubles métaboliques puissent étre a I'origine des altérations des
performances cognitives (Farr et al., 2008; Greenwood and Winocur, 1996; Stranahan et
al., 2008). Afin de tester cette hypothese, dans une expérience complémentaire, nous
avons exposé des rats au régime hyperlipidique aprés le sevrage, ce qui a permis de
mimer les altérations métaboliques observées chez les rats exposés au régime
hyperlipidique tout au long de la vie. De maniere intéressante, une exposition au régime
hyperlipidique apres le sevrage (i.e excluant la période périnatale) n’entraine aucune
altération de la mémoire spatiale. Ceci suggere donc que les altérations métaboliques
observées chez les rats sous régime hyperlipidique en continu, ne sont pas totalement

responsables de leurs déficits de mémoire spatiale.

Par ailleurs, alors que I'exposition au régime hyperlipidique pendant I'dge adulte, seule,

n’a aucun effet, ce régime a 1'age adulte combiné a une exposition précoce entraine des
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modifications de la mémoire spatiale. Ceci suggere l'implication de I'exposition

périnatale dans les effets déléteres du régime hyperlipidique.

Ainsi, nous proposons que le régime périnatal hyperlipidique per se n’entraine pas de
déficits comportementaux majeurs, mais entraine de subtiles altérations qui peuvent
ensuite aboutir a I'’émergence de déficits mnésiques lors d’'une réexposition au régime
hyperlipidique a I'age adulte. La transition vers un régime standard au sevrage pourrait
atténuer les effets déléteres d'une exposition précoce au régime maternel
hyperlipidique, entrainant ainsi une absence de déficits des performances mnésiques.
Cependant, nous pouvons émettre 'hypothese que ces animaux exposés au régime
maternel hyperlipidique présentent une vulnérabilité sous-jacente persistante qui
pourrait s’exprimer au cours du vieillissement ou dans des situations de stress, et

entrainer des déficits comportementaux.

Conclusion

Notre travail a permis de souligner l'importance de l'environnement nutritionnel
pendant les phases précoce du développement. En effet, nous avons mis en évidence que
la nutrition périnatale hyperlipidique, indépendamment de I'obésité maternelle, peut
avoir des effets a long terme sur le phénotype métabolique; et entrainer une
vulnérabilité comportementale dans une situation de réexposition a ce régime a I'age

adulte.
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with an unbalanced n-6/n-3 PUFAs ratio on hippocampal function in adult rats. Furthermore,
we explored the effects of perinatal HFD combined with exposure to HFD after weaning. Dams
were fed a control diet (C, 12% of energy from lipids, n-6/n-3 PUFAs ratio: 5) or HFD (HF, 39%
of energy from lipids, n-6/n-3 PUFAs ratio: 39) throughout gestation and lactation. At weaning,
offspring were placed either on control (C—C, HF—C) or high-fat (HF—HF) diets. In adulthood,
hippocampus-dependent memory was assessed using the water-maze task and potential hip-
pocampal alterations were determined by studying PUFA levels, gene expression, neurogenesis
and astrocyte morphology. Perinatal HFD induced long-lasting metabolic alterations and some
changes in gene expression in the hippocampus, but had no effect on memory. In contrast, spa-
tial memory was impaired in animals exposed to HFD during the perinatal period and maintained
on this diet. HF—HF rats also exhibited low n-3 and high n-6 PUFA levels, decreased neurogenesis
and downregulated expression of several plasticity-related genes in the hippocampus. To deter-
mine the contribution of the perinatal diet to the memory deficits reported in HF—HF animals, an
additional experiment was conducted in which rats were only exposed to HFD starting at wean-
ing (C—HF). Interestingly, memory performance in this group was similar to controls. Overall, our
results suggest that perinatal exposure to HFD with an unbalanced n-6/n-3 ratio sensitizes the

offspring to the adverse effects of subsequent high-fat intake on hippocampal function.
© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

According to the hypothesis of the fetal origin of adult
health, the early nutritional environment has long-term
effects on later vulnerability to certain diseases (Barker
et al., 1993). In western countries, the majority of the
population, including childbearing women and children,
consumes an excess of fat and high levels of n-6 polyunsat-
urated fatty acids (PUFAs) relative to n-3 PUFAs, resulting
in an unbalanced n-6/n-3 PUFAs ratio (Cordain et al., 2005;
Simopoulos, 2011). This ratio can reach 50 in some devel-
oping countries (India urban) instead of 5 as recommended
(Simopoulos, 2011). While it has been proposed that the
quantity and quality of fatty acids supplied by the mater-
nal diet could influence child neurodevelopment (Bernard
et al., 2013), the experimental evidence is limited. Ani-
mal models suggest that maternal consumption of a high-fat
diet (HFD) could affect hippocampal function (Niculescu and
Lupu, 2009; Tozuka et al., 2009) and spatial memory in off-
spring (Bilbo and Tsang, 2010; Page et al., 2014; Tozuka
et al., 2010). However, the behavioral results are not con-
sistent, and maternal HFD is variably linked with transient
deleterious effects on memory (Page et al., 2014; Tozuka
et al., 2010), no effect (White et al., 2009) or even mem-
ory improvement in the offspring (Bilbo and Tsang, 2010).
Additionally, in all previous studies, the dams were kept on
HFD for long periods, until they reached overweight status.
Thus, the effects of maternal HFD per se, independent of
maternal obesity, on the offspring’s cognitive status remains
unknown. Previous studies also used lard as the main source
of fat for the HFD, and the type of PUFAs used was not taken
into consideration. This question is particularly important
given that several studies underline the importance of the
nature of the fat (in particular the n-6/n-3 PUFAs ratio) in
the long-term consequences of HFD on brain (Simopoulos,
2011). Furthermore, over the past few decades, in west-
ern countries, the consumption of fat from animal sources
has decreased while there is an increasing consumption of
fat from vegetal oils (Blasbalg et al., 2011). The conse-
quences of these nutritional habits during development on

brain function in adulthood remains to be explored. In the
present study, we aimed to determine the impact of peri-
natal (during gestation and lactation) exposure to HFD with
an unbalanced n-6/n-3 PUFAs ratio on hippocampal func-
tion in adult rats. We exposed dams during pregnancy and
lactation to a diet containing 39% of energy from lipids
(vegetable oils) and with an n-6/n-3 PUFA ratio of 39. A
group of animals was also exposed to maternal HFD but kept
on the same diet after weaning. We investigated whether
HFD affected hippocampus-dependent spatial memory. To
characterize the impact of HFD on the hippocampus, we
conducted large-scale gene expression profiling using a Taq-
Man low-density array (TLDA, 95 genes tested). We also
examined neurogenesis as an important index of hippocam-
pal function in adult animals (Cameron and Glover, 2015).
Previous studies demonstrate that HFD modulates astro-
cytes function (Camargo et al., 2012) and their morphology
(Cano et al., 2015). Recent data also indicate that n-3
PUFAs 3 diets restore age-related impairments of the spa-
tial memory and astrocytes morphology in the hippocampus
(Labrousse et al., 2012), we thus explored the impact of
HFD on the number and the length of astrocytes processes.
Moreover, since cognitive impairments could be due to emo-
tional disturbances, we controlled for stress responses and
depressive-like behavior in adult rats. Finally, to deter-
mine the contribution of the perinatal diet to the effects
reported in animals exposed to HFD from conception until
adulthood, an additional follow-up experiment was con-
ducted in which rats were only exposed to HFD starting
at weaning.

2. Methods

2.1. Animals and diets

Animals were maintained in a 12h/12h light:dark cycle
at 22+2°C with free access to food and water. Experi-
ments were carried out in accordance with French (Directive
87/148, Ministére de UAgriculture et de la Péche) and
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European (Directive 2010/63/EU, 2010 September 22th) leg-
islation and approved by Institutional Regional Committee
for animal experimentation (agreement# 5012050-A). Every
effort was made to minimize suffering and the number of
animals used. Nulliparous female Wistar rats (Charles River,
France) were placed with males overnight for mating and
vaginal smears were collected in order to detect the pres-
ence of sperm. Female rats were then singly housed and
randomly assigned to control (C) or high-fat (HF) diet groups.
The diets were prepared by the Experimental Foods Prepa-
ration Unit (Institut National de la Recherche Agronomique,
Jouy-en-Josas, France). The composition of the diets is
described in the Supplementary Table S1. A mixture of veg-
etable oils was used as the source of fat (C, 12% and HF, 39%
of energy from fat). The n-6/n-3 PUFAS ratio of the HF diet
was 39, while the C diet contained the recommended ratio
of 5 (Supplementary Table S2). At birth, pups were weighed
and litters culled to 8 pups. Offspring were weaned on post-
natal day (PND) 21, housed four per cage and maintained
until the end of the experiment (at 5 months of age) on C
or HF diets in order to obtain 3 experimental groups (C—C),
(HF—C) and (HF—HF). Only male offspring were used. Three
different batches were used: one for the water maze and the
immunohistochemistry in the hippocampus (n =36 rats), one
batch for the metabolic markers and the biochemical analy-
sis in the hippocampus (fatty acids levels determination and
TLDA) (n=30 rats) and one batch for the forced swim test
and the hormonal response to restraint stress (n=36 rats).
To avoid a litter effect, a maximum of two siblings per group
were used for each batch of animals.

2.2. Spatial learning and memory in the water
maze

The apparatus consisted of a pool (150 cm diameter x 60cm
height) filled with opaque water (22 +2°C). The platform
(10cm diameter) was positioned 3cm below the surface
of the water. Six sessions (four trials per day) were con-
ducted to examine spatial learning, during which the latency
and distance covered to reach the hidden platform were
recorded (Darnaudery et al., 2007). Each session consisted
of four successive trials and each trial began with the rat
placed pseudo-randomly in one of four starting locations. If
the rat did not find the platform after 90s, it was guided to
the platform. Animals were then given 48 h of retention time
and were tested for reference memory during a 60s probe
trial without the platform. During the probe trial, crossings
over the target area was recorded. The swim paths were
videotracked (Smart, BIOSEB, Chaville, France).

2.3. Tissues collection and blood sampling

For immunochemistry studies, rats were anesthetized and
then perfused with 0.1 M phosphate buffered saline (PBS, pH
7.4) followed by 4% paraformaldehyde (PFA). After removal,
brains were post-fixed in PFA for 24 h, cryoprotected in 30%
sucrose, snap-frozen in isopentane and stored at —80°C.
Brains were then cut into 40 wm coronal sections using a
cryostat and stored in a cryoprotectant solution until use.
For biochemical analysis and plasma metabolic markers
assays, after an overnight fast, rats deeply anesthetized

with Pentobarbital (50 mg/kg), were decapitated. Blood
samples were collected on EDTA and centrifuged at 2500 x g
for 10min at 4°C. Plasma was then frozen at —80°C, until
the assessment. Hippocampi, frontal cortex and hypothala-
mus were rapidly dissected on ice and snap frozen to be
further used for fatty acids composition or gene expression
studies by TLDA.

2.4. Biochemical analyses in the hippocampus

2.4.1. Immunohistochemistry

Adult neurogenesis was examined by immunolabeling for
doublecortin (Dcx), a marker of newborn immature neu-
rons, using anti-DCX antibody (1:1000) (goat monoclonal,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and a
biotinylated donkey anti-goat secondary antibody (1:200)
(Jackson Immuno Research Laboratories Inc, West Grove,
PA, USA), as previously described (Boitard et al., 2012). To
study the morphology of astrocytes, a fluorescent double-
immunolabeling of mature neurons and astrocytes was
performed as previously described (Labrousse et al., 2012).
A mouse monoclonal anti-NeuN (1/1000; Chemicon, Temec-
ula, CA, USA) and a goat polyclonal anti-GFAP (1:1000;
DakoCytomation, Glostrup, Denmark) were used as primary
antibodies and AlexaFluor 594-conjugated goat anti-rabbit
(1/2000) and AlexaFluor 488-conjugated donkey anti-mouse
IgG (1:2000) (both from Invitrogen Life Sciences, Carls-
bad, CA, USA) as secondary antibodies. Sections were then
washed and mounted with Vectashield fluorescent mounting
medium. Quantification of the number of Dcx-positive cells
was done in two hippocampal sections (Bregma: —2.45mm;
—3.25mm, according to the Paxinos and Watson (1982).
All positive cells were counted in the granule cell layer
of the dentate gyrus (DG) using a 40x objective on an
Olympus BX51 microscope by an experimenter blind to the
experimental conditions. Results are expressed as the mean
number of cells per mmZ2. One rat was excluded from the
analysis due to technical complications.

To analyze astrocyte morphology, a series of images was
captured from two hippocampal sections per rat (Bregma:
—2.45mm; —3.25mm) in the hippocampal DG, CA1 and
CA3 with an interval of 0.1um in the z-axis using a
63x oil-immersion lens. Images were acquired with an
epifluorescence microscope (Nikon Eclipse E400, Nikon,
Champigny-Sur-Marne) equipped with a Hamamatsu digital
camera, piezoelectric z-axis controller and NIS-Elements
Advanced Research 3.0 software (Nikon). Astrocytes were
then reconstructed using the 3D-reconstruction software
IMARIS (v.64.7.0.0 Bitplane AG, Zurich, Switzerland). 20
GFAP positive cells per rat with clear cell bodies and
processes in the different regions were reconstructed. Mor-
phometric parameters obtained with the ‘filament tracer’’
program were: number, length and diameter of astrocytic
processes and summed process volume. One rat was consid-
ered as an outlier and excluded from the analysis.

2.4.2. Fatty acid composition

We determined the fatty acid composition of phos-
phatidylethanolamine, one of the richest phospholipid
classes among the PUFAs. Lipids were extracted from the
hippocampi and assay was conducted as previously described
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(Harbeby et al., 2012). Briefly, phosphatidylethanolamine
was separated by solid-phase extraction on aminopropyl
cartridges, then transmethylated using boron trifluoride in
methanol, and fatty acid methyl esters were analyzed by gas
chromatography. Fatty acid methyl esters and DMAs were
identified by comparison with commercial and synthetic
standards. Data were processed using the EZChrom Elite
software (Agilent Technologies, Massy, France) and reported
as a percentage of total fatty acids.

2.4.3. TLDA

The quantification of mRNA levels of 95 key genes in
the hippocampus, hypothalamus and frontal cortex was
achieved using RT-PCR based on TagMan gene expression
assays with predesigned TagMan primers and probes for
the rat (Assays-on-Demand™, Gene Expression Products;
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) as previously
described (Coupe et al., 2010). The TagMan probe and
primer sets for each gene were selected from predesigned
TagMan gene expression assays. The most common name of
the genes encoding key transporters and enzymes involved
in brain energy metabolism, inflammatory and metabolic
mediators and plasticity markers are listed in the Supple-
mentary Table S3. The expression values of target genes
(n=3 per group) were calculated based on the comparative
threshold cycle (Ct) method: they were first normalized to
the expression level of 185 rRNA to generate ACt values.
Thereafter, they were normalized to a calibrator (con-
trol diet) to obtain AACt values. The fold change was
calculated using the formula 2 — AACt. Genes showing
poor or late amplification (n=3) were excluded from the
analysis.

2.5. Hormonal assays

2.5.1. Metabolic markers

Plasma levels of glucose, triglycerides and cholesterol were
determined using a colorimetric enzymatic assay (Glu-
cose RTU™, Triglyceride PAP 150™ kits, Cholesterol RTU™
BioMérieux, Marcy-UEtoile, France). The lower limits of
detection were 0.013 g/L (glucose), 0.14g/L (triglycerides)
and 0.081 g/L (cholesterol). Plasma levels of insulin and lep-
tin were measured using ELISA kits for rat/mouse insulin
and rat leptin (LINCO Research, St. Charles, MO, USA). For
triglycerides measurements, one rat was excluded as an out-
lier.

2.5.2. Plasma corticosterone levels after restraint stress
Rats were exposed to 30-min restraint stress in a transparent
cylinder under bright light. Blood was collected from the tail
vein in tubes containing EDTA immediately after the rat was
placed in the restrainer (less than 2 min after removal from
the home cage, for basal levels), and 30, 60 and 120 min
after the start of the stress. The blood was centrifuged
(4000 rpm for 15min at 4°C) and aliquoted plasma samples
were stored at —80°C until assay. Total plasma cortico-
sterone level was measured by in-house radioimmunoassay
(Minni et al., 2014). The average intra-assay and interassay
coefficients of variation were respectively 9% and 10%.

Table 1 Body weight of dams and pups.?
c HF
Weight of dams (g)
On gestational 470.7 + 14.2 482.0 + 9.1
day 21 (GD21)
On postpartum 333.2 £ 5.7 349.5 +£ 6.3
day 21 (PP21)
Weight of pups (g)
At birth 6.8 + 0.1 6.6 + 0.1
At weaning 74.7 £ 1.6 86.4 + 1.5**

@ Data represent means 4 SEM. C litters: n=7 and HF litters:
n=15. One-sample Student’s t test, dams: GD21, t@0)=0.69,
p=0.50; PP21, tn0)=1.60, p=0.12. Pups: birth, t0=1.37,
p=0.19; weaning, t(;0)=4.90.
™ p<0.001.

2.6. Spatial memory in rats exposed to HFD with
an unbalanced n-6/n-3 ratio after weaning

In order to specify the contribution of perinatal HFD to the
effects on spatial memory reported in the HF—HF group,
an additional experiment was conducted with HFD starting
at weaning (i.e. excluding the perinatal period). Breeding
procedures were similar to those described above. Dams
were fed the control diet during gestation and lactation. At
weaning, male offspring were randomly assigned to either
the control diet (C—C) or the HFD (C—HF). At 5 months of
age, spatial learning and memory were assessed in the Morris
water maze as previously described. Rats were then sacri-
ficed, blood samples were collected to determine plasma
leptin levels and hippocampi were dissected to analyze hip-
pocampal fatty acid composition.

2.7. Statistical analysis

Values are expressed as means +SEM. All data were ana-
lyzed using Statistica 6.0. Normality was assessed by using
Shapiro—Wilk tests. Significance was tested using ANOVA fol-
lowed by Fisher LSD post hoc analysis. The water maze probe
data were analyzed by within group ANOVA and one sample
t-test against chance level (i.e. 25%) to assess zone effect as
previously described (Remondes and Schuman, 2004). Data
obtained from TLDA were analyzed using BRB-assay Tools
(Simon et al., 2007). An analysis of genes that were differ-
entially expressed among the 3 groups was performed using a
univariate F test followed by multivariate permutation tests.
For TLDA, the significance level chosen was p<0.01.C and
HF groups, as well as C—C and C—HF were compared using
unpaired Student’s t tests. For all analyses, differences were
considered significant at p <0.05.

3. Results

3.1. Effects of HFD with an unbalanced n-6/n-3
ratio on dams and pups body weight

The mean body weight (Table 1) of HFD-fed dams was similar
to that of control-diet-fed dams at the end of pregnancy and
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Figure 1  Impact of HFD with an unbalanced n-6/n-3 ratio on spatial memory performance in the water maze task. Escape latency
(A), distance traveled (B) to reach the hidden platform over 6 sessions of learning and percentage of crossings over the platform
area during the probe trial with a 48 h retention delay (C) in adult C—C, HF—HF and HF—C rats (n=12 per group). The dotted line
represents the probability of chance crossings (i.e. 25%). During the learning phase, there was a significant session effect in escape
latency (Fs,165)=40.62, p<0.001) and distance traveled (Fs,1¢5)=30.69, p<0.001) but no difference between groups. During the
probe test, there was a significant zone effect (F3,99)=7.27, p<0.001), but no significant interaction zone x group. Subsequent
analysis comparing target zone exploration within groups revealed significant zone effect in C—C rats (F3,33)=4.09, p=0.01) and

HF—C (F(3,33y=6.16, p=0.002), but not in HF—HF (F(3,33)=1.42, p=0.25). *p<0.05, **p<0.01 vs. chance.

lactation. HF—C rat pups exhibited a transient increase in
body weight at weaning (p <0.001).

3.2. Effect of HFD with an unbalanced n-6/n-3
ratio on spatial memory performance in adult
offspring

During acquisition, all groups of adult offspring showed
similar improvements of performances as revealed by the
decrease in the escape latency and the distance trav-
eled, indicating intact spatial learning abilities (Fig. 1A and
B). An ANOVA for repeated measures revealed a training-
session effect on latency and distance (both, p<0.001)
but no effect of diet. To assess reference memory, 48h
after the last training session, a probe trial was performed.
C—C and HF—C rats crossed the target zone more often
than expected by chance alone (respectively, p<0.05 and
p<0.01) (Fig. 1C). However, HF—HF rats failed to show a
preference for the platform zone (p=0.25), suggesting a
spatial memory deficit in this group. The visible platform
test was performed to assess the visual and motor acuity of
rats. The mean latency to reach the visible platform was

similar between groups (data not shown). Since HFD has
been suggested to exacerbate passive coping strategy in rats
(Abildgaard et al., 2011), memory impairments in the water
maze could be due to emotional disturbances, in HF—HF
rats. Therefore, we controlled for immobility in the forced
swim test (see Supplementary Information for methods).
The immobility score in the forced swim test was similar
across groups (C—C: 12.2+1.4, HF—C: 13.5+ 1.6, HF—HF:
12.8+1.4).

3.3. Effect of HFD with an unbalanced n-6/n-3
ratio on metabolism and corticosterone levels after
restraint stress in adult offspring

Perinatal HFD exposure had no impact on the daily food
intake in adulthood, in contrast HF—HF rats showed
higher food consumption (in kcal, C—C: 89.7 +1.6; HF—C:
93.843.3 and HF—HF: 108.8:‘:2.5; ANOVA F(1,28)=12.99,
p<0.001, HF—HF vs. other groups, p<0.001). In adulthood
(Table 2), despite the lack of change in body weight, HF—C
offspring had higher cholesterol (p=0.007) and leptin lev-
els (p=0.02) compared to C—C offspring. As expected,
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Table 2 Body weight, plasma glucose, insulin, triglyceride, cholesterol, leptin levels and area under the curve (AUC) of plasma
corticosterone in response to restraint stress in adult rats fed a control diet (C—C), a high-fat diet restricted to the perinatal

period (HF—C) or a high-fat diet from conception to adulthood (HF—HF).?

c-C HF—C HF—HF
Body weight (g) 476 + 8.8 488 + 6.6 536 + 13.2%*
Glucose (g/L) 1.0 £+ 0.04 1.0 £ 0.04 1.1 £ 0.04
Insulin (ng/mL) 1.6 + 0.26 2.0 +£0.30 2.4 +0.36
Triglycerides (g/L) 1.2 +£0.18 1.4+ 0.10 1.6 + 0.13
Cholesterol (g/L) 0.6 + 0.04 0.8 £+ 0.04* 0.8 £+ 0.03*
Leptin (ng/mL) 3.0 + 0.50 6.5 + 0.91* 10.5 + 1.38%%

Corticosterone (AUC) 3732.1 +445.4

3758.4 £ 404.6 3051.8 + 299.4

2 Data represent means=+SEM. n=9—12 per group. One-way ANOVA, body weight, F(;33)=10.14, p<0.001, glucose, F7)=0.69,
p=0.51; insulin, F2,27)=1.66, p=0.21; triglycerides, F 26)=1.85, p=0.18; cholesterol, F(3 7)=5.38, p=0.01 and leptin, F; ,7)=14.20,

p<0.001; corticosterone, F(33)=2.59, p=0.09.
At least *p<0.05 vs. C—C; #p<0.05 vs. HF—C.

HF—HF offspring displayed higher body weight and plasma
leptin levels compared to C—C (respectively, p=0.008 and
p<0.001) and HF—C offspring (respectively, p=0.02 and
p=0.009). They also exhibited plasma cholesterol levels
that were significantly higher than those of C—C rat off-
spring (p=0.01), but not significantly different those of
HF—C offspring. 12 h fast plasma glucose, insulin and triglyc-
eride levels did not differ between groups. Although the
area under the curve (AUC) for the corticosterone in
response to restraint stress was not significantly different
among the 3 groups (p=0.09), HF—HF showed a significant
blunted response to stress in comparison to the C—C group
(t(zz) :2.24, p=003)

3.4. Impact of HFD with an unbalanced n-6/n-3
ratio on hippocampus in adult offspring

3.4.1. Fatty acid composition of
phosphatidylethanolamine

HF—C rats showed a global reduction in hippocampal PUFAS
content as compared to C—C (p=0.02) and HF—HF (p=0.02)
rats. This decrease was mainly attributable to a decrease in
arachidonic acid (20:4 n-6) (p=0.01 vs. C—C, and p=0.02
vs. HF—HF). In contrast, HF—HF rats exhibited increased
hippocampal n-6 PUFAs (p<0.001) and reduced n-3 PUFAs
(respectively, p<0.001 and p=0.003) as compared to C—C
and HF—C rats (Table 3). The gain in n-6 PUFAs was due

Table 3  Fatty acid (FA) composition of phosphatidylethanolamine in the hippocampus of adult rats fed a control diet (C—C), a
high-fat diet restricted to the perinatal period (HF—C) or a high-fat diet from conception to adulthood (HF—HF).?
€ HF—C HF—HF

Saturated FAs 20.7 £ 0.5 22.3 £ 0.8 21.3 £ 0.8
Monounsaturated FAs 11.7 £ 0.6 12.4 + 0.6 11.2 £ 0.7
Polyunsaturated FAs 46.3 + 1.0 43.1 + 1.0* 46.2 + 0.7
n-6 PUFAs 22.9 + 0.7 20.8 + 0.5* 26.8 + 0.4*
C20:4 n-6 15.6 + 0.7 13.5 £ 0.5* 15.4 +£ 0.4
C22:4 n-6 5.8 £0.3 5.5 + 0.1 5.6 +£ 0.1
C22:5 n-6 1.0 £ 0.1 1.3 £ 0.1 5.3 +£0.2*
Other n-6 PUFAs 0.5+ 0.0 0.5+ 0.0 0.5 + 0.1
n-3 PUFAs 23.0 +£ 0.3 21.6 £ 0.6 19.1 £ 0.5*
C22:5n-3 0.2 +0.0 0.2 + 0.1 0.1 £+ 0.0*
C22:6 n-3 22.7 + 0.4 21.3 + 0.6 18.8 + 0.4*
Other n-3 PUFAs 0.1 £0.0 0.1 £ 0.0 0.2 + 0.1
Other PUFAs 0.4+ 0.0 0.7 + 0.1* 0.3 + 0.1
DMA 21.3 + 0.4 22.2 + 0.4 21.3 +£0.3
n-6/n-3 PUFA ratio 1.0 £ 0.0 1.0 £ 0.0 1.4 + 0.0*

a Fatty acid composition is expressed as percentage of total fatty acids, mean =+ SEM (n=5—6 per group). FAs: fatty acids; PUFAs: polyun-
saturated fatty acids; DMA: dimethylacetal. One-way ANOVA, saturated FAs, F(; 14)=1.28, p=0.31; monounsaturated FAs, F 14)=0.93,
p=0.42; polyunsaturated FAs, F; 14)=4.50, p=0.03; n-6 PUFAs, F(3 14)=30.98, p<0.001; C20:4 n-6, F3,14)=5.36, p=0.01; C22:4 n-6,
F(2,14=1.10, p=0.36; C22:5 n-6, F(3 14)=294.23, p<0.001; other n-6 PUFAs, F; 14)=0.28, p=0.76; n-3 PUFAs, F(; 14,=15.08, p<0.001;
C22:5n-3, F(2,14)=12.04, p<0.001; C22:6 n-3, F(3 14)=14.86, p<0.001; other n-3 PUFAs, F; 14)=0.88, p=0.44; other PUFAs, F 14,=5.70,
p=0.01; DMA, F3 14y=2.51, p=0.12; n-6/n-3 PUFA ratio, F(; 14)=86.41, p<0.001.

At least *p<0.05 vs. all other groups; #p<0.05 vs. HF—C.
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Figure 2 Impact of HFD with an unbalanced n-6/n-3 ratio on hippocampus. Representative coronal section showing immunolabeling
for doublecortin (Dcx) in the granular zone of the dentate gyrus, scale bar=100 wum (A) and quantification of the number of Dcx-
positive cells in the different groups, expressed as the number of cells per mm? (n=11-12 per group) (B), image of hippocampal
section acquired with a confocal microscope using a 63 x oil-immersion lens with 3.10x zoom, showing immunofluorescent GFAP-
positive cells, scale bar: 20 um (C), representative astrocyte isolated with the crop 3D function after being normalized with a
Gaussian filter to remove background noise, scale bar: 50 um (D), representation of the same isolated astrocyte reconstructed
with the ‘‘filament tracer program’’ (Matlab algorithm) (E), means of morphometric parameters of astrocytes in the hippocampal
CA1 region. Values with different subscripts within the same row are significantly different (at least p<0.05) (n=5—6 per group)
(F—H) and heat map obtained after performing the gene set analysis included in the BRB-Array Tools package (developed by Richard
Simon and the BRB-Array Tools Development Team). Each row represents a single gene (n=3 per group). Dcx, doublecortin; InsR,
insulin receptor; Atp5j, ATP synthase; Syp, synaptophysin; Cd200, cluster of differentiation 200; Ldhb, lactate dehydrogenase;
Dnmt1, DNA methyltransferase; Slc2a3, glucose transporter 3; Syt4, Synaptotagmin 4 (I) While neurogenesis was unaffected by
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to a sharp increase in docosapentaenoic acid (22:5 n-6)
(p<0.001), while the decline in n-3 PUFAs was attributable
to a decrease in docosahexaenoic acid (22:6 n-3) (p<0.001
vs. C—C and p=0.003 vs. HF—C). These changes led to a sig-
nificantly increased n-6/n-3 PUFAS ratio only in HF—HF rats
(p<0.001).

3.4.2. Neurogenesis

Perinatal HFD did not have any impact on the total number of
immature neurons in the hippocampus of adult rats. Indeed,
the number of Dcx-positive cells was similar between C—C
and HF—C rats (Fig. 2B). However, adult HF—HF rats exhib-
ited decreased neurogenesis compared to both C—C and
HF—C rats (p<0.05).

3.4.3. Morphology of astrocytes

A morphometric analysis of astrocytes in the CA3 and DG
regions of the hippocampus did not reveal any effect of peri-
natal or lifelong exposure to HFD (data not shown). However,
perinatal HFD was associated with modifications in astrocyte
morphology in the CA1 region (Fig. 2F—H). Indeed, HF—C rats
had a more numerous and longer astrocytic processes than
C—C (both, p=0.02) and HF—HF rats (respectively, p=0.03
and p=0.07). No difference was observed between C—C and
HF—HF rats.

3.4.4. Gene expression

Among the 92 genes studied (Supplementary Table S3), the
expression of 9 genes was significantly different between
groups (at least, p<0.01). The changes in expression of
these genes were specific to the hippocampus, as they were
not observed in the prefrontal cortex or hypothalamus (data
not shown). As shown in Fig. 21, HF—HF and HF—C rats exhib-
ited a reduction in mRNA levels for doublecortin (Dcx), the
insulin receptor (InsR), cluster of differentiation 200 (Cd200)
and glucose transporter3 (Slc2a3). In addition, the following
genes were specifically downregulated in HF—HF compared
to HF—C and C—C rats: genes involved in vesicle exocyto-
sis, such as synaptotagmin 4 (Syt4) and synaptophysin (Syp),
in cellular energy processes, such as ATP-synthase-coupling
Factor 6 (Atp5j) and lactate dehydrogenase (Ldhb), and in
transcription regulation, such as DNA methyltransferase 1
(Dnmt1).

3.5. Effects of HFD with an unbalanced n-6/n-3
ratio starting at weaning on spatial memory in
adulthood

In order to further clarify the role of perinatal exposure
to HFD in the memory deficits observed in HF—HF rats,
we examined rats exposed to HFD only from weaning (i.e.

excluding high-fat exposure during the perinatal period)
(C—HF). There was no difference between the groups in
learning in the water maze task (Fig. 3A and B). Moreover,
C—C and C—HF rats crossed the target zone significantly
more than expected by chance during the probe test
(respectively p=0.004 and p=0.04) indicating preserved
spatial memory performance (Fig. 3C). However, C—HF rats
showed higher body weights (p <0.001) (Fig. 3D), increased
plasma leptin levels (p<0.001) (Fig. 3E) and a higher n-
6/n-3 PUFAS ratio in the hippocampus (p<0.001) (Fig. 3F)
compared to C—C rats.

4. Discussion

The concept of early nutritional programming highlights the
importance of maternal nutrition in the health of offspring
(Barker et al., 1993). However, the impact of maternal HFD,
independently of maternal obesity, on hippocampal function
in adult offspring has not been explored previously, and the
studies that have been carried out have only focused on the
effects of maternal consumption of HFDs enriched in ani-
mal fat. In the present study, we investigated the impact of
maternal consumption of HFD from vegetable oils with an
unbalanced n-6/n-3 PUFAS ratio on the hippocampal func-
tion of adult offspring. The period of exposure was not long
enough to lead to overweight in the dams, making it possible
to examine the effects of maternal diet per se.

Adult HF—C male offspring exhibited slight metabolic
alterations with increased plasma leptin and cholesterol
levels, but no change in body weight. We also found that
exposure to HFD with an unbalanced n-6/n-3 ratio only dur-
ing the perinatal period had a long-lasting impact on the
hippocampus, leading to changes in astrocyte morphology
and a decrease in the expression of genes such as Dcx,
InsR, Cd200 and Slc2a3. Surprisingly, HF—C did not have any
impact either on learning capacity or on memory perfor-
mance in the water maze task after a 48 h retention delay.
In contrast, rats exposed to maternal HFD and kept on this
diet up to adulthood (HF—HF rats) displayed spatial mem-
ory deficits. This observation complements previous findings
reporting that the offspring of obese dams’ exhibit learn-
ing impairments only when they are re-exposed to HFD in
adulthood (White et al., 2009). The hippocampus is one of
the scare neurogenic niches in the brain producing new neu-
rons throughout adulthood (Aimone et al., 2014). Even if the
exact physiological role of adult neurogenesis in the hip-
pocampus is still matter of debate (Zhao et al., 2008), it
is an important process of the hippocampal function that
has been proposed to participate to memory (Aimone et al.,
2014) and emotion (Sahay and Hen, 2007). In accordance
with other studies (Boitard et al., 2012; Lindqvist et al.,

perinatal high-fat diet, lifelong exposure to high-fat diet decreased the number of newborn neurons in the hippocampus (F,32) =3.21,
p=0.05; Fisher’s LSD post hoc, p=0.03 vs. C—C and HF—C). Perinatal high-fat diet increased the number of astrocytic processes compared
to C—Crats (F(2,14)=3.77, p=0.05, Fisher’s LSD post hoc, p=0.02) and tended to increase it compared to HF—HF rats (p=0.07). In addition,
total length of astrocytic processes was increased in HF—C compared to both C—C and HF—HF groups (F(2,14) =4.82, p=0.03; Fisher’s LSD
post hoc at least p<0.05 vs. C—C and HF—HF). Among 92 genes tested, the expression of these 9 genes was significantly different between
groups (at least p<0.01). HFD either throughout life or restricted to the perinatal period decreased the expression of genes involved in
plasticity, cellular metabolism and the regulation of gene expression in the hippocampus. *p <0.05 and #p=0.07. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Figure 3

Impact of HFD with an unbalanced n-6/n-3 ratio starting at weaning on spatial memory in the water maze task (A, B, C)

and metabolic profile (D, E) and n-6/n-3 PUFAs ratio in the hippocampus (F). C—HF rats exhibited higher body weight (t()=4.26,
p<0.001), higher leptin levels (£(16)=5.33, p<0.001) and an increased hippocampal n-6/n-3 PUFA ratio (t(10)=12.80, p<0.001). There

was a significant main session effect in escape latency (Fs,110) =

37.52, p<0.001) and distance traveled (F(s,110)=27.00, p<0.001)

but no difference between groups. C—C and HF—C rats crossed the target zone a significantly greater number of times than would
be expected by chance alone (C—C, t(12)=5.36, p=0.004 and C—HF, t(10)=5.53, p=0.04). *p<0.05, **p<0.001, **p<0.01.

2006; Park et al., 2010), we found that rats fed HFD through-
out life displayed a decreased number of newborn neurons
in the hippocampus in adulthood. These alterations could
participate to the detrimental effects of HFD on spatial
memory. Here, we also found that HF—C rats had more
and longer astrocytic processes in the CA1 area. However,
whether this change was a long-term effect of perinatal
high-fat exposure or a consequence of the switch to a control
diet with a balanced n-6/n-3 ratio remains to be deter-
mined. Accumulating evidence suggests that interactions
between astrocytes and neurons regulate synaptic activity
(Perea et al., 2009) and could play an important role in mem-
ory processes (Ben Achour and Pascual, 2012). Interestingly,

previous work demonstrates that dietary supplementation
with n-3 PUFAs reverses morphological changes in astro-
cytes induced by aging and restores memory performance
(Labrousse et al., 2012). Thus, the extension of astrocytic
processes may prevent memory dysfunctions in HF—C rats.

Rats fed HFD with an unbalanced n-6/n-3 ratio from the
first day of gestation to adulthood presented a higher n-
6/n-3 PUFAS ratio in the hippocampus than controls. n-6
and n-3 PUFAs are essential components of membrane phos-
pholipids, and their accretion is particularly high during the
perinatal period (Bazinet and Layé, 2014). Changes in mem-
brane fatty acid composition can modify membrane fluidity
and thus influence cell signaling (Bazinet and Layé, 2014).
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Using the TLDA technique, we observed several changes in
markers involved in either neurotransmitter release or neu-
ronal function. Both perinatal HFD alone and HFD exposure
from conception to adulthood affected Dcx, InsR, Cd200 and
Slc2a3 genes expression. Some of these genes are downreg-
ulated in the hippocampus of aged animals or in animal
models of Alzheimer disease (Ben Abdallah et al., 2010;
Pedros et al., 2014). However, despite alterations in sev-
eral key markers of neuronal function in the hippocampus,
HFD restricted to the perinatal period does not seem to
affect spatial memory in male adult offspring. However, we
cannot exclude that HF—C animals were impaired in oth-
ers memory tasks, or after a more challenging retention
delay (such as 96h instead of 48h) in the water maze.
It would also be of interest to examine spatial memory
performance at different points during the lifespan in this
group, as they could exhibit greater vulnerability to memory
deficits during aging. Life-long exposure to HFD specifically
altered the expression of some genes, such as that of DNA
methyltransferase 1 (Dnmt1), implicated in gene repression.
It has been demonstrated that the DNMTs play an impor-
tant role in synaptic function (Feng et al., 2010). Moreover,
we observed that perinatal HFD continued into adulthood
decreased the expression of synaptotagmin 4 and synapto-
physin, two major molecules involved in vesicle exocytosis.
Both synaptic vesicle proteins, which modulate synaptic
transmission, have been suggested to play a crucial role
in learning and memory processes (Ferguson et al., 2000;
Frick and Fernandez, 2003). Recent finding demonstrated
that chronic n-3 PUFAS supplementation is associated with
elevated synaptophysin expression and increased cell prolif-
eration in the hippocampus (Venna et al., 2009). However,
despite a downregulation of doublecortin gene expression,
immnohistochemistry analysis did not reveal any signif-
icant effect of perinatal HFD on neurogenesis. Further
studies should be performed in order to determine the
respective role of unbalanced n-6/n-3 ratio and high-fat
intake in the hippocampal alterations observed in HF—HF
rats.

In addition, life-long exposure to HFD induced an increase
in body weight and changes in plasma metabolic mark-
ers, including higher plasma levels of leptin. Metabolic
alterations could partly be responsible for the cognitive
impairments observed in HFD-fed animals (Greenwood and
Winocur, 2005; Stranahan et al., 2008). Here we did not
report alteration of glucose or insulin plasma levels in fasted
animals as reported by some studies with HFD (Buettner
et al., 2012). The lack of additional sucrose (7% in both
diets) or cholesterol in our HFD could contribute to this
effect. While exposure to maternal HFD alone did not have
any impact on body weight in adulthood, it led to higher
plasma leptin levels compared to control rats, as well as
to plasma cholesterol levels similar to those in HF—HF rats.
Thus, the memory deficits observed in HF—HF rats do not
seem to be strictly related to metabolic dysfunctions. In
order to better delineate the role of maternal exposure to
HFD, we conducted an additional study in which HFD expo-
sure started at weaning (i.e. excluding the perinatal period).
Rats fed HFD only after weaning exhibited an increased
hippocampal n-6/n-3 PUFAS ratio, and were overweight. Sur-
prisingly they did not show any memory impairments in the
water maze. Previous studies examining the impact of HFD in

mature rats report learning and memory impairments in spa-
tial tasks (for review see Kanoski and Davidson, 2011). This
discrepancy could be explained by the differences between
the HFD diets used. Here, animals were exposed to a mod-
erate fat diet with 39% from fat, rather than a HFD with
more than 55% from fat (Murray et al., 2009; Pathan et al.,
2008) or a HFD combined with simple carbohydrates as in
several studies (Boitard et al., 2012, 2014; Goldbart et al.,
2006; Molteni et al., 2002; Stranahan et al., 2008). Finally,
in most studies, the source of fat is usually lard and con-
tains cholesterol, which has detrimental effects on cognition
(Granholm et al., 2008). Since C—HF were not impaired in
the water maze, our results could suggest that the memory
deficits observed in HF—HF rats are due to the combi-
nation of perinatal and adult exposure to HFD, and that
perinatal exposure alone is necessary but not sufficient to
induce memory deficits. We speculated that the switch to
a control diet low in saturated fatty acids with an ade-
quate n-6/n-3 PUFAs ratio at weaning could in part underlie
the restoration of the hippocampal function in the HF—C
group.

In conclusion, we have shown here that independent of
maternal obesity, perinatal exposure to HFD with an unbal-
anced n-6/n-3 ratio affects genes expression and astrocyte
morphology in the hippocampus and can sensitize the brain
to alterations of hippocampus-dependent memory when this
HFD is maintained throughout life. These data provide evi-
dence that early nutrition can have long-lasting effects on
the hippocampus, especially when combined with unhealthy
eating habits later in life.
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Partie Il :

Impact du régime maternel hyperlipidique combiné au stress
précoce sur la réponse métabolique a des challenges

nutritionnels et la motivation alimentaire a I'dge adulte

Objectifs

Les données épidémiologiques montrent qu'une histoire d’adversité dans l'enfance
prédispose a l'obésité a 1'age adulte et peut aussi conduire a développer des
comportements alimentaires de type « addictifs ». L’environnement nutritionnel actuel
de nos sociétés subit de profonds changements avec une augmentation de la
consommation d’aliments riches en lipides et ceci également chez les femmes enceintes
et les jeunes enfants. L’étude des effets combinés de plusieurs facteurs périnataux reste

difficile a étudier chez I'’homme.

Le but de cette étude était d’examiner I'impact d’un stress précoce combiné a un
régime maternel hyperlipidique sur le comportement alimentaire et la

vulnérabilité métabolique a des challenges nutritionnels chez la descendance.

Matériel et méthodes

Des femelles Wistar ont été nourries avec un régime standard (12% de lipides,
3,9kcal/g) ou un régime hyperlipidique (39% de lipides, 4,9kcal/g) pendant la gestation
et la lactation. Entre le 2¢me et le 14¢me jour postnatal, les ratons ont été séparés de leur
mere, 3h par jour. La sensibilité a des challenges nutritionnels en fonction de I'histoire
précoce a été étudiée sur la descendance male. A I'dge de 35 jours, les animaux ont été
exposés a un régime hyperlipidique (45% de lipides, 7% de sucrose, 4,9kcal/g), afin
d’étudier l'impact de l'histoire précoce sur les modifications métaboliques (poids,
accumulation de tissus adipeux, hormones métaboliques) associées a un environnement

obésogene. Pendant les premiéres 5 semaines d’exposition au régime hyperlipidique, ce
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régime était proposé en libre choix avec un régime standard de laboratoire. Les animaux
ont ensuite été nourris exclusivement avec le régime hyperlipidique durant 3 semaines.
Sur un autre groupe d’animaux nourri avec un régime standard de laboratoire (10% de
lipides, 2,9kcal/g), nous avons étudié les variations de poids aprés une privation

alimentaire suivie d’'un période de ré-alimentation, et la motivation alimentaire.

La motivation pour de la nourriture a été examinée, a 'adolescence, en utilisant le
paradigme de l'allée droite et a 'dge adulte grace au conditionnement opérant en cage
en Skinner. Chez des rats agés de 55 jours, nous avons mesuré la latence pour atteindre
une récompense située au bout d'une allée droite, comme un indice de motivation
alimentaire. Nous avons examiné la motivation dans des conditions physiologiques
différentes (restriction alimentaire vs. ad libitum) et pour des récompenses ayant
différentes valeur de récompense (nourriture standard vs. palatable). Pour le
conditionnement opérant, nous avons entrainé les rats a appuyer sur un lever afin
d’obtenir une pastille de nourriture. Aprés cette phase d’apprentissage, nous avons
évalué la motivation de ces rats en utilisant une tache de ratio progressif 3, dans lequel
le rat doit faire, a chaque fois, 3 appuis en plus pour obtenir la récompense (1 appui
pour une pastille, puis 4 appuis, puis 7, 10, etc..). Cette tache permet de mesurer les
efforts que I'animal est prét a fournir pour obtenir la récompense. Ainsi, l'indice de
motivation est représenté par le dernier nombre d’appuis successifs pour obtenir une
pastille (« breakpoint »). Nous avons effectué cette tache chez des rats en restriction

alimentaire ou nourris ad libitum, et en utilisant 2 types de pastilles, des pastilles

« standard » et des pastilles palatables riches en sucres et en lipides.

Résultats

Un tableau regroupant les résultats de cette étude est présenté ci-dessous.
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Tableau 5 : Bilan des effets de la séparation maternelle et du régime maternel
hyperlipidique (HL) sur le phénotype métabolique et la motivation alimentaire

des descendants a I’age adulte obtenus dans la partie I.

Parameétres Séparation
maternelle

Poids au sevrage -

Régime
maternel HL

Séparation
maternelle +

régime maternel
HL

Poids a J35 -

Parametres Poids a I'age adulte -
métaboliques

Tissus adipeux 7

Leptine, insuline -

Cholestérol -

TG -

Glucose -

Tolérance au glucose -

CIN NN

Réponse au Perte de poids aprés 24h de
challenge jelin

privation-

NN

Reprise de poids apres
réalimentation réalimentation

NN N NN

Prise alimentaire pendant -
la réalimentation

Réponse a Prise de poids

N

un régime

= Tissus adipeux
obésogene

N

NN N

Insuline

Leptine, cholestérol, TG -

Motivation A L’ADOLESCENCE

alimentaire en restriction alimentaire ;|

(pour du standard)

sans restriction alimentaire
(palatable)

A L’AGE ADULTE
En restriction alimentaire -

(palatable)

Sans restriction alimentaire ;|
(palatable)
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« /» et « V» correspondant respectivement a une augmentation et une diminution du parameétre
donné par rapport au groupe témoin sous régime maternel standard et élevé en condition standard
de laboratoire. « - » indiquant une absence d’effet.

Discussion

Globalement nos résultats indiquent I'environnement précoce de stress ou
hyperlipidique a des effets a long terme sur le métabolisme et la motivation alimentaire.
Pour la plupart des parametres étudiés, nous n’avons pas observé d’effets additionnels
des 2 manipulations précoces. De plus les effets respectifs different, avec
majoritairement des effets métaboliques pour le régime périnatal hyperlipidique et des

effets comportementaux pour le stress précoce.

Le stress précoce n’a pas d’effet significatif sur le poids des rats nourris avec un régime
standard, mais potentialise la prise de poids et favorise le dépot de tissus adipeux, sous
régime palatable hyperlipidique. Par ailleurs, nous avons mis en évidence que les rats
exposés au stress précoce présentent une augmentation de la motivation alimentaire a
I'adolescence et a I'age adulte. Cette augmentation de la motivation alimentaire est, en
partie, liée a la palatabilité de la récompense. En effet, a 'age adulte, il n'y a aucun effet
du stress précoce sur la motivation quand la récompense n’est pas palatable (i.e pastilles
standard). Il semble donc que les rats ayant subi un stress précoce soient plus sensibles
aux propriétés hédoniques de la nourriture. De maniere intéressante, nous n’avons
observé aucun impact du stress précoce sur la consommation de régime hyperlipidique
dans la cage d’élevage au cours des 5 semaines d’exposition au régime hyperlipidique en
condition de choix. Au regard de ces résultats, il semble que le stress précoce n’affecte
pas la perception de la palatabilité des aliments, correspondant a la composante du
« liking », mais altere la composante du « wanting» des processus motivationnels

(Barbano et Cador, 2006; Berridge et al., 2009).

De plus, les rats exposés au stress précoce perdent plus de poids apres une privation
alimentaire et en reprennent plus pendant la période de réalimentation. Cette
augmentation du poids n’est pas associée a une prise alimentaire plus importante,
suggérant ainsi que les rats exposés au stress précoce présentent des perturbations dans
la régulation de la balance énergétique. L’étude des hormones métaboliques n’a pas
permis d’isoler un acteur potentiel pouvant expliquer cette prise de poids plus

importante chez les rats exposés au stress précoce. En effet, nous n’avons pas observé
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aucun impact du stress précoce sur les taux plasmatiques de leptine, de triglycérides ou
de cholestérol. En revanche, le stress précoce augmente les taux d’insuline, pouvant
suggérer une insulino-résistance. Bien qu'il existe des liens entre I'insulino-résistance et
I'accumulation de tissus adipeux (Frayn, 2001), celle-ci ne peut, a elle seule, expliquer
I'augmentation de tissus adipeux chez les rats exposés a la séparation maternelle. En
effet, les descendants stressés précocement issus de meres sous régime hyperlipidique,
bien qu'’ils aient une augmentation du tissu adipeux, ne présentent aucune modification
des taux d’insuline. Des études complémentaires seraient nécessaires pour déterminer
les processus sous tendant cette vulnérabilité métabolique des rats exposés au stress
précoce. Parmi les processus possibles, I'accumulation de tissus adipeux pourrait, par
exemple, s’expliquer par des altérations du métabolisme mitochondrial dans le tissu

adipeux (Miki et al.,, 2013).

En conclusion, nous proposons que les perturbations de régulation du poids combinée a
I'augmentation de la motivation pour des aliments palatables participent a la

potentialisation de la prise de poids sous régime palatable hyperlipidique.

Dans notre étude, I'exposition au régime hyperlipidique pendant la gestation et la

lactation n’entraine pas de surpoids chez la mere.

Bien que I'exposition a un régime maternel hyperlipidique n’ait eu aucune incidence sur
le poids, nous avons observé que les descendants adultes de meéres sous régime
hyperlipidique pendant la gestation et la lactation présentent une hypercholestérolémie,
une hyperglycémie et une intolérance au glucose par rapport a des descendants de
meres sous régime standard. De maniere intéressante, ces altérations métaboliques ne
sont plus visibles quand les animaux sont nourris avec un régime hyperlipidique a I'age
adulte. Certains travaux réalisés, chez la souris, montrent que le régime maternel
hyperlipidique peut potentialiser les altérations induites par une exposition a un régime
hyperlipidique en post sevrage (Kruse et al., 2013; Volpato et al., 2012). Cependant, une
autre étude montre que les descendants de meres sous régime hyperlipidique peuvent,
au contraire, étre protégés de la prise de poids sous régime obésogene a I'age adulte
(Couvreur et al., 2011). Les différences de résultats peuvent s’expliquer par des
différences dans les effets engendrés par I'exposition au régime hyperlipidique chez la

mere. En effet, la durée d’exposition ainsi que les types de régimes peuvent conduire a
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des altérations métaboliques seules ou a des altérations métaboliques associées a une
obésité chez la mere, qui pourraient participer aux effets métaboliques a long terme sur

la descendance (Shankar et al., 2008; White et al., 2009b).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que le régime maternel hyperlipidique
augmente la motivation pour de la nourriture palatable chez le rat adolescent.
Cependant, cet effet est spécifique de l'adolescence, puisque, a 1'age adulte, cette
augmentation de la motivation n’est plus observée. Ce résultat pourrait s’expliquer par
le fait que I'adolescence représente une période plus grande sensibilité aux stimulus

récompensant (Gladwin et al,, 2011).

En conclusion, le régime maternel entraine une augmentation des processus
motivationnels qui ne sont mis en évidence qu’au cours de périodes de vulnérabilité
comme l'adolescence. De plus, le régime maternel hyperlipidique, indépendamment de
I'obésité maternelle, semble pouvoir programmer des altérations métaboliques a long
terme chez la descendance, particulierement dans un environnement nutritionnel qui

tranche avec I'environnement nutritionnel précoce.

Conclusion

Ce travail a permis de mettre en évidence que le stress et/ou I'exposition a un régime
hyperlipidique pendant la période périnatale des effets a long terme sur le profile
métabolique et la motivation alimentaire. Le régime maternel hyperlipidique sans
obésité maternelle, a des effets sur le profil métabolique de la descendance. Par ailleurs,
le régime périnatal hyperlipidique combiné au stress précoce vulnérabilisent a la prise
de poids associée a la consommation d’un régime hyperlipidique palatable. De fagon
remarquable, le stress précoce, per se, augmente le tissus adipeux, entraine une plus
grande sensibilité aux variations pondérales induites par une privation alimentaire

aigue et exacerbe la motivation alimentaire.
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ABSTRACT

Environmental factors during the perinatal periad bave long lasting effects on later health.
For instance, nutritional environment and affecrerironment during childhood have been
proposed to play a critical role in the developmehtobesity and metabolic disorders in

adulthood. Animal studies have shown that earlgsstras well as maternal high-fat diet
exposure induce changes in feeding behavior arditeanetabolic alterations in adulthood.

However, the exact contribution of each factor #mel effect of their combination have not

yet been addressed. In this study, dams were tbdrea standard diet (12% kcal fat) or a
high-fat diet (39% kcal fat) throughout gestatiom dactation. Between postnatal day (PND)
2 and PND14, early stressed offspring underwendrébrmaternal separation (3h/day). We
studied the vulnerability to metabolic changesraitdritional challenges and food-motivated
behaviors in adults depending on the early histdrstress or/and maternal high-fat diet. We
showed that early stressed offspring lost signifiifamore weight after food deprivation and

gained more weight after a period of refeeding. Wfexl a high-fat diet, early stressed rats
exhibited enhanced body weight gain. In addititreytdisplayed higher motivated-behavior
for food in both late adolescence and adulthoodsgdihg born to dams fed a high-fat diet

showed enhanced motivation for palatable food dulate adolescence and higher levels of
cholesterol, triglycerides and glucose in adultho®itogether, our results demonstrated that
maternal high-fat diet has long term effects orsmfing metabolism and that experiencing
stress during early life induces long lasting @8eon motivated-behavior for food and

increases the vulnerability to metabolic dysfunwsiovhen exposed to obesogenic diet in
adulthood.

Keywords: early life stress, perinatal programming, feedwegavior, metabolism,
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INTRODUCTION

Over the past decades, obesity has become a wdddweialth challenge (Nguyen et El-Serag,
2010). Modern society are characterized by an easgss to palatable and calorie-dense
foods, which could partially contribute to the ieasing prevalence of obesity (Egecioglu et
al., 2011; Avena, 2011). Even if genetic factoesym major role, many studies emphasize the
critical role of environmental factors during eatife in the interindividual difference in
weight gain in adulthood (Spencer, 2013; Taylor Bodton, 2007; Levin, 2006).

The metabolic status of the mother (gestationabet&lobesity) as well as her nutritional
status during pregnancy and lactation have beenrelwidharacterized as important
determinants of the onset of metabolic dysfunctiang obesity in adulthood (McMillen and
Robinson, 2005; Plagemann et al., 1997; Whitake®42 Recent studies suggest a higher
prevalence of metabolic dysfunctions and obesitywa#l as risks of food addiction in
adulthood in subjects exposed to childhood adwersitch as parental neglect or sexual abuse
(D'Argenio et al., 2009; Gunstad et al., 2006; Masbal., 2013). Despite a marked change of
the dietary habits in the modern societies, thearhpf perinatal fat exposure combined with
early adversity is currently unknown. However, pdak stress during childhood is often
associated with unhealthy eating habits (Parks.e2@12). Experimental data on the impact
of early life stress on metabolic and feeding bedaare limited. In rodents, it has been
demonstrated that female exposed to maternal deparare more prone to eat high
carbohydrates palatable foods (Mcintosh et al.,9)19Maternal separation has also been
associated with hyperphagia, as well as exaggetaddg weight variations in response to
repeated cycles of fasting and refeeding (Ryud.e2@08). More recently, it has been shown
that maternal separation enhances the insulininthéced by exposure to an obesogenic diet
in adulthood in female rats (Paternain et al., 201oreover, n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) deficiency worsens the metabolicrafiens induced by early stress in rats,
suggesting that early stress may interact withithutal factors (Bernardi et al.,, 2013).
However, the impact of high-fat diet during the ipatal period combined with early on
metabolic profile and feeding behavior has not beqiored.

Animal models have demonstrated that maternal fagkliet modifies offspring metabolism
and feeding behavior in adulthood. Indeed, offgphiorn to dams fed a high-fat diet exhibit
increased body weight and visceral adipose tissuaulthood (Howie et al., 2009; Kirk et
al., 2009; Volpato et al., 2012). It has also bekawn that early exposure to high-fat diet
increases food intake (Kirk et al., 2009; Walkerakt 2008) and enhances the preference
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(Bayol et al., 2007; Bayol et al., 2005; Carlinadt, 2013a; Ong and Muhlhausler, 2011;
Vucetic and Reyes, 2010) or the motivation for {zddee food later in life (Naef et al., 2011).

However, these studies do not dissociate the régpaole of maternal obesity and maternal
high-fat dietper se and use high-fat diets containing lipids fromnaal sources. However,
over the past decades, the consumption of fat toimal sources has decreased while there
IS an increasing consumption of oils rich in sakeddatty acids and n-6 PUFAs (Blasbalg et
al., 2011). These dietary patterns have led tordralanced n-6/n-3PUFAs intake (Patterson
et al., 2012). The impact of these nutritional dem on metabolic profile and feeding

behavior in offspring remains poorly explored.

The present study was designed to examine the ingpataternal separation and/or exposure
to maternal western diet during the perinatal gerom metabolic vulnerability and food-
motivated behavior in adulthood. First, we studieelimpact of these early manipulations on
body weight regulation after a cycle of fasting aeteeding and in response to a palatable
high-fat diet exposure in adulthood. Second, weuatad motivation for food, especially

palatable food in adolescent male rats and in sdult

METHODS

All the experiments were conducted according toRrench (Directive 87/148, Ministere de
I'Agriculture et de la Péche) and European Direzt{2010/63/EU, 2010 September™p2
legislations. The procedures followed in the stwdgre approved, by Région Aquitaine
Veterinary Services (Direction Départementale d®idatection des Animaux, approval ID:
A33-063-920). Every effort was made to minimizefetihg and the number of animals used.
Animals were maintained in a 12-h light/12-h dankcle (lights on at 08:00 h) in a
temperature-controlled room (22°C) with free acdeswater andad libitum access to food
except during motivation assessments. All behalesasessments were conducted during the

light-phase.

Breeding. Fifty six nulliparous female Wistar and twenty dighale Wistar rats (11weeks
old) were purchased from Janvier (Le Genest, Ssief- France). After ten days of
habituation, two female were placed into a maleigecfor one week for breeding. Then,
pregnant dams were single housed throughout gastatid lactation. The day of delivery
was designated postnatal day (PND) 0. At PND terstwere weighted and culled to 10-12
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pups, with an equal sex distribution. Litters wattnumber of pups below 6 or above 16 were

excluded from the study.

Maternal diets. Female rats were weight-matched and assigned twlasté diet (SD) or
high-fat diet (HFD). The high-fat diet (4.7kcal/@9% of energy from fat, 46% of
carbohydrates, 15% of proteins) was modeled dfemtestern diet, with an important part of
lipids coming from vegetal sources (mainly fromrpalil) with the n-6/n-3 PUFA ratio of 39.
The standard diet (3.9 kcal/g, 12% of energy fram 70 % of energy from carbohydrates,
18% of energy from proteins) contained the recondedrratio of 5. The diets were prepared
by INRA (UPAE, Jouy en Josas, France). Diet expostarted at mating and was maintained
until pups’ weaning at PND21.

Early stress procedure.From PND2 and PND14, early stressed pups werg daparated
from the dams for 180min. They were individuallyagéd into plastic cups in an adjacent
room kept at 32°C +2. Control pups were left undiseéd until PND21.

Experiment 1: Impact of early stress and maternal fgh-fat diet on behavioral and

metabolic responses to nutritional challenges

Post weaning diets At PND36, male offspring was placed on eitherolabory chow diet
(Safe, France) (n=40) or a palatable high-fat (2df4at, 24% of proteins and 46% of
carbohydrate witl20% from sucroseD12451, Research diet, Brogaarden, Denmark) (n=39
for a duration of 8weeks. In order to mimic humantireg patterns, rats were given a free
choice of a high-fat diet and a standard chow m ltbme cage. To control the impact of
interindividual differences fat preference on badgight growth, rats were then switched to
no-choice high-fat diet for the last 3weeks of esqpre. Body weight and food intake were

weekly monitored during all the experiment.

Body weight changes and food intake after fastingafeeding.At PND50, rats fed a chow
diet were fasted for 18 hours and then refed byh@dr. Body weight changes after the
starvation and refeeding periods were calculatédod intake was measured one, two, three
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and 24 hours post refeeding. Food efficiency wasnased as the ratio of weight gain to the

amount of energy consumed during the 24hr-refeepknpd.

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test (IGTT).IGTT was performed in all rats (n=79)
after 6 weeks of exposure to either chow or highdfat. After 18hr fasting, rats were given
an intraperitoneal injection of 20% glucose solut{@OmL/kg). Blood was collected by tail
vein laceration and blood glucose levels were adrprior the injection and 30, 60 and
180min post injection using Accu-Chek glucometerog¢ke Diagnostics, Mannheim,

Germany).

Sacrifice and tissue collection. After being deeply anesthetized with Pentobarbital
(50mg/kg), rats were rapidly decapitated. Blood walected in EDTA containing tubes,
centrifuged at 4 °C, and plasma was then frozen8at °C, until hormones measurements.

Perigonadal adipose tissue was carefully dissetddveighted.

Plasma metabolic hormones measuremeriteptin and insulin levels were measured using a
Multiplex MAP Magnetic Bead-based immunoassay Kh&llipore Corp, Billerica, MA)
according to the manufacturer instructions. Triglydes and cholesterol levels were assessed
using colorimetric and enzymatic methods with comuiag kits (Biomerieux, Marcy-I'Etoile,

France).

Experiment 2: Impact of early stress and maternal fgh-fat diet on food-motivated

behavior in adolescent and adult rats

At PND55, rats fed a chow diet underwent behavigeskting in the runaway paradigm
(Barbano and Cador, 2005). The runaway apparatosisted of a straight plastic alley
(180cm long x 14cm wide x 30cm high) with a stastmpartment and goal compartment
(19x14x30cm) attached on both ends. A sliding demarated the starting compartment from
the alley. Chow pellets as food reward were planegthe far end goal compartment. Before
the beginning of the experiment, rats were foodAdded for 24hrs. To habituate rats to the
apparatus, they were placed into the goal compaittecantaining chow pellets for 1min and

were then allowed to freely explore for 5min. Dgrinaining, rats were submitted to 5 trials
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per day for 6 days. After reaching the rewards raere maintained for 15sec into the goal
box before starting the next trial. On tHR day of training, the mean latency to reach thd goa
box over the 5 trials was measured by an autorwateotracking system (Viewpoint, Lyon,
France). A restricted feeding protocol (15g ofdfmay) was applied throughout the 5 days of
training and on thetesting day. To explore the motivation for pabgafood, rats were
then switched toad libitum feeding and mean latency to reach the reward (Qjoges,
Kellog's©) over 5 trials was measured. In orderatmid neophobia, rats were exposed to

chocopops in their homecage the day before testing.

At 8 months, another subset of rats was used ttu&eamotivation for palatable food in
operant cages. In this experiment, animals were-teprived on the first 24hrs and then
submitted to food restriction (85% of body weighiiyoughout the experiment. For the
habituation to the apparatus, rats were placedthooperant chambers (Imetronic, Pessac,
France) with no lever for 15min with 10 food pedlén the magazine. On the second day, rats
received magazine training for 30min. The two tevevere presented, and pellets were
dispensed into the magazine on fixed time intelf&hin), and a new food pellet was
distributed only when the previous one had beeswmed. Rats were then trained on a Fixed
Ratio 1(FR-1) schedule, in which one active levegsp resulted in delivery of one pellet
(5TUM, 54.1% carbohydrate with 3.1 % of sucros&%®8.of fat, 19.9% protein, 3.30kcal/g,
TestDiet Purified Rodent Tablet, Richmond, USA)tRanderwent daily 30min-FR-1 session
until they reach the criteria of 75 pellets obtdin€hen, the schedule changed to a 30min-FR-
5 in which rats earned one pellet after 5 actiweelepresses. When all rats acquired the
criteria of 75 rewards in the FR-5 schedule, th&yemun on a Progressive Ratio 3 (PR-3)
(increment by three active lever presses at eacharte earned). This schedule of
reinforcement was used to assess motivation foalatable reward (high-sucrose pellets,
5TUL: 57.5% carbohydrate with 46.6% of sucrose%®.fat, 17.7% protein, 3.44 kcallg,
TestDiet Purified Rodent Tablet, Richmond, USA). gievent neophobia during the task,
animals were given few of these palatable pelletthe home cage the day before testing.
Breakpoint was defined as the maximum of conseeugver presses to earn a single pellet
during the whole session of 90min or the last coutsee lever presses achieved before the
cut-off of 15min if the animal stopped pressingtfRanderwent one session of PR-3 under

food restriction and were then switchedatblibitumfeeding for another PR-3session.
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Statistical analysis

Normality was assessed using Shapiro-Wilk test. taDaere analyzed using two-way
ANOVAs, in which maternal diet and early stresseef§ were tested. When interactions
between the two factors were found, the post-hebdfis LSD test was used to compare the

differences between the groups. Statistical sigaiifce was set at p<0.05
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RESULTS
Dams and pups’ body weights

At the end of the gestation, dams’ body weight i differ [{15 =0.96, p>0.05]. However,
at postpartum dayl, we observed that high fat-fachd displayed a lower body weight
compared to standard-fed dams (respectively 3534864 vs. 329.9 + 3.4g9.4~ 4.08
p<0.001).

However, maternal HFD did not have any impact terlisize (SD: 12.5 £ 0.vsHFD: 13.0
+ 0.5) and did not alter pups’ body weight at bijittFD: 6.8g + 0.20 and SD: 7.0g * 0.15,
p>0.05]. At weaning (PND21), maternal HFD exposwee to a transient decrease in pups
body weight [k 4474.97, p=0.03], which did not persist. Indeed, at PND36@sfing of
dams fed a HFD exhibited an increased body weightpared to offspring of dams fed a SD

[F1.71=8.07,p=0.006].This result suggests a compensatory cgicrowth between PND21
and PND36. There was no effect of early stressamly bveight either at PND21 or PND36
[p>0.05, data not shown].

Food intake and body weight in chow and high fat-feé offspring

Growth curve of chow diet-fed offspring is shownFigure 1A. Despite a trend toward an
increased body weight in early stressed rats, tinae no significant difference between
groups [early stress,ifz6=3.28,p=0.08; maternal diep>0.05 and early stress x maternal
diet, p>0.05].

Figure 1B shows body weight evolution over the 8 weeks giosxire to HFD. There is a
main effect of diet, with an overall increase ofipaveight when animals are fed with high
fat [Fq,71)=79.76,p<0.001]. Overall, when early stressed offspring hadess to a palatable
HFD, they showed an enhanced body weight compar@dritrols[k 357=5.46,p<0.05]. An
additional analysis was conducted in order to eranbody weight growth depending on
maternal diet. This analysis revealed that whildyestiress did not have any significant effect
in offspring of standard-fed dams{k= 0.28,p>0.05], it increased it in offspring of high
fat-fed dams [fr 18~ 9.85,p=0.006].

Moreover, all groups presented similar daily fonthke Figure 1C, early stress, (E3s=1.20,
p>0.05; maternal diet, F36=0.06, p>0.05 and early stress x maternal dieg, 3§=1.00,
p>0.05]. As shown irFigure 1D, daily caloric intake was not different betweeougs in the
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choice condition [f 3572.76,p>0.05]. However, early stressed rats on no-choigle-fat diet

exhibited an increase in caloric intake [f5=6.47,p=0.01].
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Figure 1: Impact of early stress and/or maternal hjh-fat diet on body weight (in g) (A-B) and
food intake (in kcal) (C-D) in rats fed a chow diefleft panel) and in rats fed a high-fat diet (righ
panel). Data are expressed as mean +SEM. Body weightfe@od intake were not affected by
maternal diet or early stress in chow-fed ratshigh fat-fed animals, early stress did not have any
effect on body weight in offspring born to standéed dams, but potentiated body weight gain in
offspring born to high fat-fed dams. In the fresicle condition, all groups presented similar food
intake. However, in the no choice condition, eastyess increased food intake.pk0.05 and
**p<0.01.

94



As shown inTable 1, early stress did not influence metabolic hormlawvels when animals
are fed with standard chow. However, offspring mfhhfat-fed dams showed higher fasting
blood glucose levels [F36=4.48, p<0.05] and a tendency toward an impaired glucose
tolerance in the iGTT as indicated by the increa&e€ [F 36 =3.92,p=0.06]. Leptin and
insulin levels were unchange@>0.05]. However, there was significant higher chktgeol
[F1,.3475.65,p<0.05] and a trend toward elevation of triglycerideels [k1,347~3.59,p=0.07]

in offspring born to high fat-fed dams. Despite significant change in body weight in
animals fed a standard chow, early stressed rdibited greater adipose tissue depots [
Fa.3675.05,p<0.05].

Table 2 shows metabolic parameters in rats fed a highli&dtin adulthood. When compared
to animals fed with chow diet, rats exposed topgakatable HFD during 8 weeks exhibited a
significant decrease in basal glucose levels/{£6.53,p=0.01] but higher AUC in the iGTT
[F1,72767.37, p<0.001], leptin [k,64=29.75, p<0.001], insulin [k e6=5.46, p=0.02],
triglycerides [k1,67714.59, p<0.001] and adipose tissuen=86.44, p<0.001]. High-fat
exposure after weaning did not have any impact lasnpa cholesterol levels (fs7=0.02,
p>0.05]. When they were exposed to high fat didteaperimental groups showed similar
levels of fasting glucose, AUC in iGTT, leptin, ¢bsterol, and TG levelp$0.05]. However,
there was an interaction between early stress adrnal diet for insulin level [F32=16.34,
p<0.001]. Post-hoc analysis revealed that materik® khcreased insulin levels in the control
group, but has no effect in early stress groupcdntrast, in rats exposed to maternal SD,
early stressed offspring displayed significantlgher insulin levels [Fisher's LSD post hoc, at
least p<0.01]. In rats fed a HFD, early stress led to tmegerigonadal adipose tissue
compared to controlSTgable 2, F1,35=5.06,p<0.05].
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Table 1: Metabolic parameters in rats fed a chow dit after weaning

CHOW DIET

Maternal Maternal Statistics

AUC iniGTT 12445+229 1273.2+223 1194.7+458 1286.3+ 24.7 Maternal diet, p=0.06

Insulin (ng/mL) 3.1+05 3.3+05 3.1+05 2.9+03 n.s

Triglycerides (g/L) 16+0.1 18+0.1 15+0.1 1.6+0.1 Maternal diet, p=0.07

Body weight (g) 392+7.0 410+8.1 397 +10.4 409 +6.7 n.s

Data are expressed by mean = SEM. Values withrdiffiesubscript are significantly different, at ieap<0.05.
SD: Standard diet, HFD: High-Fat Diet, AUC: Areadén the Curve for glucose during the IGTT.

Table 2: Metabolic parameters in rats fed a palatale HFD after weaning

HIGH FAT DIET

Maternal Maternal
SD HFD SD HFD

Statistics

AUC in iGTT 14844 +48.8 15451 £59.1 1498.6 +52.2 1528.1 + 73.1 n.s

Insulin (ng/mL) 31+04°% 47 +0.6

48 +05 28+0.3°% Interaction, p<0.001

Triglycerides (g/L) 20+0.2 19+0.1 2202 20+0.2 n.s

Body weight (g) 460 +14.2 484 +18.1 450 +8.3 488 +11.1 Early stress, p<0.05

Data are expressed by mean = SEM. Values withréiftesubscript are significantly different, at leap<0.05.
SD: Standard diet, HFD: High-Fat Diet, AUC: Areadénthe Curve for glucose during the IGTT
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Response to a fasting-refeeding challenge

Chow-fed rats that underwent the 18hr-fast lostybaeight but a significant difference in
body weight loss was found between control andyestressed rats. The early stress group
lost significantly more weight during fasting asnmgmared to control groupF[gure 3A,
Fase= 7.21,p<0.01] and early stress animals gained signifigantore weight after re-
feeding Figure 3B, F1 36~ 13.06,p<0.001]. No significant difference in food intakarohg

the first 3hrs [Figure 3C, time effect: k,72=174.83,p<0.001; maternal diet and early stress,
p>0.05] or over the 24-hour refeeding period wamtbbetween groups$-igure 3D: early
stress, f,367=3.00,p=0.09; maternal diep>0.05]. Food efficiency calculation indicated that
rats submitted to stress early in life exhibitegheir food efficiency [data not shown,
Fa,36719.82,p<0.001].

Food-motivated behavior

Latency to reach a food reward was measured asdax iof food motivation in both food-
restricted and sated animals. In the food-restrctiondition, the reward was chow pellets
(Figure 4A). While maternal HFD did not have any effept0.05], early stress increased
motivation in food restricted-rats {fz6=6.00, p<0.05]. There was no interaction between
early stress and maternal digt(.05]. In the satiety condition, chocopops wereduas a
palatable rewardrigure 4B). When animals were sated, there was no maintejfenaternal
diet on food-motivated behaviop30.05]. However, there was a significant effecteafly
stress [k,3679.66, p<0.01] and an interaction between early stress amradernal diet
[F1.3673.83,p=0.05]. Fisher post hoc analysis revealed thatestent rats exposed to either
maternal HFD alone or early stress exhibited atehanean latency to reach the reward,
showing an increased motivated-behavior comparedntrol offspring (control-maternal SD

vs.all others, at leagt<0.05).
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Figure 3: Impact of early stress and/or maternal det on body weight variations after a
fasting/refeeding challenge.(A)Body weight loss over a 16hr-fasting period (@) body weight
gain over a 24hr-refeeding period (d7) cumulative food consumption over the first 3hrs of
refeeding (in kcal) andD) total food intake over the 24hr-refeeding periad Kcal). Data are
expressed as mean *SEM. Rats exposed to earlys stdsbited an exaggerated fasting-induced
weight loss and an increase in refeeding-inducaedhwegain. However, no significant change in food
intake was reported during neither the 3hrs nordter-refeeding period. HFD: high-fat diet and SD:
standard diet. *p<0.01 and ***p<0.001.
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Figure 4: Impact of early stress and/or maternal hgh-fat diet on food-motivated behavior of
adolescent rats in the straight alley paradigm. (A).atency (in sec) to reach the goal box containing
either chow pellets in food restriction condition @) palatable food in thed-libitum feeding
condition. Data are expressed as mean + SEM. Bafgsed animals displayed shorter latency to
reach the food reward in the food-restriction ctindi In the free-fed condition, offspring exposed
either maternal high fat-fed or early stress showeadenhanced motivation for palatable food
compared to controls. HFD: high-fat diet and SEndard diet. 1<0.05.
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In adulthood, motivation for palatable food wasleated using operant conditioning. During
the training phases, there was no significant cifiee between groups in active lever presses
in FR-1 and FR-5 schedules [data not shown, meaa séssions of FR1, maternal diet
Fa,3172.59, p>0.05; early stressg k1=1.15,p>0.05, early stress x maternal dieg, 4r=0.15,
p>0.05; mean of 4sessions of FR5, maternal diesF1.80, p>0.05; early stressy k17=0.71,
p>0.05, early stress x maternal dieg, 4r=0.79,p>0.05]. As shown irFigure 5A(left panel),
when animals were food-restricted, neither mateki@D nor early stress had significant
effect on motivation for palatable pellets. Indealllrats presented similar breakpoint during
the PR-3 schedule of reinforcement [maternal ei@tly stress and maternal diet x early stress
p>0.05]. However, early stressed rats made sigmfigamore visits to the empty food
magazine [maternal digh>0.05; early stress,#z1=7.95,p=0.008 and maternal diet x early

stressp>0.05;Figure 5A, right panel].

As shown inFigure 5B (left panel) ad libitum feeding induced a reduction of breakpoint,
revealing the effect of satiety. While no effectrofternal HFD was observed, rats that had
experienced stress in early life presented a hiditeekpoint compared to control rats
[maternal diet,p>0.05; early stress: #317=3.92, p=0.05 and maternal diet x early stress,
p>0.05]. The number of empty food magazine visits w0 greater in these early stressed
animals [early stress: fz1=7.71, p<0.01; Figure 5B, right panel] but no main effect of
maternal diet effect or interaction were found [emaal dietp>0.05 and maternal diet x early
stres9>0.05].
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Figure 5: Impact of early stress and/or maternal hgh-fat diet on food-motivated
behavior for palatable pellets of adult rats in opeant conditioning chambers. Breakpoint
(left panel) and number of visits to empty magaZght panel) during the PR-3 schedule of
reinforcement in adult rats under food-restricti@x) or ad-libitum feeding (B). Data are
expressed as mean = SEM. Neither maternal higldfet nor early stress influenced
motivation for chow pellets in food-restricted ratsowever, early stress increased visits to
empty food magazine. Adult rats exposed to stresky én life were more motivated for
palatable pellets irad libitum feeding condition and made more visits to emptgdfo
magazine.’<0.05 and **p<0.01.
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DISCUSSION

Early life can have long-term consequences on ffspring health. Recent studies highlight
that the origins of obesity and metabolic disordersadulthood can be traced back to
environmental factors during the perinatal periéshimal models suggest that maternal high-
fat feeding and early stress can program offspnragabolic phenotype and influence body
weight gain in adulthood, but the combination offblbad not been addressed. Therefore, the
present study aimed to determine whether materk&l €buld interact with a history of stress
early in life and modify metabolic responses toritiohal challenges and food-motivated

behavior.

According to previous studies (Carlin et al., 201Gauvreur et al., 2011; Ferezou-Viala et
al., 2007; King et al., 2014; Platt et al., 202 did not observe any change on offspring
body weight regarding to maternal diet. Howeveis tesult is not in line with others study
showing that offspring exposed to HFD during geéstatnd lactation display higher body
weight in adulthood (Naef et al., 2011; Tamashirale 2009; Volpato et al., 2012). These
discrepancies may be explained by the type ofuliet! or the duration of exposure. Despite
no change in body weight, maternal HFD induced bwia dysfunctions such as
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, hypgrghmia and glucose intolerance in adult
offspring. This suggests that maternal HFD, indejeatly of maternal obesity, has long-term
effects on offspring metabolic phenotype. It colle hypothesized that these metabolic
changes may be related to the susceptibility tbetes or cardiovascular diseases later in life
in offspring born to high fat-fed dams (Elahi et @009; Khan et al., 2004). The mechanisms
underlying these metabolic changes are still unkndwowever, it has recently been shown
that maternal HFD can modulate lipids homeostast glucose metabolism in offspring
(Zheng et al., 2014).

While early stress did not have any impact of badyght in chow-fed rats, rats exposed to
early stress were heavier when exposed to a HRIduthood. This increase in body weight
was not associated with neither an increase irl fotal intake nor higher consumption of
high-fat diet over the 5weeks of free choice. leadance with another study (Ryu et al.,
2008), we showed that early stressed offspring weoee vulnerable to a cycle fasting-
refeeding. Indeed, rats exposed to early stressedamore weight during the refeeding
period, despite no change in food intake. We detnates! that early stressed rats displayed
higher food efficiency indicating a reduced enesypenditure, which could explain their
enhanced weight gain during the refeeding periotl &dlso after high-fat exposure in
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adulthood. Moreover, recent data suggest that esirgss animals display alterations of
mitochondrial metabolism-related molecules in thiBpase tissue, which could facilitate
adipose tissue proliferation (Miki et al., 2013).

Maternal HFD potentiated the high fat-induced weighin in early stressed rats, suggesting
that the combination of high-fat and stress exposiuring early life sensitizes to weight gain
in an obesogenic environment. This enhanced bodghivgain in early stressed offspring of
HFD dams was associated with higher adipose tiss@arly stress rats but not associated
with modifications in plasma levels of metabolicdgraeters assessed. In contrast, we showed
that insulin levels were normalized by maternal HFDthe early stress group. Since no
change in body weight was observed in chow-fed, dietppears that high-fat diet exposure
after weaning triggers body weight dysregulationgarly stressed offspring born to high fat-
fed dams Early stressed offspring of standard sedddisplayed rapid weight gain when they
were switched to HFD without choice, which strergih the idea that early stress leads to an
overall increase in metabolic vulnerability to obgsnic environment. Further studies would
be necessary to understand the mechanisms by w#€hin adulthood interacts with the
early life to modify susceptibility to weight gaimterestingly, it has been demonstrated that
fat storage in rats subjected to HFD correlates Wabd-motivated behavior (la Fleur et al.,
2007).

Here, we report that adolescent rats that have bekjected to early stress exhibited higher
motivation for chow under food-restriction and arhanced motivation for palatable food in

ad libitum feeding condition. In addition, similarly to earktress, maternal HFD also

enhanced motivation for palatable food. This reuih line with previous studies showing

that offspring born to high fat-fed dams displayigher rewarding value of food and a greater
preference for palatable foods (Gugusheff et &132 Ong and Muhlhausler, 2011). During

adolescence, there are a high sensitivity to réfaard value to food (Friemel et al., 2010)
and a greater vulnerability to addictive-like beioas (Gladwin et al., 2011). In the present
study, the increase in motivation for palatabledfam maternal HFD offspring was observed
only during adolescence but not in adulthood, sstygg a transient effect of maternal high-
fat diet exposure.

Further, we studied food-motivated behavior in #thdd using operant conditioning
chambers. Unlike in adolescence, there was rextefff early stress on motivation for food
under food-restriction. However, undad libitum feeding, adult rats exposed to early stress

exhibited higher operant responses for palatalgk-fat/high-sucrose pellets, suggesting that
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early stress induces persistent enhanced motivairgpalatable food across the lifespan. The
hedonic properties ofgtatable food play an important role in the drieeeat even if the
metabolic needs are fulfille(Berthoud, 2011; Lutter and Nestler, 2009). Palatdbods
activate dopaminergic and opioid signaling pathwaitkin the mesolimbic system involved
in reward processing (Fulton, 2010). There is awgrg of evidence of distinction between
“liking” and “wanting” components of food rewardigffayson and Dalton, 2012). The higher
motivation for palatable food in early stressedsratas not associated with higher
consumption of high-fat diet in the choice conditieuggesting that “wanting “ rather than
“liking” component is affected by early stress. “Miag” in the absence of “liking” is thought
to be involved in drug addiction and there are kinties between palatable food and drug in
behavioral outcomes and brain activation (Avend,12Hone-Blanchet and Fecteau, 2014).
Therefore, the enhanced motivation in early stikssds is in line with their increased
vulnerability to drug addiction in adulthood (Mdiffest al., 2007). Here we found that early
stressed rats displayed a higher number of visigsripty food magazine. This “impulsive like
behavior”, often described as part of the behaligifact of drug of abuse (Perry and Carroll,
2008), strengthen the hypothesis of an “addictik@*l effect of palatable food in early

stressed animal.

CONCLUSION

Altogether, our results demonstrate that earlysstrexerts long-lasting effects on food-
motivated behavior and sensitizes to metabolic uhadfons later in life, especially when
animals are fed a palatable high-fat diet in adwdth Maternal HFD, independently of
maternal obesity, produces metabolic alterationadialthood but no change in body weight.
The early history of stress and maternal HFD seenmteract with diet in adulthood, to
increase the vulnerability to weight gain in an sdgenic environment. Our findings provides
new evidence of programming of feeding behavior mredabolic phenotype by early stress,
which are in line with epidemiological studies shwgv that the prevalence for eating
disorders and obesity is higher in individuals expeing adversity in childhood. Further
studies will be necessary to unravel the molecpithways underlying this programming

effect of early stress.
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SUPPLEMENTARY DATA
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Supplementary Figure 1: Impact of early stress anadr maternal high-fat diet on the
intraperitoneal glucose tolerance test.Time course of blood glucose level following
intraperitoneal injection of glucose (20%) in chéed offspring (upper panel) or high fat-fed
offspring (down panel). Overall post-weaning expesto high-fat increased glucose levels
(p<0.001) but there was no difference between goup
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Supplementary Figure 2: Impact of early stress anafr maternal high-fat diet on food
ingested in the free choice high-fat conditionMean amount of energy (kcal) coming from
chow or high-fat diet over the five weeks of expesto free choice high-fat diet in the
different groups. Offspring of high fat-fed damspmlayed a reduction in kcal ingested from
high-fat diet compared to offspring of standard-fieans p<0.05).
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Partie III :

Impact du régime maternel hyperlipidique sur les effets

déléteres a long terme du stress précoce

Objectifs

L’adversité pendant l'enfance est a un facteur de risques aux troubles
neuropsychiatriques, a I'age adulte. Nous assistons de nos jours a une augmentation de
la consommation de lipides. L'impact de ces changements de cet environnement
nutritionnel sur les effets de 'adversité précoce n’est pas connu. Cependant, des travaux
chez I'animal suggerent qu'un régime hyperlipidique a I'dge adulte peut atténuer les

altérations comportementales et endocrines induites par la séparation maternelle.

Le but de cette étude était de déterminer lI'impact d’'un régime maternel
hyperlipidique, pendant la période périnatale, sur les conséquences délétéres de
la séparation maternelle sur les comportements émotionnels, la sensibilité
viscérale et les capacités mnésiques. Par la suite, en vue de déterminer les
processus mis en jeu, nous avons examiné dans le cortex préfrontal pendant le
développement, les effets du régime maternel hyperlipidique sur I'expression de
genes (Rest4, Bdnf...) impliqués dans les effets a long terme de la séparation
maternelle. Enfin, nous avons évalué les effets de la consommation du régime

hyperlipidique sur le comportement des meres stressées.

Matériel et méthodes

Des femelles Wistar ont été nourries avec un régime standard (12% de lipides,
3,9kcal/g) ou un régime hyperlipidique (39% de lipides, 4,9kcal/g) pendant la gestation
et la lactation. Entre le 2¢me et le 14¢me jour apres la naissance, les ratons ont été séparés
de leur mere, 3h par jour. A J21, la descendance male a été sevrée et nourries avec le
régime standard pendant toute la durée de I'étude. Le comportement émotionnel a été

évalué en utilisant le test de 'aréne ouverte et le test d'interaction sociale. La mémoire
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spatiale a été évaluée grace a la tache du labyrinthe aquatique. A I'age de 8 mois, les rats
ont été exposés a un stress modéré et les taux de corticostérone plasmatique et
'activation c-fos dans le noyau paraventriculaire ont été mesurés. Chez ces mémes
groupes, la neurogénese hippocampique a été examinée par quantification du marquage
doublecortine. Dans une deuxiéme expérience, des ratons agés de 11 jours ont été
sacrifiés, avant la séparation, correspondant ainsi a une condition basale ou apres 3h de
séparation maternelle. Nous avons mesuré, dans le cortex préfrontal, 'expression de
différents genes clefs dans I'adaptation au stress (BDNF, MR, GR, CRH, etc...). Chez les
meres stressées, nous avons évalué le comportement maternel lors du premier jour de
séparation maternelle. De plus, nous avons mesuré la consommation alimentaire
journaliére ainsi que la prise de nourriture pendant les 3h de séparation, au cours des
semaines du protocole de séparation maternelle. A la fin des deux semaines de stress, le
comportement de type anxieux des meéres stressées a été évalué dans le test de la boite

noire et blanche.

Résultats: Les tableaux ci-dessous représentent les résultats obtenus de la
caractérisation comportementale et neuroendocrine des descendants adultes et

I'expression des génes chez les ratons pendant le développement.

Tous les sigles représentent les effets par rapport au groupe témoin, (i.e exposé au régime
maternel standard et élevé en condition standard de laboratoire). /7 et Vv correspondant
respectivement a une augmentation et une diminution du parametre donné par rapport au
groupe témoin (sous régime maternel standard et élevé en condition standard de

laboratoire). « - » indiquant une absence d’effet. (HL : hyperlipidique)
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Tableau 6: Impact du régime maternel hyperlipidique sur les effets a long terme

de la séparation maternelle chez les descendants a I’age adulte.

Parametres Séparation Régime Séparation

maternelle + régime maternelle + régime

maternel HL

maternel standard maternel HL
Comportements anxieux AN - -
Sensibilité viscérale A A A
Mémoire spatiale \ - -
Neurogénese hippocampique \ - -
CORT plasmatique (post stress) A A -
c-fos dans le PVN (post stress) \ \ -

Tableau 7: Génes significativement modulés par le régime maternel et/ou le
stress précoce

Parametres Séparation Régime Séparation

maternelle + régime maternel HL. maternelle + régime

maternel standard maternel HL

Récepteurs aux glucocorticoides (GR) - A A
Brain derived neurotrophic factor (Bdnf) \ \ -
Récepteur a la sérotonine 1A (5HT-r1A) \ - -
Corticotropin releasing hormone (Crh) A \J -
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Tableau 8: Génes significativement modulés par le régime maternel et/ou le
stress précoce apres les 3 heures de séparation maternelle au jour postnatal 11

Paramétres Séparation Séparation maternelle
maternelle + régime + régime maternel HL

maternel standard

RE-1 Silencing transcription factor (Rest) AN A
Rest4 AN N
Sous-unité NDMA 2b (Grin2b) N N
Sous-unité AMPA 2 (Gria2) - -
Adénylate cyclase 5 (Adcy5) A d
Cfallcium/ calmodulin-dependent protein A
kinase2 o (Camk2a)

Nerve growth factor (Ngf) A -
Récepteurs aux minéralocorticoides (MR) - -
Récepteurs aux glucocorticoides (GR) N -
Brain derived neurotrophic factor (Bdnf) A -
Récepteur a la sérotonine 1A (5HT-r1A) AN /
Corticotropin releasing hormone (Crh) - N\

Les fleches indiquent des effets par rapport au niveau d’expression basale avant la
séparation aigué de 3h. Le nombre de fleche indiquant le degré de variation, la
comparaison du nombre de fleches entre les ratons exposés au régime standard et ceux
exposés au régime HL montre les différences intergroupes en réponse au stress aigu de
séparation.

Discussion

La séparation maternelle entraine une augmentation des comportements de type
anxieux, des altérations de la mémoire spatiale, une hypersensibilité viscérale, ainsi que
des perturbations de la réponse neuroendocrine au stress. Ces résultats confortent les
données de la littérature. Des études antérieures rapportent une atténuation des
altérations comportementales et endocrines associées au stress précoce suite a la

consommation d’'une nourriture palatable en post-sevrage (Maniam et Morris, 2010b, c).
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Nous avons montré pour la premiere fois, que 'exposition a un régime hyperlipidique,
pendant la période périnatale, prévient des altérations a long terme induites par la

séparation maternelle.

En accord avec des travaux précédents (Hulshof et al., 2011; Mirescu et al., 2004), nous
observons une diminution de la neurogenése hippocampique, qui pourraient étre en
partie responsable des déficits comportementaux observés chez les rats exposés a la
séparation maternelle. En effet, la neurogénese hippocampique est impliquée dans la
mémoire spatiale (Dupret et al., 2008) dans les comportements de type anxieux (Revest

et al.,, 2009) et dans la régulation de 'axe corticotrope (Schloesser et al., 2009).

Afin d’examiner les processus potentiels mis en jeu dans cet effet protecteur du régime
maternel hyperlipidique, nous nous sommes intéressées a l'impact de la séparation
maternelle pendant le développement. Une étude récente a mis en évidence
I'importance d’'un facteur de transcription, Rest4, dans le cortex préfrontal (CPF)
pendant le développement, dans les effets a long terme de la séparation maternelle
(Uchida et al, 2010). Bien que nous n’ayons pas observé de modifications de
I'expression de Rest4 dans le CPF en condition basale, le stress chronique de séparation
maternelle diminue l'expression de certains de ses genes cibles comme le Bdnf, Crh et
5HT-r1A. De fagon intéressante, ces altérations sont contrecarrées par l'exposition au
régime maternel hyperlipidique. De plus, nous avons montré que le régime maternel
hyperlipidique atténue lI'induction de I’expression du récepteur a la sérotonine 1A et de
I'adénylate cyclase 5 induite par les 3 heures de séparation maternelles, qui résulte
probablement de l'atténuation de l'induction de l'expression de leur facteur de
transcription Rest et Rest4. De nombreux travaux suggerent l'importance de ces
marqueurs dans la vulnérabilité au stress et les comportements émotionnels (Autry and
Monteggia, 2012; Gross et al., 2002; Samaco et al.,, 2012). Ainsi, l'effet protecteur du
régime hyperlipidique sur les altérations neurodéveloppementales dans le cortex
préfrontal induites par la séparation maternelle pourrait expliquer I'absence de déficits

a long terme chez ces animaux.

La modulation de I'expression de ces marqueurs pourrait passer par des processus
épigénétiques, notamment via des modulations du comportement maternel (Weaver et
al., 2002). Dans notre étude, les meéres stressées sous régime maternel hyperlipidique

apportent plus de soin aux petits par rapport a des meres stressées sous régime
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standard. Par ailleurs, les meéres sous régime hyperlipidique augmentent leur prise
alimentaire pendant le stress de séparation maternelle. Cependant, la consommation
journaliére totale chez ces meres ne difféere pas en fonction du régime. Ce résultat est en
accord avec les données de la littérature rapportant une augmentation de nourriture
palatable induite par le stress (la Fleur et al., 2005; Pecoraro et al., 2004). A la fin des
deux semaines de séparation, les meres stressées sont moins anxieuses sous régime
hyperlipidique par rapport aux meres stressées sous régime standard. Ainsi,
I'augmentation de la consommation de nourriture palatable hyperlipidique pendant le
stress pourrait agir comme un processus de « self medication » comme décrit par Mary
Dallman dans la théorie de la « comfort food » (Dallman et al., 2003). Etant donné le lien
entre comportement maternel et comportement anxieux des meres (Curley et al., 2012),
I'augmentation du comportement maternel observé chez les meres sous régime
hyperlipidique pourrait également étre liée a la réduction de leur comportement

anxieux.

Conclusion

Nous avons montré que le régime maternel hyperlipidique protége contre les altérations
neurodéveloppementales et les perturbations a long terme induites par la séparation

maternelle.
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ABSTRACT

There are strong links between stress and nutrifoninstance, stress drives choices of food
rich in fat or sugar and consumption of palatabightiat food attenuates symptoms
associated with chronic stress in adults. Earlyeeslty in childhood is a major predisposing
factor for mood and anxiety disorders. However, ithiduence of the present occidental
dietary habits on early stress is unknown. Chramaternal separation (MS) in rodent mimics
several alterations induced by early life adverditgre, we tested the hypothesis that early
exposure to high-fat through maternal diet modities phenotype induced by MS. Dams
were fed either a standard (SD,12% of fat) or Hagh(HFD, 39% of fat) diets throughout
gestation and lactation. Pups were submitted to(Bh& per day) from postnatal day (PND) 2
to PND14. We report that MS results in higher atyxi&ke behavior and plasma
corticosterone levels post-stress, reduced soniaraction, spatial memory impairments,
decreased hippocampal neurogenesis and visceratdgysitivity in offspring of standard-fed
dams. However, offspring exposed to maternal haghefiet did not show any of these
deleterious effects of MS. In order to better ustierd the mechanisms underlying the
protective effects of maternal HFD, we examine iftgpact on genes expression in the
prefrontal cortex during development and materedldvior. Perinatal HFD abolishes several
alterations of genes expression (BDNF, 5HTr1A, RESEST4) reported in pups exposed to
maternal separation. Finally, we demonstrate tretemal HFD intake produces a reduction
of anxiety and enhances maternal care in stresaews.dBoth of these processes might

contribute to the protective effects of HFD in gatressed animals.

Key words: programming, early stress, gut, comfort food, ReBtdin-derived Neurotrophic

factor.
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INTRODUCTION

A large literature indicates close interrelatiorgween stress and nutrition (Dallman et al.,
2003; Torres and Nowson, 2007). In modern socieftgs and newborn are exposed to high
amount of fat through the maternal diet. Howeviee, tonsequences of this early nutritional
environment on brain function, especially on thénewability to stress is unknown. A large
body of evidence demonstrates that early life stiaschildhood has persistent effects into
adulthood and predisposes to neuropsychiatric dessy such as depression and anxiety
(Chapman et al., 2004; Heim and Nemeroff, 2001;nHet al., 2004). In addition, early
adversity is also recognized as a risk factor lier development of Irritable Bowel Syndrome
(IBS) (Bradford et al.,, 2012), a gastrointestinasodder associated with brain-gut axis
dysfunctions. In rodents, maternal separation heenbwidely used to study the negative
consequences of early adversity (O'Mahony et @112 Theodorou, 2013; Vetulani, 2013).
Prolonged daily separations of pups from their raptturing the early postnatal period, lead
to altered neuroendocrine response to stress gAiah, 2007; Francis et al., 2002; Huot et al.,
2004; Kalinichev et al., 2002) and exert wide-raiggbehavioral consequences in adulthood
including cognitive impairments, depressive-liked aanxiety-like behavior (Kosten et al.,
2012; Millstein and Holmes, 2007). Moreover, anisnaxposed to MS exhibit visceral
hypersensitivity and enhanced intestinal permedghildicating that maternal separation can
also be used as a model of IBS (Barreau et al;2R0sztoczy et al., 2003). The mechanisms
underlying the imprinting effects of MS in adulteesstill not fully elucidated. However, a
recent study reports that pups exposed to chroi@aekhibited changes in gene expression of
several key markers, involved in structural andcfiomal plasticity, within the prefrontal
cortex. The MS-induced REST4 upregulation in theCPfuring development has been
proposed to underlie the long lasting effects of MEemotional behavior (Uchida et al.,
2010). Cross fostering prevents HPA hyperactiviiguiced by MS, suggesting that maternal
care plays a role in some of the negative effe€tM® (Huot et al., 2004). Interestingly,
maternal exercise has been shown to counteract sbite deleterious effects of maternal
deprivation in adult offspring (Uysal et al., 20lihylicating that environmental intervention

on dams can modulate the long-term effects of M&fspring.

In adult animals, palatable high fat food attensi@eme effects associated with chronic stress
(Finger et al., 2011; Krolow et al., 2010; Maniandavorris, 2010a, b, c; Zeeni et al., 2013).

However, the impact of exposure to high-fat dietirty the perinatal period on the effects of

117



early stress has not been studied. This questiparigcularly important in the context of the
present nutritional environment, since the majootythe population, including childbearing
women and children, consumes an excess of fat iedyesaturated fatty acids (Cordain et al.,
2005; Kearney, 2010) without any idea of the impawt later cognitive and emotional
functions. Here we aim to determine whether exposu high-fat through the maternal diet
can modulate the long-term effects of maternal sgjmen. In light of the potential
mechanisms involved in the long lasting effectdv8, we further explored the impact of
maternal HFD on gene expression in the prefrontaleg of stressed pups as well as the

impact of high-fat consumption on anxiety and maébehavior in stressed dams.

METHODS

Animal and diets.

Fifty-six nulliparous female and twenty-eight maldistar (11-week-old) were purchased
from Janvier (Le Genest, Saint-Isle, France). Paagrfemales were assigned to either
standard diet (SD)(16.4 kJ/g, energy 12% fat, 18&tem and 70% carbohydrates) or high-
fat diet (HFD) (19.6 kJ/g, energy 39% fat, 15% pnmot and 46% carbohydrates)

(INRA,UPAE- Experimental feeds preparation Unit,uyen-Josas, France). Dams were
maintained under these diets from the first dagestation to postpartum day 21. At postnatal
day (PND) 1, litters were culled to 10-12 pups lgézr with the sex ratio maintained as close
to 1:1 as possibleOf the initial fifty-six dams, forty-eight littergvere randomly assigned to

either control or maternal separation (MS) grovds?ND21, 60 male pups (n=15 per group)
were weaned onto standard diet and housed in gafupsr per cages until the testing age. A
maximum of two pups per litter was used to previeom any ‘litter effects’. Timeline

depicting the experimental design is showigure 1.

All the experiments were conducted according toRfench (Directive 87/148, Ministére de
I'Agriculture et de la Péche) and European Dirext{(2010/63/EU, 2010 September 22th)
legislations. The procedures followed in the stwdgre approved, by Reégion Aquitaine
Veterinary Services (Direction Départementale d®idatection des Animaux, approval ID:
A33-063-920). Every effort was made to minimizefehg and the number of animals used.
Animals were maintained in a 12-h light/12-h darkcle (lights on at 08:00 h) in a

temperature-controlled room (22°C) with free acdedsod and water.
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Maternal separation (MS)

From PND2 to PND14, stressed pups underwent daalemal separation for 180min. Dams
were removed from the home cage and placed in acage with free access to food and
water. Pups were then individually separated aadgual in an adjacent room kept at 32°C £2.

Control pups remained with the dams until weaning.

Social interaction test

In adulthood, pairs of weight-matched rats unfamilto each other from the same
experimental group were placed together into a cage lined with bedding, under dim
lighting (30 Lux) and recorded by a video camera ¥I0min. Social behaviors were then
scored by an experimenter blind to the experimesdaditions using an ethological software
(The observer, Noldus Information Technology, Waggen, The Netherlands). Social
interaction was defined by the time spent interagtincluding sniffing, following, crawling

over or under and grooming.

Open Field test

The apparatus consisted in a 100x100 cm square ofadeod, with the center illuminated
(55 lux). Rats were placed in the corner of thenofield and were then traced using
videotracking (Bioseb,Vitrolles, France). Numbereotries, distance travelled and time spent
in the center (40x40cm) were recorded for 10min.

Spatial memory in the water maze

The apparatus consisted of a circular tank (150d@meter x 60 cm height) filled with

opaque water (22+ 2°C) with a hidden platform (1p@taced 3cm below the surface. Extra-
maze distal visual cues were placed in the testiogn and remained in a fixed position
throughout the experiment. Spatial learning coedisif four trials per day for six consecutive
days during which latency and distance travelledetxh the hidden platform were recorded
(Darnaudery et al., 2007). At each session, rate wkaced pseudo-randomly in one of four
starting location. Any rat that did not found tHatform after a maximum of 90s was gently
guided to it by the experimenter. After the lasgssen of training, animals were given 48h of
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retention time and were tested for reference mendoigng a 90s probe trial without the

platform. The swimming paths were videotracked ¢éBlm Vitrolles, France).
Visceral sensitivity

Colorectal distension (CRD) was performed as puesty described (Ait-Belgnaoui et al.,
2005). Briefly, each animal was lightly anesthadizeth isoflurane, and a latex balloon was
inserted into the colon, 1 cm from the anus. Thienals recovered for 10 min before CRD.
The balloon (2 mm diameter; 2 cm length) was prsgjuely inflated by steps of 0.4 ml, from
0 to 1.2 ml, each step of inflation lasting for 51m

Blood samples for corticosterone measurementét 8months of age, rats were exposed to
an acute aversive stimulation (open-field exposarel0 min). Blood samples were collected
from tail vein immediately after the stress expesand after 1hr of recovery in the home
cage. Tubes were then centrifuged and stored &C-86atil use. Total plasma corticosterone
level was measured by radioimmunoassay (RIA) (Ratleaal., 2010)

Brain tissue harvesting After the last blood withdrawal, rats (n=31) wereedly
anesthetized with Pentobarbital (50mg/kg). They ewdren intracardially perfused with
Phosphate Buffer Solution followed by 4% Parafoadellyde. After being removed, brains
were post-fixed in the same fixative for 24h, cmaipcted in 30% sucrose, snap frozen in
isopentane and stored at -80°C until use. Braiege then cut in 40um coronal sections

using a cryostat and stored in a cryoprotectanitieol until use.

C-fos immunohistochemistry. Immunostaining for c-Fos was used to measure mnalro
activation within the hypothalamic paraventricutarcleus (PVN) 1hour post stress exposure.
Free-floating sections containing PVN (-1.80 tol2Z2posterior to Bregma) (Paxinos et al.,
1985) were treated as previously described in (uakse et al., 2009)

C-fos counting analysis.C-fos immunoreactive (IR) cells were counted by tiical
fractionator method using a microscope (Olympus5BXequipped with an objective(x100),
a video camera (Nikon digital camera DMX 1200), andtereological software (Mercator,

ExploraNova, La Rochelle, France). The quantifaraibf c-fos-IR cells was carried out in
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two PVN sections by montaging counting frames (IB0x0150um) spaced between 50um
which covered all c-fos immunostaining in PVN secf. Results are expressed as c-fos-IR
cells in the total PVN.

Hippocampal neurogenesis

Hippocampal neurogenesis was assessed using DotbieODCX), a marker of immature
neurons. One-in-six of hippocampal sections (fraegma 2.30 to 5.20 mm) were treated for
doublecortin (DCX) immunoreactivity using a goatymtonal antibody (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA) and a biotinylatkmhkey anti-goat secondary antibody
(2:200, Amersham, Chicago, USA) as previously desedrin (Lemaire et al., 200&)dult
neurogenesis was evaluated in eight coronal sbfdsppocampus. For each rat (n=4 per
group), four matched-sections for dorsal (1.06206 mm) and ventral (-3.08 to -3.80 mm)
hippocampus were selected (Andrade et al., 2013 experimenter blind to the experimental
conditions manually counted DCX-IR cells within tpeanular cell layer (GCL). The number

of DCX-IR cells was then expressed per mmz2.

Lipids content in the milk

For milk collection, 8-day-old pups were separdtedn the dam and exposed to anaesthetic
ether. Milk was obtained from the stomach and tbected samples were cryo-frozen at
—80°C. Lipids were extracted from stomach contaording to the Folch procedure (Folch
et al., 1957). Fatty acid methyl esters (FAME) werepared from gastric contents following
the methods of Glass (Glass, 1971). FAME samplese wanalyzed by gas-liquid
chromatography using a fused silica capillary colui@P-Sil 88, 100 m x 0.25 mm id, 0.25
um film thickness, Varian, Les Ulis, France) opergtunder conditions described elsewhere
(Bretillon et al., 2007).

Prefrontal cortex tissue collection in pups.

At PND11, male pups were sacrificed either before8(10 per group) or after the 180min-
period of MS (n=8 per group). In the basal condit{®d0), controls and pups that have been
exposed to chronic MS were carefully removed fréva home cage, weighted and rapidly

sacrificed by decapitation. In the ‘stress conditifr 180), chronically separated pups were
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normally exposed an additional separation for 18Qrafter which they were decapitated.
Brains were removed and prefrontal cortex (PFCyatited out according to stereotaxic
coordinates (Paxinos et al., 1985), frozen on deyand stored at -80°C until gene expression

assessment.

Gene expression in the pups PECotal mRNA was extracted using a TRIzol extractkiin
(Invitrogen, Life technologies, Carlsbad, USA) acling to the manufacturer’s instructions.
The RNA concentration and purity were determined dsy ND-1000 spectophotometer
(Nanodrop Technologies,Wilmington, DE, USA). Onecrogram of RNA was reverse
transcribed to synthetize cDNA using Superscript (lhvitrogen, Life Technologies) as
previously described (Labrousse et al.,, 2012). $esnpere incubated at 25°C for 5min,
42°C for 42min and 70°C for 15min in a programmahlermocycler. Expression of mRNA
were measured by qPCR using SYBR® assay (Eurogefitgaing, Belgium). The primers
sequences used for the detection of Rest, Rest4Adog5 were originally designed by
Uchida and colleagues (Uchida et al., 2010) and atiners were designed with Primer
Express Software. All primers use8upplemental Table 1)were validated for selectivity
and amplification efficiency. The real time PCR waerformed using the LightCycler 480
system (LC480, Roche diagnostics, Mannheim, Gerinémyn a mix containing 5ul of
cDNA (0.5ng/ul), 10ul of Mesagreen QPCR MasterMiswL ROX (Eurogentec, Saraing,
Belgium) and 2ul of the primers mix at optimal centration in a total volume of 20ul. PCR
program consisted of the following steps:15 miA%fC, 45 cycles of 15 s at 95°C and30 s at
60°C. All samples were performed in duplicates.géamgene expression was normalized to
the housekeeping germeta-2 microglobulin §2m). Basal normalized expression (TO) was
expressed relative to expression in the controugrcontrol pups of standard-fed dams)
while separation-induced expression (T180) was esqad relative to the corresponding
expression at TO. In the basal condition, one p@#s wonsidered as an outlier and thus
excluded from the analysis for all target genedistli Furthermore, in the gene expression of

5HTr1A analysis, one pup was excluded from theyansl
Food consumption of stressed dams

In stressed dams, food intake during the 180mimsdjon and out of the stress-sessions in
the home cage were measured throughout the twosaafekeparation. Total 24hr-intake in
stressed dams resulted from the addition of “strassl ‘out of stress” food intakes and

expressed as mean daily intake over the two wdakasrgy ingested was then calculated by

122



multiplying the amount of food consumed (g) by émergy content (kcal/g). Food intakes on
the days of blood collection (postpartum day2 andidre excluded from the analysis.

Blood samples for corticosterone measurements in des.

At postpartum (PP) day 2 and 11, blood samples Btessed dams were withdrawn at the
beginning of the separation (baseline), after 6Camid at the end of the 180min of separation.
Blood was centrifuged at 4°C and plasma was staed-20°C until corticosterone

measurements.
Anxiety-like behavior in stressed dams

On the last day of the MS procedure, stressed dacha SD (n=14) or HFD (n=13) were
tested in the light-dark box paradigm. The apparaansisted in a dark compartment and a
light compartment connected by a small opening kemalransition between the two boxes.
The total duration spent in the light compartmemaswecorded for 10min. Two dams were

considered as outliers and were excluded from tlagysis.
Maternal behavior

On the first day of MS (PP2), five 60-min periodghe light (13.00, 19.00h) and dark (22.00,
01.00, 05.00h) phases were video-recorded. Usingthological keyboard, dams’ behaviors
were scored every 5min (12 observations per hond) eassified into either “maternal

behavior” (active nursing, passive nursing, lickgrgoming, nesting, pups retrieval) or “non-
maternal behavior” (activity out of the nest, egtdrinking, self-grooming). The results were
expressed in percentage calculated by dividinghtiraber of maternal behaviors by the total

of behaviors scored (n=4 SD dams and n=5 HF dams).

Statistical analysis

Values are expressed as means + SEM. All data avealyzed using Statistica 6.0. Normality
was assessed by using Shapiro-Wilk tests. Data weedyzed by two-way ANOVA
associated with Fisher's LSD post hoc when theraateon between maternal diet and
maternal separation was significant. Social intéoactest and neurogenesis was analyzed
using the non-parametric Kruskal Wallis, followeg B Mann Whitney tests for multiple
testing. Difference between groups in visceral sty were analyzed with ANOVA for
repeated measures with MS and maternal diet asebatgubject factors and distension

volume as within-subject factor. Spatial learnivgs tested using ANOVA for repeated
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measures with MS and maternal diet as bet-subject factors and day of training as wi-
subject factor. Statistical analysis of the spati@mory performance in the probe test
done using ongxay ANOVA with repeated measure on the witsuject factor time spe
in quadrant, followed by multiple comparison FiseérSD Post hoc tests. The str-induced
gene expression changes in both SD and HF pupsarethfo baseline expression w
analyzed using Stemt t tests by comparing to a theoretical valueakbqo 1 i.e
corresponding to basal level of expression) or amng the two groups (Sivs HF).Food
intake of stressed dams over the two weeks of agparwas arlyzed using ANOVA for
repeated measuresith diet as betweesubject factor and days of MS as wit-subject
factor. Onesample Student t tests were used to compare mitkposition, total daily foou
intake, maternal behavior and anx-like behavior in stressed dan®&tatistical significanc
was set ap<0.05.

A) impact of maternal high-fat diet on the long lasting effects of MS in adult offspring

M5 {3hiday)
mating BN ryepyryrrwry weaning
| W Standard diet
L Highfat diet
GO EeNDO  PNDZ PND14 PNDZT 35 months old 8 months old

| |

Behavioral assessments
{OF, social interactions test
MW}

Visceral sensitivity

Neuroendocrine stress response
(plasma codicosterone and c-fos actraty
in PVH 1hr after stress exposure)
Hippocampal neurcgenesis

B) Impact of high-fat exposure onthe effects of MS on dams and pups

M5 {3h/day)
mating a birth YT v v v ¥ ' y T YT ¥ ¥ .. weaning
[ ! Standard dist ]
I W High-fat_diet ]
GO W PNOYPRQ  PND/PP2 PND/PPT 1 PND/PPI4 PhC21
PUPS DAMS

- Maternal behavior (FF2)
Food intake (PP 3-13)
Anxiety-like behaivor (PP 14)

TO [pre-separation) and T180min
(post separation) gene expression
in PFC (PND11)

Figure 1. Time line representation of the experimetal designs to analyze the impact of maternal hig-fat

diet on the long lasting effects of maternal sepatimn (MS) (A) and the effects of higl-fat diet in stressed
dams and pups (B).Dams were fed a standard diet (12% kcal fat) oigh-fat diet (39%kcal fat) durin
gestation and lactation. Pups underwent matermqeragon, 3h/day between PND2 and PND14. In adadl
male offspring was tested in the open field andaddateractin tests for anxietyike behavior and in the Morr
water maze for spatial memory. Visceral sensitiwgs evaluated using colorectal distension. At 8mgrrats
were exposed to an acutpen field exposure and sacrificed after 1lhr ofovecy in the hore cage.
Immunohistochemistry analyses fc-fos in the PVN and DCX in the hippocampus were qrened. In the
second experiment, male pups were sacrificed atIANdither before or after an additional -min separation.
Food intake during the 18®in sepaations and outf the stress sessions over the two weeks of MSety-

like behavior and maternal behavior were evaluatesfressed dams fed a standard or a-fat diet.
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RESULTS

Maternal high-fat diet (HFD) and maternal separation (MS) modified offspring body
weight in adulthood

A significant interaction between MS and maternigt dvas observed for body weight of
adult offspring (fFs=6.05, p=0.02). MS decreased body weight in offgprof SD dams

(p=0.04). This body weight reduction was not obedrin MS offspring of HFD dams.
Maternal HFD did not induce any change in adultsiyoweight in controls not exposed to
stress (p=0.48).

Maternal high-fat diet alleviated the long lastingbehavioral impairments and visceral

sensitivity in adult offspring.

In the social interaction test, there was no mdface or interaction for the time spent in
social interaction over the 10min of the test (dawa shown). However, the analysis of the
first minute which is probably the most anxiogefoc the animals revealed a significant
group effect (Kruskall Wallisy?= 14.28, dI=3 p=0.002Hgure 2A). MS group exposed to a
maternal SD spent significantly less time in sodrderaction compared to their control
counterparts (Z=3.13p=0.002). However, there was no significant diffeenn social
interaction between control and MS offspring barmiFD dams (Z=0.33=0.75).

In the open field testHgure 2B), a significant interaction between MS and matediet was
found for the distance travelled in the centersgE4.73,p=0.03). MS explored significantly
less the center of the open field compared to ocbgnoups (Fisher LSD’s post hoc, at least

p<0.05). This difference was abolished in stressgghals exposed to maternal HFD.

In the water maze task, the distance travelledure 2C) and the latencyHigure 2D) to
reach the hidden platform decreased over the h@gisessions, showing an improvement of
spatial learning (respectively bs=70.93, p<0.001 andsks=87.08,p<0.001). There was no
impact of maternal diet or MS on learning perfore@nAs shown ifrigure 2E, when tested
for retention 48hr later, control rats born to SCH&-D dams spent significantly more time in
the target quadrant compared to other quadrargpdotively 4= 2.22, p=0.01; Fisher LSD
post hocp<0.01 and E4=8.15, p=0.0002p<0.001). Adult offspring of SD dams exposed to
MS during early life did not show any preference ttee target quadrant, which highlighted
spatial memory deficits in these animalg {E2.22,p=0.10). However, adult MS offspring
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of HFD dams did not have any memory defici {E25.98,p<0.001). Thus, maternal HFD
restored the spatial memory performances in MS rats

As shown inFigure 2F, there was a significant positive correlation begw distance travelled
in the center of the open-field and time spentamgeét quadrant in the water maze (R=0.56,
p=0.002) in MS group. Indeed, animals that are rtfest anxious also exhibit the lowest

spatial memory performances during the probe test.

Colorectal distension induced a visceromotor resporesulting in abdominal muscles
contractions. Quantification of the magnitude oésh contractions was used to evaluate
visceral sensitivity to pain (Ness and Gebhart, 8198s shown inFigure 3, gradual
colorectal distension increased the number of alingontractions in a volume-dependent
manner (k105=176.97, p<0.001, Fisher’'s LSD post hoc at least.@31). The ANOVA for
repeated measures revealed a significant volume atermal diet x MS interaction
(F3,105=2.85, p=0.04). A distension of 0.4mL did not charthe magnitude of abdominal
contractions compared to baseline in controls of (pB0.06) and HFD dams (p=0.26),
indicating that this colorectal distension was nokious. However, there was a significant
increase in the number of abdominal contractiomsafdistension of 0.4mL as compared to
baseline in MS offspring whatever the maternal,dreticating a reduced threshold to pain. In
controls, maternal HFD did not have any impact bdaaminal contractions at baseline and in
response to the non-nociceptive colorectal distensf 0.4 mL ¢s.SD controls, respectively
p=0.34 and p=0.82), but tended to increase it fovobume of 0.8mL (p=0.08) and
significantly increased it for the distension vokiof 1.2mL (p=0.05). Offspring of SD dams
exposed to MS showed similar abdominal contractairtsaseline but enhanced magnitude of
abdominal responses to colorectal distension coeadptar their control counterparts (0.4 mL,
p=0.001; 0.8 mL, p=0.009 and 1.2 mL, p=0.02). Ifspfing of HFD dams, MS did not
change the number of abdominal contractions atlinas@p=0.26) but increased the number
of abdominal contractions for the non-nociceptivstahsion volume of 0.4mL (p=0.003).
However, for the highest volume of 0.8 and 1.2mL bfSpring exposed to maternal HFD
showed intermediate profile, as their abdomingboese to colorectal distension was similar
to controls (respectively p=0.38 and p=0.24) anfl dffspring of SD dams (respectively
p=0.08 and p=0.28).
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Figure 2. Maternal high-fat diet protected against lon-term behavioral deficits induced by maternal
separation. Time spent in social interaction (s¢(A), distance travelled in the center of the opemf(eim)(B),
distance travelledC) and latencyD) to reach the hidden platforduring learning, time spent in target quadi
during the retention test (sec), 48hr the lashing sessiol(E) and correlation between distance travelled in
center of the open field (OF) and time spent imearquadrant in the Morris water ma(MWM) in adult
maternally separated raff). Data are means + SEM. MS decreased the time speswdial interaction ii
offspring born to standarf®d dams. However, there was no difference betweatrols and MS offspring bo
to high fat-fed dams. Inhe open field test, MS reduced the explorationhaf tenter only in offspring ¢
standardied dams. During learning, there was no differelnegveen groups over the 6 days of training. In
retention test, 48h after the last training sessiwomtrolsand MS offspring of high f-fed dams spent
significantly more time in the target quadrant cangal to others. However, MS offspring of stan-fed dams
did not discriminate the target quadrant, whichgasgs spatial memory impairments. A negative cation was
found between anxietlke behavior in the OF and spatial memory perfarogain the MWM in adult offsprin
exposed to MS. p<0.05, #p<0.05 vs all other groups and *p<0.001vsother quadrant:
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Figure 3. Maternal high-fat diet partially restored visceral hypersensitivity in maternally separatecadult
rats. Number of abdominal contractions (number/Sminjesponse to gradual volume of distension. Values ar
expressed as means = SEM. There was no differenbasal abdominal contractions between groupshét t
lowest volumei(e 0.4mL), MS increased the number of contractionstivr they were exposed to standard or
maternal high-fat diet. For the nociceptive voluries 0.8 and 1.2mL), MS offspring of standard-tkns still
exhibited a higher number of contractions compaoettheir control counterpart. However, exposurenaternal
high-fat diet attenuated this upregulation of abth@incontractions in response to colorectal distanghduced

by MS. Indeed, MS offspring born to high fat-fedntka presented intermediate profile, as they wertheei
significantly different of standard MS offspring meontrols. However, maternal high-fat diet in goht
offspring tended to produce visceral hypersensytisimilar to the one observed in MS offspring, exsplly for
the greatest volume of 1.2mL. Values with differsabscript are significantly different (at le@s0.05)
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Maternal high-fat diet ameliorated stress responsalterations and neurogenesis
impairments induced by maternal separation

There was a significant interaction between MS @aradernal diet for plasma corticosterone
after stress (/55=9.83, p=0.003). MS offspring of SD dams exhibitgdnificant higher
corticosterone levels compared to controls (p=0.004 contrast, MS offspring of HFD dams
showed normalized corticosterone level (p=0.50)erbstingly, maternal HFDper se
produced similar effects to MS. Indeed, corticaster levels in control offspring of HFD

dams were similar to MS offspring of SD dams (p&Q.(Figure 4A).

To further examine the impact maternal HFD on nendocrine stress response in MS rats,
we stereologically counted c-fos immunoreactive){¢Rlls in the PVN Figure 4B). MS or
maternal diet alone did not have any effect of muenber of c-fos-IR cells in the PVN
(respectively, F27=2.69,p=0.11 and E>~=0.03, p=0.85). However, there were differential
effects of MS depending on the maternal diet (M&aternal diet, F,=7.94, p=0.008).
Indeed, MS significantly decreased the number fifselR cells in the PVN of offspring of
SD dams (SD-controls SD- MS, p=0.03). This effect was suppressed in dffSpring of
HFD dams (p=0.42). In contrast, maternal HB& seproduced similar effect than MS on c-

fos activation (SD controlsHFD control, p=0.04).

Neurogenesis analysis showed a significant maiaceff group (Kruskal-Wallisy?=8.00,
dl=3, p=0.04) Figure 4D). MS decreased the total number of doublecorti@XPpositive
cells in the dentate gyrus of the hippocampus (LiM@/hitney, Z=2.32, p=0.03). However,
the MS-induced decrease of newborn neurons waggrved in MS offspring of HFD
dams (Z=0.58, p=0.69). The analysis separating dbwesal and ventral portions of the
hippocampus did not revealed any distinction indfiect observed (dorso-ventral axis x MS,
F117~1.98, p=0.34), showing that MS did not differelyiaaffect dorsal and ventral

neurogenesis.
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Figure 4. Maternal high-fat diet counteracted neur@ndocrine dysfunctions following stress exposure an
hippocampal neurogenesis impairments induced by matnal separation (MS) Corticosterone level (ug/dl)
(A) and number of c-fos-immunoreactive (IR) cellshe paraventricular nucleus (PVN) 1hr after exposare
stress(B), coronal sections of representative DCX immunogtgi within the dendate gyrus (DG) in the
different groupgC) and number of DCX-IR cells in the DG (cells/mnBgale bar: 200um. Data are means +
SEM. Adult offspring of standard-fed dams submitted/S exhibited higher corticosterone and fewdosiR
cells in the PVN compared to their control coungetpMaternal high-fat diet normalized corticostexdevels
and c-fos activity in the PVN of MS offspring. Couit offspring of high fat-fed dams tended to prdsen
neuroendocrine alterations similar to those repbiteMS standard offspring.¢€ increased corticosterone and
reduced c-fos-IR cells in the PVN). While MS redddhe number of newborn neurons in the DG in oiffigp
born to standard-fed dams, it dit not have any thpa offspring born to high fat-fed damsp#0.06, *p<0.05,
**p<0.01 and ***p<0.001.

Table 1: Milk fat content and fatty acids compositon in the stomach of 8-day-old pups born to
standard and high fat-fed dams

Standard High-fat

Fat content (% of dry matter) 75,7+2,3 772+15

Saturated FAs 61,4+0,9 51,7 £ 0,6***
Monounsaturated FAs 32,7+0,8 38,4 + 0,6***
Polyunsaturated FAs 59+0,2 10,0 £ 0,1***
n-6 PUFAs 51+0,2 9,5+ 0,1%**
n-3 PUFAs 0,7+0,0 0,4 £ 0,0%**

Values are expressed in percent of total fattysafricean + SEM). FAs, Fatty Acids. Student t test, (5<0.001
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Maternal high-fat diet modified lipids content in the milk

Maternal diet did not affect total fat content bétmilk (t=0.56, p=0.58). However, maternal
HFD decreased saturated fatty acids (FAs) (t=8%0,001) and increased monounsaturated
FAs and PUFAs in stomach fat content of sucklinggp(respectively t=5.84 and t=17.99,
both p<0.001). In addition, milk fat content of Hfaps contained higher amount of n-6
PUFAs (t=20.29, p<0.001) and lower amount in n-FRbE (t=16.76, p<0.001) compared to
SD pups (p<0.001)@ble 1).

Maternal high-fat diet protected pups against geneexpression alterations in the

prefrontal cortex (PFC) following maternal separaton

Basal gene expression in 11-day-old pups exposetirtmic MS is shown ifrigure5 (left
panel). Neither MS nor maternal HFD affected basal expoes of REST (maternal diet,
F137=0.98, p=0.33, MS, ~=0.71, p=0.40 and MS x maternal diet,3%&3.00, p=0.09) or
REST4 (maternal diet,;=1.09, p=0.30, MS, 3=0.28, p=0.60 and MS x maternal diet,
F137=1.62, p=0.21). However, significant interactionsrevfound for mRNA levels of BDNF,
CRH and 5HTr1A (respectively,;g= 6.64, p=0.01; F;= 5.35, p=0.03 and k= 4.32,
p=0.04). Indeed, pups of SD dams exposed to chrbtécelicited downregulated basal
expression of BDNF and CRH in the PFC (at least@5)0 There was also a trend toward a
decrease in 5SHTr1A mRNA levels (p=0.07). Matern&[Halone and MS produced similar
gene expression profile for some of the markerdistl Indeed, the expression of BDNF was
downregulated in control offspring born to HFD darfps=0.04) and a trend toward a
reduction of CRH expression (p=0.09) was also oleskrThe expression of markers affected

by MS was restored by maternal HFD exposure.

In order to study gene expression changes duripgraBon session, we also examined gene
expression changes after 180 of maternal streENID11 pups Kigure5, right panel). In
animals exposed to maternal SD, Rest and Rest 4ArBMIs were increased by 180 min of
MS compared to baseline expression (p<0.001). Hewetne upregulation of REST and
REST4 expression following the separation was gisoattenuated in MS pups exposed to
HFD (respectively,t=2.45, p=0.005 and 42.45, p=0.03). In addition, the level of 5GHTr1A
MRNA was upregulated after 180min of MS in both 8Bd HFD pups (respectively,
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ts=14.47, p<0.001 ang#5.67, p<0.001). However, the separation-induce@guyation was
greater in SD pups compared to HF pups=&.95, p<0.001). BDNF mRNA increased
compared to baseline level in SD pups=4t24, p=0.003) but not in HF pups=1.79,
p=0.12). However, no significant difference wasrdubetween the two groups4£1.05,
p=0.31). During separation CRH mRNA levels did abange in SD pupssft0.85, p=0.42)
but slightly decreased it in HFD pups=2.44, p=0.04).

After chronic maternal separation, no significarifedences between groups were found in
the basal expression of other markers in the PFClLafay old pupsSupplementary Figure
1). However, the 180-min separation increased AD@W8 NGF mRNA (at least p <0.01),

but this effect was not observed in pups exposedaiernal HFD.
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Figure 5. Maternal high-fat diet protects pups agaist gene expression changes induced by maternal
separation (MS) Gene expression of RE-1 silencing transcriptiactdr (Rest), RE-1 silencing transcription
factor splice variant 4 (Rest4), Serotonin receftar(5HT-r1A), Corticotrophin-releasing hormone (rand
Brain derived neurotrophic factor (Bdnf) in the fpoatal cortex of 11-day-old pups either beforeefpr
separation) or after an additional 3hr-separatmms{ separation). Chronic MS did not have any irhpachasal
MRNA levels of REST or REST4. However, chronic M&kased basal mRNA levels of BDNF, CRH and
tended to decrease 5HT-r1A mRNA levels (p=0.0thaprefrontal cortex (PFC) of pups of standarddachs
compared to their control counterpart. Maternalhkigt diet normalized the expression of these nrarke
Control pups of high fat-fed dams displayed genpre&ssion alterations similar to those observed upsp
exposed to MS. After the acute separation at PNDIRNA levels of REST, REST4, 5HT-r1A and BDNF
increased compared to baseline in pups of starfddrddams. However, the acute separation-induced
upregulations of BDNF and REST mRNA were not foumgups of high fat-fed dams. Moreover, the acute
separation-induced rises in REST, REST4 and 5HTw&fe blunted in pups born to high fat-fed damsilgvh
the acute separation did not modify CRH mRNA levelpups of standard dams, high fat-fed pups dysulaa
reduction of CRH expression compared to baselinelde #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 compared to the
standard value of 1 corresponding to the baselipeession before the separatiorp<0.05 and *** p<0.001.

133



High-fat consumption dampened anxiety-like behavioand increased maternal care

towards pups in stressed dams.

We examined corticosterone levels in response paradon in stressed dams at the first
(PP2) and at the 0separation (PP11) (Supplementdrgble 2). On the first separation,
corticosterone levels increased over timgs(E79.52, p<0.001) but no significant difference
was found between HFD and SD stressed dams<6.01, p=0.91). At PP11, stressed dams
fed a high-fat diet exhibited higher basal cortieosne compared to their standard
counterparts (F36=3.96, p=0.05).

The mean daily energy intake during the two wedKg$ was similar between SD and HFD
dams (5= 0.93, p=0.36)Kigure 6A). Food intake during the 180-min MS sessions e
over the two weeks (2559.10, p<0.001)Kigure 6B). Overall, HFD dams diet consumed
higher amount of energy during the stress of sépar@ompared to SD dams;(#=9.06,
p=0.006). An interaction between diet and time ¥easd (ko 2556.98, p<0.001). Stressed
HFD dams showed a significant higher energy intakapared to stressed SD dams from the
8" session of MS.

On the last day of separation from pups, there avasgnificant reduction of anxiety-like
behavior in stressed dams fed a HAg(re 6C). Indeed, stressed HFD dams spent more
time in the light compartment of the dark-light boompared to stressed SD dams=(R.53,
p=0.02).

Analysis of maternal behavior revealed that steéstsms under HFD displayed increased
maternal care towards their pups (U Mann Whitney2.20, p= 0.03;Figure 6D). This
enhanced maternal behavior resulted from an ovémallease in the different maternal
behaviors studied.€ active and passing nursing, licking-grooming, imggtas compared to

non-maternal behaviors (drinking, eating, sleeing activity out of the nest).
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Figure 6: Impact of high-fat consumption on stressed dams exposed to maternal separation.
Mean daily food intake (in kcal) (A), food intake (in kcal) during the 180-min separations (B) over the
two weeks of the maternal separation procedure, anxiety-like behavior in the dark/light box assessed
on the last day of maternal separation (PP14) (C) and maternal behavior expressed as percentage of
total behaviors measured on the first day of maternal separation (D). Daily food intake was not
different between standard and high fat-fed dams. However, stressed dams fed a high-fat diet
increased their food intake during the 180mon of separation from pups over the two weeks of MS and
consumed significantly more food compared to standard-fed stressed dams. In addition, dams fed a
high-fat diet showed a reduction of their anxiety-like behavior and higher maternal care towards their
progeny. # at least p<0.05 compared to MS-day 2, * p<0.05, ** p<0.01 and *** p=0.001 high-fat vs
standard.
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DISCUSSION

Over the past years, many studies have demonstitagecklationship between nutrition and
stress (Dallman et al., 2003; Torres and NowsoB,/20Here, we demonstrated that early
exposure to high-fat through the dam’s diet pr@&e@chagainst long lasting disturbances
induced by MS on behavior, visceral sensitivity areliroendocrine stress response. As a
potential mechanisms involved in this protectivéeetf we found that exposure to HFD
during the perinatal period counteracted the M3+ ed neurodevelopmental alterations in
pups’ prefrontal cortex. Interestingly, we alsoadpd a reduction of anxiety-like behavior
and enhanced maternal behavior in high fat-fedssé@ dams, indicating an ‘anti-stress’ of

HFD in dams exposed to MS.

A major finding of the present study is that enleghanxiety-like behavior, reduced social
behavior and spatial memory deficits induced by WM&e all alleviated by maternal HFD
exposure early in life. A previous study conductedadult animals has shown that HFD
consumption can attenuate the deleterious efféd#Soon emotional behaviors (Maniam and
Morris, 2010b, c). However, our study is the fiigtdemonstrate that an indirect exposure to
HFD through maternal diet during development caanteract the long lasting emotional
disturbances induced by early adversity. Sincenioglel of MS is also characterized by
cognitive dysfunctions (Aisa et al., 2007), we exaad the impact of maternal HFD on
spatial memory. MS induced spatial memory defitliest are reversed by early life exposure
to HFD. Interestingly, we reported a positive etation between spatial memory
performances and anxiety-like behavior in the ofield in the MS group. Given that the
water maze task is an aversive task (Sandi e129.7), the protective effect of the maternal
HFD on spatial memory could be in part mediatedabyeduction of their anxiety-like
behavior during the probe test without platform. Wserved a reduction of DCX labeling in
the dentate gyrus of the hippocampus in MS anisadgesting an alteration of neurogenesis.
This result is consistent with other studies showiinat experiencing early stress leads to
neurogenesis impairments in adulthood (Karten.eR@D5; Lajud et al., 2012; Mirescu et al.,
2004). In contrast, such alteration is attenuatgdntaternal HFD. Since hippocampal
neurogenesis has been involved in spatial memody emotions especially anxiety-like
behaviours (Cameron and Glover, 2014), it couldthyg@othesized that the restoration of these
functions in MS rats exposed to maternal HFD igpant mediated by the amelioration of

hippocampal plasticity in adulthood.
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Early life stressors are known to predispose B8 In adulthood (Chitkara et al., 2008). An
important symptom of IBS is visceral hypersendiyiAzpiroz, 2002; Camilleri et al., 2001).
We confirmed here that adult rats exposed to MSibéeld lowered threshold volume
perceived as a nociceptive stimulus and exaggeth&edisceromotor responses to colorectal
distension, indicating a visceral hypersensitityd hyperalgesia. In contrast, adult rats born
to HFD dams that had experienced MS showed attedwdtdominal contractions in response
to noxious stimuli. This effect is consistent wahrecent study showing that in adult rats
palatable food is able to attenuate chronic stiediseed colonic hypermotility (Rho et al.,
2014). We also found an increase of abdominal ectitm with a painful stimulus (1.2 mL)
in rats exposed to maternal HFD alone which sugdegteralgesia. This result indicates that
maternal HFD has opposite consequences in comtdbkarly stressed animals.

Hyperactivity to stress and dysregulations of HPAsaare common features of animals
experiencing early adversity (Aisa et al., 2007) &ias been proposed to participate to the
behavioral alterations as well as the higher vaceensitivity in MS rats (O'Mahony et al.,
2011). In accordance with previous results (Hualgt2004; Ladd et al., 2000), we showed
higher corticosterone levels following an averssteess in MS offspring compared to their
control counterparts. However, MS offspring showedmalized corticosterone levels when
they were exposed to HFD early in life. Higherspfe corticosterone was also associated
with lower c-fos immunoreactivity in the PVN of M8fspring from SD dams. Interestingly,
maternal HFD in control animals led to the sam@aase than MS. In adult subjects, HFD
has been shown to either exacerbated or blunted &\ response (la Fleur et al., 2005;
Legendre and Harris, 2006). Thus, HFD may haveindisteffects depending of the
environmental challenge. It could be adaptive strassful environment and deleterious in a

normal condition.

In the second part of the study, we focused onpibtential mechanisms underlying the
protective effect of maternal HFD. Recent evidermaggests that the long-lasting
consequences of MS could be mediated by neurodawelotal alterations of prefrontal
cortex. Indeed, pups exposed to MS exhibited séwdranges in gene expression in the
medial prefrontal cortex (MPFC) and a transientdase in mRNA level of Rest 4 mRNA
specifically in the mPFC during the early postngiatiod (Uchida et al., 2010). Using viral
infection, Uchida et coll. (2010) have demonstrateat the overexpression of Rest 4 in the
mPFC in pups but not in adults induced anxiety degressive behaviors in adulthood.
Therefore, we were interested to examine whethetemmal HFD could attenuate
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neurodevelopmental alterations induced by MS. Wsasured gene expression in 11-day-
old-pups chronically separated. Among the diffetanget genes tested, we demonstrated that
chronic MS resulted in downregulated basal expoessif Bdnf and Crh and a tendency
towards reduced expression of 5SHTr1A in the PFCtekfeal HFD completely normalized
these markers in offspring exposed to MS. Sevéualies have reported lower CRH mRNA
in the cortex (Vazquez et al., 2006) of early steelspups. CRH regulates BDNF expression
(Bayatti et al., 2005; Walsh et al., 2014), iteadtion could thus participate to the reduced
BDNF expression in the prefrontal cortex of MS pUpBNF via its role in the establishment
of neuronal connectivity plays a critical role aigidevelopment (Cohen-Cory et al., 2010;
Cunha et al., 2010). BDNF has also a role in saintsignaling and 5HTr-1A are involved

in the regulation of synaptogenesis, neuronal owtr and complexity during development
(Sikich et al., 1990). We also reported changageime expression after 180 min of MS in 11-
day-old pups. REST, REST-4, 5HTr-1A and BDNF mRNAdIs were elevated following
separation. Interestingly, we demonstrated thadfalhese changes are reversed by maternal
HFD. It has been shown that neuronal cells undaggapoptosis enhanced their synthesis of
5HT1rA mRNA in an attempt to survive (Singh et 4996).Thus, we can hypothesized that
the blunted upregulation in MS pups exposed to matéHFD may translate reduced level of
cellular insult, and thus a decreased brain geitgitto stress. Altogether, these results
suggest that maternal HFD exposure could attentiegealtered maturation of the PFC
through its action on neuroplasticity pathways tiessed pups and protected this area from

the separation-related changes such as increapegssion of REST and REST4.

MS acts as a highly potent stressor for dams addcigs postpartum emotional disturbances
(Aguggia et al., 2013; Boccia et al., 2007). Matydies suggest that high-fat feeding can
modulate stress response in adulthood (Finger.ef@l1; Krolow et al., 2010). We found
that stressed dams fed a HFD showed increasedesaiotake during the 180-min session of
separation compared to stressed SD dams. This-stichsced intake of high-fat is in line with
a growing number of studies reporting that strasseiases the consumption of palatable food
in both human and animals (Epel et al., 2000; @lared Wardle, 1999; Pecoraro et al., 2004)
Dalman (2003) proposed that stress induces an @veumption of palatable food, which is
thought to dampen negative emotions induced bysstexposure. Accordingly to this
hypothesis, we reported that high-fat consumpti@s associated with a reduction of the
anxiety-like behavior in stressed dams at the dritiedoMS procedure. This result is in line

with a previous study showing that long-term podtpa anxiety and depression-like
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behavior are ameliorated by palatable high fat dietother rats subjected to maternal
separation (Maniam and Morris, 2010a). Thereforeg wan hypothesize that the
overconsumption during stress-sessions observddnts may be considered as an attempt of

“self medication” against deleterious emotionatas induced by stress exposure.

In examining maternal behavior, we reported thagssied dams fed a HFD during gestation
and lactation increased care towards their pupgeoma to stressed dams fed a SD, which is
consistent with previous studies (Purcell et ab12 Rolls et al.,, 1986). A large body of
evidence highlighted the importance of maternabl&ir in the later offspring brain function,
emotional behavior and HPA response to stress (Be&001). In our study, maternal HFD
produced some deficits in control animals (neuroende response to stress, visceral pain,
basal BDNF expression at PND11). However, we didr@port any modification of maternal
care in control dams fed a high-fat diet (data stedwn). Thus, even if enhanced maternal
care in stressed dams may be partially involvedhan protective effect of maternal HFD
against deleterious effects of MS, others processesprobably involved. An important
finding that could underlie protective effect of tevaal HFD is lipid composition of the milk.
We demonstrate that even if maternal HFD contamsingportant part of lipids (39%),
compared to SD (5%), the total amount of lipids wasilar in the maternal milk.
Furthermore, milk from HFD dams has paradoxicailyér levels of saturated fatty acids and
higher levels of monounsaturated and polyunsatdrigty acids. Interestingly, it has been
shown that saturated fatty acids consumption, inltachts, affects brain plasticity and
sensitizes to emotional disturbances (Sharma,e2@l2). Thus, it could be hypothesized that
the protective effect of maternal HFD on the deletes effects of MS could be related to the

reduced exposure to saturated fatty acids in HFRIgg pups.

CONCLUSION

Despite the massive change in diet habits in modecieties, the impact of maternal diet on
later brain function in individuals exposed to gaatlverse environment is unknown. Here,
using an animal model, we demonstrated that expasumaternal HFD can counteract the
deleterious programming effects of early stressadalt emotional behavior and visceral
sensitivity. These effects are associated with ghann lipids content of the milk and a
restoration of the expression of several markerslwed in plasticity and mood regulation in

the prefrontal cortex of pups. Finally, maternallHitake produces a reduction of anxiety
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and enhances maternal care in stressed dams, whidth also contribute to the protective

effects of maternal HFD in early stressed animals.

FUNDING AND DISCLOSURES

This study was supported by INRA, the University Bdrdeaux and Projet inter-région
Aquitaine et Midi-Pyrénées. A.L.L was supported hystipend of the Ministere de

'Enseignement Supérieur et de la Recherche.

The authors declare no conflict of interest.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors thank Mathieu Cadet for taking carethaf rats, Alexandra Séré for c-fos

counting, and Marine Randé for the light-dark boalgsis.

SUPPLEMENTARY INFORMATION

140



Supplementary tables

Supplementary Table 1: Primer pairs used for quantiative RT-PCR analysis

Gene name Sense primer Antisense primer
Adcy5 5'-CCGAAAGTTCCTCTTGACCTTTAG -3’ 5-GCACCAAATCGGTCATCCA -3’
B2m 5'- CGTGCTTGCCATTCAGAAAA-3' 5'- GAAGTTGGGCTTCCCATTCTC-3’
Bdnf 5-GAAGTTGGGCTTCCCATTCTC-3 5'- AACCATAAGGACGCGGACTTG-3’
Camk2a 5'- GCATCTGCCGCTTGTTGAA -3’ 5-TCCTCGGAGATGCTGTCATG -3’
Crh 5-CAGCCGTTGAATTTCTTG-3’ 5-GACTTCTGTTGAGGTTCC-3’
Gria2 5'- AGTAAATGACATTGTGGACCAGGTTAT -3’ 5'-AGCAGGTCCCCATCAGTGAA -3’
Grin2b 5'-AGCCAGGAGGCCCATCTT -3’ 5'- GCACAGGTACGGAGTTGTTAAACAC -3’
HTr1A 5-GCGTTGTTGGGTGCCATAAT -3’ 5'- CCGGATTGAGCAGGGAGTT -3
Ngf 5'-TACAGGCAGAACCGTACACAGATAG -3’ 5'- CAGTGGGCTTCAGGGACAGA-3’
Nr3cl 5'- GGGACCACCTCCCAAGCT-3 5-ACCCCGTAATGACATCCT -3’
Nr3c2 5'- CTTTACGAAGTGTTTCTACTACTG-3 5’- TGACACCCAGAAGCCTCATCT-3
Rest 5-GCGGTTTGTGAAATGGAAGT -3’ 5'-CAGGGTCCACTCTTGGGTTA-3'
Rest4 5-CGTGCTTGCCATTCAGAAAA -3’ 5'- GAAGTTGGGCTTCCCATTCTC-3’

Adcy5, Adenylate cyclase5; B2nfi2-microglobulin;

Bdnf, Brain-derived neurotrophfactor; Camk2a,

Calcium/calmodulin-dependent protein kinasey;2Gria2, Glutamate receptor, ionotropic, AMPA2; 1@,
Glutamate receptor, N-methyl D-aspartate 2B; 5HTrBfhydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A;Ngf,
Nerve growth factor, Nr3cl, Nuclear receptor subfam®, group C, member 1 (GR); Nr3c2, Nuclear reoep
subfamily 3, group C, member 2 (MR); Rest, RElrsileg transcription factor; Rest4, RE1-silencing
transcription factor splicing variant 4.

Supplementary Table 2: Plasma corticosterone levelsg/dl) in stressed dams fed a SD
or a HFD on the first day of maternal separation ad after 10days of chronic maternal

separation.

1st separation (PP2)

10th separation (PP11)

Standard diet High-fat diet Standard diet High-fat diet
0 min (basal) 105+1.5 7.8+1.3 11.9+1.7 17.5+1.6%
60 min post separation 31.6+2.0 325+28 190+ 1.1 206+1.9
180 min post separation 158+1.0 17.0+1.0 144 +£21 129+14

Values are expressed as means + SEM. PP: PostPan«0.05 vs standard diet at PP11.
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Supplementary Figure 1:Maternal high-fat diet modulates gene expression emges induced by maternal
separation (MS) mRNA levels of CAMK2a, ACDY5, GRIN2B, GRIA2, NGER and MR in the prefrontal
cortex of 11-day-old pups either before separaffme —separation) or after an additional 180-mipasation
(post separation). Camk2a, Calcium/calmodulin-ddpaeh protein kinase 2; Adcy5, Adenylate cyclase5;
Grin2b, Glutamate receptor, N-methyl D-aspartate 2Bria2, Glutamate receptor, ionotropic, AMPA2; GR
glucocorticoids receptor; MR, mineralocorticoidgaptor; Ngf, Nerve growth factor. Values are expeesas
means + SEM. Pups born to high fat-fed dams etddla greater basal MRNA levels of GR, whethey there
stressed or not (MS, n.s; maternal diet, p<0.05 &li®l X maternal diet, n.s). The expression of NGH an
CAMK?2a increased and the expression of GRIN2B desad, after the additional separation but no diffee
between groups was found. However, the upreguladb®DCY5 mRNA level induced by the additional
separation was blunted in pups born to high fatefachs. Moreover, only standard pups presentedessatan

of MRNA levels of GR after the additional sepanati#p<0.05, ##p<0.01, ###0<0.001 compared to a standard
value of 1 representing mRNA levels before the s#tjmn. *p<0.05, ** p<0.01 and ***p<0.001.
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Y

Les premieres phases de vie constituent des périodes sensibles a I'environnement.
Ainsi, des facteurs environnementaux précoces peuvent non seulement influer sur la
trajectoire développementale mais aussi programmer la santé a I'dge adulte. En effet, il
est désormais clairement établi que I'adversité pendant I’enfance augmente les risques

de développer des troubles neuropsychiatriques et métaboliques a 1’age adulte.

Par ailleurs, I'évolution des habitudes alimentaires indique une augmentation de la
consommation d’aliments a forte densité calorique, et riches en lipides. Cependant, les
conséquences de ce changement nutritionnel sur le cerveau en développement et sur la
vulnérabilité émotionnelle et cognitive a long terme sont peu connues. La plupart des
travaux menés aussi bien chez 'homme que dans les modéles animaux ne permettent
pas de contrdler les variables confondantes telles que 'obésité maternelle et ne se sont
pas intéressés aux effets combinées de facteurs précoces. Ainsi, l'impact d'un
environnement nutritionnel hyperlipidique associé a un stress précoce n’est pas connu.

Or, on sait qu'il existe des liens étroits entre stress et nutrition.

Ce travail avait pour but de déterminer, a I'aide d’'un modele animal, I'impact d’'un
environnement nutritionnel hyperlipidique périnatal sur le phénotype
comportemental et métabolique adulte. Par ailleurs, cette étude visait a évaluer
I'incidence d’'une nutrition maternelle hyperlipidique combinée a un stress

précoce sur la programmation du phénotype de la descendance adulte.

Nous avons montré que l'exposition périnatale a une nutrition hyperlipidique modifie
I'expression de certains geénes dans I'hippocampe et affecte des parametres
métaboliques (cholestérol, leptine) chez la descendance adulte. Cependant, le régime
maternel hyperlipidique lorsqu’il n’est pas associé a une obésité maternelle n’a pas
d’effet sur les processus émotionnels ou sur les capacités mnésiques de la descendance.
Par ailleurs, nous avons mis en évidence que le stress précoce entraine des altérations
du phénotype métabolique a I'dge adulte, qui se manifestent par une prise de poids plus
importante suite a l'exposition a un régime palatable hyperlipidique, et des

perturbations de la régulation du poids dans le cas d'une privation alimentaire suivie
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d’'une période de réalimentation. Nous n’avons pas mis en évidence d’effet du régime
maternel hyperlipidique per se, ni de modulation des effets du stress précoce par ce
régime.

En revanche, nous avons démontré que le régime maternel hyperlipidique atténue les
déficits cognitifs, les perturbations du comportement émotionnel et les altérations de
'activité de I'axe corticotrope, induits par le stress précoce. Nous avons aussi observé
que le régime maternel hyperlipidique, chez les témoins, entraine des altérations

semblables a celles observées apres un stress précoce.

Nous aborderons, dans un premier temps, les effets différentiels du régime maternel
hyperlipidique en fonction des pressions environnementales futures. Puis dans un
deuxieme temps, nous discuterons les potentiels mécanismes impliqués dans I'effet
protecteur du régime maternel hyperlipidique sur les altérations induites par le
stress précoce. Tout d’abord, nous allons discuter de la pertinence des modeéles

utilisés.

I- Pertinence des modéles

1.1. Choix des régimes

1.1.1. Choix du régime hyperlipidique

L’accessibilité croissance a des nourritures palatables et riches en énergie
contribue en partie a I'augmentation de la consommation alimentaire dans les sociétés
occidentales et les pays en voie de développement (Andrieu et al., 2006; Drewnowski et
Darmon, 2005; Drewnowski et Rolls, 2005; Popkin, 2001). En France, la part des lipides
représente 37 a 42% de l'énergie totale consommée, avec 16% venant des lipides
saturés (Astorg et al., 2004; Drewnowski et al., 1996; Perrin et al., 2002). Par ailleurs, la
consommation d’huiles végétales riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) n-3 a
diminué au profit des huiles riches en AGPI n-6 (Blasbalg et al., 2011; Kearney, 2010). Ce
changement nutritionnel a entrainé un déséquilibre du ratio AGPI n-6/n-3. Alors que les
recommandations de I'agence nationale de sécurité sanitaire (ANSES) préconisent un
ratio AGPI n-6/n-3 inférieur a 5/1, en France, ce ratio se situe entre 11/1 et 14/1

(Astorg et al., 2004). Des déséquilibres encore plus importants de ce ratio AGPI n-6 /n-3,
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sont retrouvés dans d’autres pays industrialisés tels que l'Australie (Meyer et al,
2003)et les Etats-Unis (Kris-Etherton et al, 2000)et dans certains pays émergents

(Chine, Inde, Mexique).

Concernant les études animales, il existe une grande variété de régimes hyperlipidiques
dont la composition en lipides varie entre 10 et 90% des kilocalories totales. La plupart
de ces régimes hyperlipidiques utilisent des sources lipidiques animales, comme le lard.
Nous souhaitions modéliser les habitudes alimentaires des sociétés modernes et en
particulier 'augmentation de la consommation d’huiles végétales riches en AGPI n-6.
Nous avons donc opté pour un régime dans lequel les lipides (39% des kilocalories
totales) étaient obtenus par un mélange d’huiles de palme, de colza et de tournesol,

permettant d’obtenir un ratio AGPI n-6/n-3 de 39/1.

Dans notre travail, I'exposition a ce régime hyperlipidique est restreinte aux périodes de
gestation et lactation. Du fait de la relative faible teneur en lipides et de la période
d’exposition courte, les méres sous régime hyperlipidique ne présentent aucun surpoids.
Cette absence de prise de poids des meéres sous régime hyperlipidique constitue un
parametre important, puisque l'obésité est connue pour entrainer une multitude
d’altérations métaboliques (Bilbo et Tsang, 2010; Volpato et al., 2012), qui constituent

des facteurs confondants dans les études sur les effets de la nutrition maternelle.

1.1.2. Choix du régime témoin

Il semble essentiel de comparer un régime expérimental avec un régime témoin
dont les ingrédients constitutifs doivent correspondre au régime expérimental, excluant
la variable nutritionnelle étudiée. Cependant, de maniere surprenante, beaucoup
d’études examinant les effets d'un régime hyperlipidique n’utilisent pas de régime
témoin adéquat. Une des pratiques les plus communes est l'utilisation de régime
standard de laboratoire en tant que régime témoin. Cependant, la composition de ces
régimes est soumise a des variabilités de composition entre les différentes séries de
production, introduisant un biais concernant la reproductibilité des résultats
notamment. Par ailleurs, les compositions en protéines, en glucides, en fibres, en
vitamines ou minéraux peuvent étre tres différentes du régime expérimental. Par

exemple, si une étude met en évidence des effets d’'un régime pauvre en lipides par
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rapport a un régime standard de laboratoire, la conclusion apportée sera sans doute que
ces effets s’expliquent par les différences de composition en lipides. Or, ces effets
pourraient étre dus a une différence de composition en protéines ou de tout autre
composé du régime. Une étude parue en 2008 a rapporté que parmi 35 études, publiées
dans des journaux a fort impact facteur, qui s’'intéressaient au régime hyperlipidique,
presque la moitié utilisait le régime standard de laboratoire comme régime témoin,
démontrant le manque d’attention porté au groupe témoin (Warden et Fisler, 2008).
Par ailleurs, de plus en plus d’études suggerent que les effets médiateurs de la nutrition
pourraient passer par des processus épigénétiques, notamment via les vitamines telles
que le folate ou la choline (Choi et Friso, 2010). Il est donc crucial d’ajuster la
composition du régime témoin. Nous avons donc choisi, dans notre étude, d’utiliser un
régime témoin ne différant du régime hyperlipidique que par sa composition en lipides,
permettant ainsi d’isoler cette variable comme source des effets observés. Par ailleurs, la
composition en AGPI n-6 et n-3 est ajustée pour correspondre au ratio AGPI n-6/n-3

recommandé de 5/1 (Patterson et al., 2012).

1.2. Pertinence du modéle de stress précoce

1.2.1. Séparation maternelle comme modéle de giréssce

Comme chez de nombreuses especes nidicoles, le raton présente une grande
immaturité a la naissance. L’interaction entre la mere et le petit va alors avoir un role
important pour son développement (Barbazanges et al., 1996; Levine, 1966; Maccari et
al,, 1995; Rosenfeld et al., 1993). Hofer avait élaboré une théorie de facteurs régulateurs
« sous-jacents » liés a cette interaction mere-petit (Hofer, 2001). Ces facteurs seraient
impliqués dans la régulation des processus physiologiques comme notamment le
maintien de la température corporelle, le rythme cardiaque, les cycles veille-sommeil,
'activité gastro-intestinale (Hofer et Shair, 1982). Par ailleurs, la présence de la mére va
permettre de moduler les taux de glucocorticoides chez le petit. Pendant les premieéres
semaines de vie, il existe une période d’hypo-réponse au stress, caractérisée par une
faible activité de 1’'axe corticotrope. Cette période qui s’étale de J4 a J14, est considérée
comme un mécanisme adaptatif afin de prévenir I'exposition a des taux élevés de

glucocorticoides, connus pour étre déléteres pendant I'ontogénie du systéme nerveux
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central (Edwards et Burnham, 2001; Maccari et al., 2003). Ainsi, des perturbations de
'interaction mere-petit pendant les phases précoces, via des séparations, entrainent des
altérations persistantes sur les réponses physiologiques et comportementales a 'age
adulte. De nombreux modeles de séparation ont été développés, qui varient en fonction

de la fréquence et de la durée de séparation, pour revue Lehmann et Feldon (2000).

Il a été montré que les conséquences de privations maternelles aigiies pendant 24h
étaient en partie liées a des carences nutritionnelles résultant d'un manque
d’allaitement maternel prolongé (Schmidt et al., 2006). Etant donné que notre travail
impliquait une manipulation nutritionnelle (régime maternel hyperlipidique), nous
avons donc choisi le modele de la séparation maternelle chronique (3h/j entre ]J2-14)
dont les effets a long terme ne sont pas attribués a une carence nutritionnelle pendant la
séparation. Par ailleurs, les nombreuses études au cours des 50 dernieres années ont
permis d’établir une bonne caractérisation de ce modele, ce qui offrait un avantage
supplémentaire pour étudier l'impact du régime maternel hyperlipidique sur les

conséquences a long terme de la séparation maternelle.

Il est important de noter que, bien que les manipulations des expériences précoces chez
I'animal aient été utilisées pour expliquer les séquelles liées a I'abus physiques ou
sexuels chez l'enfant, les modéles animaux restent principalement basés sur la carence
de soins maternels. Nous sommes conscients que ces modeles s’apparentent plus a des

situations de négligences ou de carences de soins que des abus physiques ou sexuels.

1.2.2. Choix du groupe témoin

Par ailleurs, il existe 2 types de groupes témoins possibles, des ratons séparés
pendant une courte période (« handling ») ou des ratons non dérangés et laissés avec
leur meére jusqu’au sevrage. Le choix des groupes témoins a toujours été une source de
débat dans la littérature. La procédure du « handling » permet de mimer ce qui se passe
dans la vie naturelle, ou la meére doit s’absenter de la portée afin de se nourrir. Par
ailleurs, le « handling » constitue un groupe témoin approprié dans le sens ou les ratons
sont soumis aux mémes types de manipulations, avec pour seule différence la durée de
séparation avec la mere. Cependant, il a été montré que cette procédure, en elle-méme, a

des effets « bénéfiques » et améliore, par exemple, la réactivité au stress et les
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comportements de type anxieux (Levine, 1966; Meaney et al., 1991; Vallee et al., 1999;
Vallee et al., 1997).

Dans le groupe «non dérangé », les ratons sont soumis aux conditions d’élevage du
laboratoire (i.e changement de litiere) mais restent avec leur mere jusqu’a la fin de la
lactation. Certains auteurs ont proposé que les groupes «non dérangé », «courte
séparation maternelle (handling) » et « longue séparation maternelle » correspondent a
une échelle croissante de degrés de challenge (Macri et Wurbel, 2006). Notre but
premier étant d’examiner lI'impact du régime maternel hyperlipidique sur les effets
déléteres de la séparation maternelle, nous avons utilisé les deux groupes qui
correspondent des degrés de challenge extrémes. Dans notre étude, notre groupe
témoin consistait donc a laisser les ratons témoins avec leur mére pendant toute la

période de la lactation.
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II- Effets différentiels du régime maternel hyperlipidique en fonction

du contexte environnemental

2.1. Effet délétere ou protecteur du régime materidyperlipidique ?

Dans la premiere partie de ce travail de thése, nous sommes intéressées a
I'impact du régime hyperlipidique sur la fonction hippocampique. Nous avons observé
que les descendants adultes exposés au régime maternel hyperlipidique présentent, au
niveau de 'hippocampe, des modifications d’expression de certains genes comme la
doublecortine, le transporteur de glucose 3 et le récepteur a 'insuline. Ceci suggere que
I'exposition précoce a un régime hyperlipidique entraine, de facon durable, une
altération du profil d’expression génique dans 'hippocampe. Ces altérations ne sont,
cependant, pas associées a des perturbations de la mémoire spatiale, ce qui indique
qu’elles ne sont pas drastiques au point de moduler les performances mnésiques

dépendantes de I'hippocampe.

Dans les travaux présentés en troisieme partie, nous avons observé que le régime
maternel hyperlipidique entraine des altérations similaires a celles induites par le stress
précoce. En effet, comme dans le cas de rats soumis a la séparation maternelle, les rats
exposés au régime maternel hyperlipidique ont des perturbations de la réponse
neuroendocrine au stress ainsi qu’'une hypersensibilité viscérale. Ces résultats sont en
accord avec d’autres études qui montrent qu’'un régime périnatal hyperlipidique induit
des dysfonctionnements de 'activité de I'axe corticotrope (Trottier et al., 1998; Walker
et al,, 2008). De maniére intéressante, nous retrouvons aussi que le régime maternel per
se entraine des modifications de I'expression de certains marqueurs dans le cortex
préfrontal des ratons de 11 jours. En effet, I'exposition précoce a ce régime diminue
I'expression de Bdnf et tend a diminuer I'expression de Crh, induisant ainsi un profil
d’expression des génes semblable a celui des ratons exposés a la séparation maternelle.
Du fait du réle du BDNF et de la CRH dans le développement neuronal, des altérations de
ces marqueurs pourraient étre associées a des perturbations de la mise en place des
circuits neuronaux dans le cortex préfrontal. Or, le cortex préfrontal joue un role
important dans la modulation de l'activité de I'axe corticotrope et des comportements

émotionnels (Arnsten, 2009; Ulrich-Lai et Herman, 2009). Il nous apparait alors
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important de noter que des altérations des comportements émotionnels auraient pu
étre observés si les animaux avaient été testés plus jeune, et donc peu de temps apres
I'arrét de l'exposition au régime hyperlipidique. Certains résultats de ce travail
suggeérent néanmoins que le régime maternel hyperlipidique perturbe, de maniére
transitoire, certains comportements. En effet, dans la deuxieme partie de notre travail,
nous avons mis en évidence que le régime maternel hyperlipidique est associé a une
augmentation de la motivation pour des aliments palatables au cours de I'adolescence,
qui disparait ensuite a I'dge adulte. Ce résultat peut s’expliquer par la plus grande
sensibilité aux stimuli récompensants lors de 'adolescence mais peut aussi étre lié au
fait que le temps entre I'arrét de I'exposition au régime hyperlipidique (sevrage) et le
moment d’évaluation (adolescence tardive) était relativement court. En effet, nous
pouvons supposer que les effets liés a I'exposition précoce au régime hyperlipidique
s’atténuent avec le temps, notamment quand les animaux sont nourris avec un régime
témoin apres le sevrage. Par ailleurs, certaines études montrent que les effets du régime
maternel sur le poids (Mitra et al., 2009) ou sur la mémoire spatiale (Tozuka et al., 2010)
ne sont que transitoires et disparaissent ensuite a I'dge adulte. Ainsi, la transition du
régime hyperlipidique vers un régime témoin au sevrage pourrait permettre de
restaurer certaines altérations induites par l'exposition au régime hyperlipidique
pendant la période précoce. Cette supposition est renforcée par les résultats obtenus
dans notre premiere étude. En effet, les animaux exposés au régime hyperlipidique en
période périnatale, puis placés sous régime témoin ne présentent aucun déficit de
mémoire. En revanche, nous avons mis en évidence que des rats exposés au régime
maternel hyperlipidique et maintenus sous ce méme régime a I'dge adulte ont des
déficits de mémoire spatiale dans la tache du labyrinthe aquatique, ainsi qu’une
diminution de la production de néo-neurones dans ’hippocampe et des altérations de
I'expression de certains marqueurs impliqués dans la transmission synaptique. De
telles perturbations ne sont pas retrouvées chez des animaux exposés au régime apres le
sevrage, ce qui suggere un réle de la période périnatale dans les déficits observés dans le

groupe exposé au régime hyperlipidique de la conception jusqu’a I'age adulte.

En résumé, le régime maternel hyperlipidique entraine des modifications moléculaires
subtiles qui n’ont pas d’'impact direct sur le comportement a 1'age adulte, mais qui
favoriseraient I'’émergence de troubles comportementaux dans le cas d’'une exposition

future a un régime hyperlipidique. Ainsi, I'exposition a un régime précoce hyperlipidique
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représenterait un facteur de vulnérabilité dans le cas d’expositions futures a des

situations de challenge environnementales.

De facon intéressante, dans la troisiéme partie de ce travail, nous avons mis en évidence,
pour la premiere fois, que le régime maternel hyperlipidique pendant la période
périnatale protege contre les conséquences déléteres a long terme induites par un stress
précoce. Ainsi, les descendants exposés a la combinaison séparation maternelle/régime
maternel hyperlipidique, ne présentent aucun déficit comportemental et aucune
modification de la réactivité au stress, a 'age adulte. Par ailleurs, I'exposition au régime
maternel hyperlipidique restaure les altérations d’expression génique dues au stress
dans le cortex préfrontal des ratons. Ceci suggere, de manieére surprenante, que dans

certaines situations, le régime maternel hyperlipidique peut étre « bénéfique ».

2.2. Théories pouvant expliquer l'effet différentié du régime maternel hyperlipidique

sur la sphere cognitivo-émotionnelle

Le régime maternel hyperlipidique serait « néfaste » si 'animal se trouve dans un
environnement précoce « normal » mais serait, bénéfique dans des situations ou les

pressions environnementales sont élevées, comme dans le cas d'un stress précoce.

Etant donné les effets du régime hyperlipidique a I'age adulte, il a été suggéré que le
régime hyperlipidique pourrait étre considéré comme un « stresseur » (Legendre et
Harris, 2006; Tannenbaum et al.,, 1997). Nous proposons donc que le régime maternel
hyperlipidique peut étre apparenté a un stress précoce. Dans notre cas, le régime
maternel hyperlipidique pendant la gestation et la lactation représente sans doute une
combinaison d’'un «stress » prénatal et postnatal. Il serait d’ailleurs intéressant de
comparer les effets du régime maternel hyperlipidique en restreignant I'exposition au

régime a une seule de ces deux périodes.

Il existe deux théories dans le cas d’'une exposition a de multiples « stresseurs » au cours
de la vie, I'hypothése cumulative ou I'hypothése de discordance (Figure 7) (Nederhof
et Schmidt, 2012).
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Hypothése cumulative Hypothése de discordance

Stress adulte

disea

Stress précoce Stress précoce

Figure 7: Schéma représentant les deux hypothéses dansle cas
d’expositions multiples au siress (adapté de Nederhof et Schmidt,
2012)

L’hypotheése de la «discordance » postule que la discordance entre les pressions
environnementales pendant la période précoce et celles a I'dge adulte, aboutit a
I’émergence de troubles. Dans cette derniere, il est proposé qu'un environnement
précoce « délétere » permette une adaptation dans le cas d’'une exposition future a un
environnement « délétere ». Des lors, le fait d’expérimenter des situations stressantes
pendant la période précoce fournirait des capacités d’adaptation permettant de lutter
contre le stress a 1'dge adulte. Cette théorie de la discordance peut étre utilisée dans le
cas d’'une combinaison entre un stress prénatal et postnatal. Ainsi, I'exposition a un
environnement prénatal délétere permettrait d’étre «adapté» dans le cas d’une

exposition a un stress postnatal.

Cette théorie est appuyée par des travaux de la littérature. En effet, il a été montré qu’'un
stress prénatal diminue les vocalisations émises par des petits séparés de leur mere
pendant la lactation, suggérant ainsi que le stress prénatal atténue les effets d'un stress
postnatal (Morgan et al,, 1999). Des résultats similaires ont été obtenus dans le cas d’'un
« stress prénatal nutritionnel ». Il a été montré qu'une carence en protéines pendant la
gestation contrecarre la diminution de prolifération cellulaire dans le gyrus dentelé de
I’hippocampe induite par une séparation maternelle de 30min chez des ratons de 7 jours
(King et al, 2004). Un environnement prénatal « délétére » apparait alors comme

protecteur contre les effets néfastes d’un stress postnatal.

Ainsi, nous proposons que l'exposition au régime maternel hyperlipidique pendant la
période périnatale représenterait un « stresseur » pour le petit en développement, qui
entrainerait des modifications physiologiques ou moléculaires, permettant de modeler

et d’adapter I'organisme a une exposition future au stress de séparation maternelle (voir
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partie III). En revanche, ces modifications induites par I'exposition précoce au régime
hyperlipidique seraient délétéres chez les ratons témoins, ou les pressions

environnementales sont absentes.

A contrario, I'hypothése est du stress cumulé (« cumulative »), postule que la
combinaison d’un stress précoce et d’'un stress adulte améne a I'’émergence de troubles.
Nous proposons d’appliquer cette hypothése dans notre cas d’exposition a un régime
maternel hyperlipidique pendant la période précoce suivie d’'une exposition a ce méme
régime en post sevrage. Ainsi, cette hypothése cumulative expliquerait la présence de
déficits mnésiques chez les animaux exposés au régime hyperlipidique tout au long de la
vie, ainsi que l'absence de déficit chez les animaux exposés au régime seulement

pendant la période précoce.

En résumé, nous proposons que les deux hypothéses (de la discordance et
cumulative) interviennent mais a différents moments de la vie. En effet, pendant
la période périnatale, qui est une période de haute plasticité et donc de
vulnérabilité aux facteurs environnementaux, I'’hypothése appliquée serait en
faveur de celle de la discordance. Ainsi, I'exposition au régime maternel
hyperlipidique pendant la gestation et la lactation serait considérée comme une
pression environnementale élevée, et serait donc 1) prédictive d’'une adaptation
dans le cas d’'une exposition future a I'adversité, comme un stress de séparation
maternelle ou 2) au contraire associée a une mal-adaptation dans le cas d’'une

faible pression environnementale.

Cependant, a l'age adulte, I'’hypotheése adoptée serait celle de I'hypotheése
cumulative. A savoir, le régime hyperlipidique en post sevrage combinée a
I'exposition au régime maternel hyperlipidique pendant la période précoce,

aboutirait a '’émergence d’altérations cognitives.

Ces deux hypotheses appliquées a notre travail sont représentées dans le schéma de la

Figure 8.
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Figure 8: Schéma illustrant’application des hypothéses cumulative et de discordance, dans le cas d'une exposition au régime
hyperlipidique et/ou stress
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III- Mécanismes potentiels sous-tendant I'effet protecteur du régime
maternel hyperlipidique contre les altérations induites par la

séparation maternelle

3.1. Médiation directe sur le raton en développemén

3.1.1. Modulation par des facteurs « métaboliques »

Bien que ce soit la mére qui consomme le régime hyperlipidique, les petits y sont
exposés, pendant la gestation et pendant la lactation via le lait maternel. Une des
premieres hypotheses pouvant étre avancée serait que les ratons de meéres sous régime
hyperlipidique pourraient étre plus «résistants » a la séparation maternelle. Nous
n’avons observé aucun effet du régime maternel sur le poids des petits au cours de la
lactation. De plus, nous n’avons observé aucune perte de poids significative pendant les
3h de séparation, et aucune différence entre les ratons exposés au régime standard et
ceux exposés au régime hyperlipidique. Cependant, nous ne pouvons exclure que le
métabolisme des ratons exposés au régime maternel hyperlipidique puisse les rendre
plus résistants au stress de séparation. De nombreux travaux montrent que la leptine
peut agir sur le fonctionnement de I'axe corticotrope. Ainsi, la leptine inhibe la libération
de CRH de I'’hypothalamus in vitro et atténue 'augmentation d’ACTH et de CORT induite
par un stress in vivo (Heiman et al,, 1997). Dans notre travail, le régime de la mere n’a
aucun impact sur les taux de leptine plasmatique chez le raton pendant le
développement, ceci suggére donc que la leptine n’est pas impliquée dans l'effet

protecteur du régime maternel hyperlipidique.

Par ailleurs, la consommation de régime hyperlipidique par la mere modifie la
composition du lait. En effet, il a été mis en évidence que la composition en lipides (Rolls
et al., 1986; Trottier et al., 1998), en leptine (Walker et al., 2008) et en insuline (Gorski
et al., 2006) augmente dans le lait des méres nourries au régime hyperlipidique, en
comparaison des meres sous régime standard. Ainsi, les effets modulateurs du régime
maternel hyperlipidique sur les effets de la séparation maternelle pourraient résulter de

I'exposition a certains facteurs présents dans le lait. En mesurant la quantité de lipides
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dans le contenu stomacal des petits, aucun impact du régime maternel n’a pu étre mis en
évidence sur le pourcentage total de lipides. En revanche, des variations du type de
lipides ont été observées, et notamment une augmentation des AGPI n-6, et une
réduction des AGPI n-3. Or, il a été montré que ces AGPI interviennent dans de
nombreux processus physiologiques et moléculaires, comme les processus
inflammatoires (Laye, 2010) ou encore la régulation de I'expression des génes (Jump,
2002; Sessler et al., 1996). Quelques processus impliquant ces AGPI dans les effets
protecteurs du stress précoce seront discutés par la suite. Par ailleurs, de maniére
surprenante, nous avons mis en évidence que le lait « hyperlipidique » contient une plus
faible proportion d’acides gras saturés par rapport au régime témoin. Ce résultat est
surprenant contenu du fait que le régime hyperlipidique contient quasiment deux fois
plus d’acides gras saturés. Ceci suggere donc que la composition du lait ne refléte pas la
composition du régime ingéré par la mere. Ainsi, via un controle de la composition du
lait maternel, I'exposition au régime maternel hyperlipidique, chez le petit, ne serait pas

aussi délétere qu’une exposition directe a ce régime.

3.1.2. Modulation de I'axe cerveau-intestin

La séparation maternelle augmente la perméabilité intestinale (Gareau et al,,
2007) via une action potentielle des glucocorticoides (Moussaoui et al., 2014). Par
ailleurs, il a été mis en évidence que 'administration d’'un antagoniste des récepteurs
aux glucocorticoides (RU486) ou l'administration d’'un inhibiteur de la kinase des
chaines légeres de myosine responsables de la contraction des cellules épithéliales
(ML7), chez le raton, préviennent l'augmentation de la perméabilité induite par la
séparation maternelle (Moussaoui et al., 2014). Des travaux réalisés au laboratoire ont
montré que 'administration chronique de ML7 chez les ratons avant chaque séparation
atténue les altérations de lactivité de l'axe corticotrope et certains déficits
comportementaux chez la descendance a I’age adulte (Minni et al., en préparation). Ceci
suggere que 'augmentation de la perméabilité intestinale pendant la séparation est en
partie la cause des altérations a long terme associées a la séparation maternelle. De
facon intéressante, nos collaborateurs ont trés récemment observé qu'un régime

maternel hyperlipidique réduit la perméabilité viscérale aprés une séparation

161



maternelle (Théodorou et al.,, données non publiées). De plus, I'administration d’acide
palmitique, composant majeur de l'huile de palme, lipide présent en grande quantité
dans la plupart des régimes hyperlipidiques, atténue I'augmentation de la perméabilité
intestinale induite par la séparation maternelle chez le raton (Benoit et al., 2014, non
publié). Au regard de ces résultats, nous proposons que le régime maternel
hyperlipidique riche en AGPI n-6 restaure les altérations de la fonction intestinale des
ratons pendant le développement, expliquant ainsi 'absence de déficits a long terme

induits par la séparation maternelle.

Par ailleurs, l'augmentation de la perméabilité intestinale est associée a une
augmentation de la translocation bactérienne (Gareau et al, 2007). La colonisation
bactérienne pendant la période postnatale joue un role important dans le
développement de 'axe corticotrope. Des souris élevées dans un environnement sans
pathogéne présentent une réponse CORT exagérée apres un stress de contention ainsi
qu'une diminution des niveaux de BDNF dans le cortex (Sudo et al, 2004). Il a été
montré que I'exposition périnatale a un régime hyperlipidique modifie la composition
du microbiote intestinal des descendants (Myles et al., 2013). Ainsi, 'exposition au
régime maternel hyperlipidique pendant la période périnatale pourrait modifier la
composition du microbiote intestinal des descendants, modulant ainsi les effets de la
séparation maternelle. Parmi les mécanismes mis en jeu, il a été suggéré que le
microbiote intestinal pourrait agir sur des processus épigénétiques (Shenderov, 2012).
En effet, le microbiote intestinal produit des composés pouvant agir sur les acteurs des
processus épigénétiques. Par exemple, la fermentation des fibres alimentaires par les
bactéries produit des acides gras a chaines courtes comme le butyrate (Bach Knudsen et
al, 2003), qui sont des inhibiteurs des histones deacétylases (Licciardi et al,

2011),pouvant moduler I'expression des genes via des modifications de la chromatine.

3.1.3. Modulations épigénétiques

Les modeéles animaux ont montré que le stress précoce est associé a des
modifications de la méthylation de certains genes codant par exemple, le récepteurs aux

glucocorticoides, GR (Meaney and Szyf, 2005), la CRH (Wang et al., 2014) ou encore le
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BDNF (Roth et al,, 2009; Roth and Sweatt, 2011). Il a été montré que I'administration
d’'un inhibiteur de la méthylation de I’ADN, la zebularine, module les changements

d’expression de Bdnf induite par le stress précoce (Roth et al., 2009).

De plus en plus de travaux mettent en évidence le role des facteurs nutritionnels dans
les phénomeénes de régulation épigénétique (voir revue, Dauncey, 2013). Dans une
grande variété d’especes, il a été mis en évidence que les nutriments peuvent ainsi agir
sur les profils de méthylation et influencer le phénotype (Mckay and Mathers, 2011;
Wakeling et al, 2009). L'un des exemples représentatifs de cette régulation
nutritionnelle des processus épigénétiques est le cas de la détermination du phénotype
des abeilles (ouvriére vs. reine). En effet, il a, récemment, été montré que le devenir de la
larve dépend des méthylations de ’ADN qui sont modulées par les facteurs nutritionnels

de la gelée royale (Weiner and Toth, 2012).

Une étude réalisée chez la souris, a mis en évidence que I'exposition in utero a un régime
hyperlipidique entraine des modifications du profil de méthylation des histones chez le
feetus, dont certaines qui persistent a 1'age adulte (Suter et al, 2014). Par ailleurs,
certains travaux montrent que les effets a long terme du régime maternel hyperlipidique
sur le phénotype de la descendance peuvent étre attribués a des modulations
épigénétiques. Ainsi, 'augmentation de la préférence pour les lipides, observée chez des
descendants de meres sous régime hyperlipidique, est associée a des modifications
d’expression des récepteurs opioides mu et du transporteur de la dopamine dans le
noyau accumbens. L’administration de donneurs de méthyls en plus du régime
hyperlipidique chez la mere contrecarre ces altérations du systeme de récompense et

normalise la préférence pour les lipides (Carlin et al., 2013a).

Dans notre travail, nous avons montré que le régime maternel hyperlipidique atténue
I'induction de Rest4, un facteur de transcription intervenant dans la différenciation
cellulaire, et qu’il normalise I'expression basale de Bdnf, Crh et 5HT-r1A dans le cortex

préfrontal des ratons exposés a la séparation maternelle.

En utilisant des modeéles transgéniques, il a été montré I'implication directe du récepteur
5HT-r1A dans les comportements de type anxieux a 'age adulte (Gross et al., 2002). Par
ailleurs, de plus en plus de données suggerent l'implication du BDNF dans la
vulnérabilité émotionnelle, pour revue (Autry and Monteggia, 2012). Ainsi, nous

proposons que la restauration des niveaux d’expression de ces marqueurs dans le cortex
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préfrontal des ratons stressés, par le régime maternel hyperlipidique, via des processus
épigénétiques, serait en partie responsable de I'absence de déficits émotionnels a 1'age
adulte. Les modifications épigénétiques induites par le régime maternel hyperlipidique
pourraient interagir avec les altérations épigénétiques causées par le stress précoce, et

aboutir a une normalisation du profil de méthylation.

Des expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer les acteurs ainsi
que les cibles impliqués dans l'effet du régime maternel hyperlipidique sur la
restauration des profils d’expression génique des ratons exposés a la séparation

maternelle.

Nous venons de voir que l'effet protecteur du régime maternel hyperlipidique
pourrait s’expliquer par des effets directs chez le petit. Cependant, d’autres

processus pourraient étre mis en jeu, et notamment un effet indirect via la mere.

3.2. Effet indirect via la mere

3.2.1. Modulation du stress de la mére

Etant données les interactions entre stress et régime hyperlipidique, nous avons

étudié I'impact de ce régime sur le stress de la mére séparée de ses ratons.

En effet, la mere consomme le régime hyperlipidique. De plus, cette procédure de
séparation maternelle est non seulement un stress pour le raton mais aussi pour la
mere. Ainsi, des études ont mis en évidence une augmentation a long terme des
comportements de type anxieux et dépressifs chez des meres soumises au protocole de
séparation maternelle (Aguggia et al., 2013; Boccia et al., 2007; Maniam and Morris,
2010a; Toigo et al., 2012). Dans notre étude, nous avons observé que les meéres sous
régime hyperlipidique consomment plus de nourriture pendant les 3h de séparation.
Cette augmentation de la consommation alimentaire est spécifique des sessions de
stress, puisque la consommation quotidienne totale chez ces meres ne different pas de
celle des meres sous régime témoin Ce résultat est en accord avec les données de la
littérature rapportant une augmentation de nourriture palatable induite par le stress (la
Fleur et al., 2005; Pecoraro et al., 2004). A la fin des deux semaines de séparation, les

meres stressées sous régime hyperlipidique sont moins anxieuses que les meéres
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stressées sous régime témoin. Ainsi, la consommation du régime hyperlipidique
palatable permet d’atténuer les comportements de type anxieux, suggérant un effet

« anti-stress » du régime.

Des travaux montrent que la mére a un role important dans les effets de la séparation
maternelle. Ainsi, Huot et al. ont montré que lorsque l'on donne une portée de
substitution a la mere pendant la période ou elle est séparée de ses petits, les
dysfonctions de l'axe corticotrope induits par la séparation maternelle, chez la
descendance adulte, sont atténués (Huot et al., 2004). Ceci suggere que la réduction du
stress chez la mere prévient les effets a long terme de la séparation maternelle chez la
descendance. Dans le cadre de notre travail, nous proposons que la consommation du
régime hyperlipidique pendant la séparation puisse avoir un effet « anti-stress » chez la
mere, qui participerait a l'atténuation des conséquences déléteres de la séparation

maternelle chez le petit.

3.2.2. Modulation du comportement maternel

Par ailleurs, nous avons observé une augmentation du comportement maternel
chez les meres stressées sous régime hyperlipidique par rapport aux meres stressées
sous régime témoin. Ce résultat est en accord avec des travaux précédents qui ont mis
en évidence que la consommation d'un régime hyperlipidique augmente le soin apporté
aux petits, (Bertino, 1982; Purcell et al., 2011). Les processus sous tendant cette
augmentation du comportement maternel ne sont pas encore connus. Cependant, des
résultats que nous avons obtenus tout récemment, laisseraient présager d’un role du
petit dans 'augmentation du comportement maternel des meres. Dans ce travail, nous
avons examiné l'impact du régime maternel hyperlipidique sur les ultrasons émis lors
d’une séparation maternelle. En effet, quand la mere s’éloigne du raton, il émet alors des
ultrasons situés entre 30 et 90Hz destinés a diriger le comportement maternel de la
mere (Hofer and Shair, 1978; Noirot, 1972). Nos résultats préliminaires indiquent que
les ratons exposés au régime maternel hyperlipidique ont tendance a émettre plus
d’ultrasons quand ils sont séparés de la mere. Nous pouvons alors émettre ’hypothese
que l'augmentation des ultrasons émis par les ratons exposés au régime maternel

hyperlipidique, potentialise le comportement maternel de la mere. Cette augmentation
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du comportement maternel chez les meres sous régime hyperlipidique pourrait étre
meédiée par les effets directs du régime. En effet, il a été montré que la consommation
d’'un régime hyperlipidique modifie le systeme dopaminergique (Carlin et al.,, 2013b),
qui se trouve étre, par ailleurs, en lien étroit avec le comportement maternel. En effet, il
a été montré que des meres présentant un comportement maternel élevé, ont une
augmentation des pics de dopamine dans le noyau accumbens, pendant les interactions
avec les petits (Shahrokh et al, 2010). Il semble que la consommation du régime
hyperlipidique modifie les propriétés récompensantes de l'interaction avec les petits,

amenant ainsi la mére a augmenter son comportement maternel.

Le réle du comportement maternel dans les effets a long terme de la séparation
maternelle est sujet a débat. La théorie de la médiation maternelle (Denenberg, 1999;
Denenberg et al., 1962) postule que les différences de soins maternels contribuent en
grande partie aux différences de réactivité au stress de la descendance a I'age adulte. En
effet, il a été montré que le «handling » stimule le comportement maternel, en particulier
la fréquence de 1échage des petits et I'allaitement actif et que le niveau de ces soins
maternels est négativement corrélé avec les niveaux de stress et de comportement de
type anxieux chez la descendance adulte (Caldji et al.,, 1998; Liu et al., 1997; Meaney,
2001). L’hypothese d’'une médiation maternelle a ensuite été confirmée par des travaux
qui montrent que les variations interindividuelles de soins maternels sont associées
avec des différences d’anxiété et de réponses au stress chez la descendance a I'age adulte
(Cameron et al., 2005; Champagne et al., 2003b; Francis and Meaney, 1999; Maccari et
al., 1995). Cependant, certains travaux contredisent cette hypothése de la médiation

maternelle.

En effet, une étude a montré que, tout comme la procédure du « handling », la séparation
maternelle augmente le soin envers les petits. Cependant, alors que le handling est
associé a une réduction de la réactivité au stress a I'age adulte, la séparation maternelle
produit l'effet inverse, avec une potentialisation de la réponse au stress (Macri et al,,
2004). Ceci suggere donc le comportement maternel, per se, ne peut expliquer les effets
a long terme de la séparation maternelle sur la réactivité au stress des descendants.
Néanmoins, nous ne pouvons exclure l'implication de la potentialisation du
comportement maternel chez les méres sous régime hyperlipidique dans la protection

des altérations induites par le stress précoce chez la descendance adulte.
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Etant donné la complexité du modele de la séparation maternelle, il parait difficile
d’isoler un seul et unique facteur responsable des effets protecteurs du régime maternel
hyperlipidique. Nous proposons qu’il résulte probablement d’'une combinaison d’effets
directs chez le petit en développement et des effets indirects chez la mere via l'effet anti-
stress du régime et/ou la potentialisation du comportement maternel. Cependant, nous
proposons que les processus épigénétiques jouent un role dans chacun de ces différents
effets. Les perspectives de ce travail seraient donc d’étudier les possibles interactions
entre les modulations épigénétiques induits par le stress précoce et celles engendrées
par le régime maternel hyperlipidique pouvant influencer la programmation du
comportement émotionnel et de la réactivité au stress a I'age adulte. L’hypothése serait
que le régime maternel hyperlipidique restaure le profil de méthylation dans le cortex
préfrontal des ratons exposés a la séparation maternelle. Nous nous attendrions donc a
ce que les niveaux de méthylation, notamment au niveau des promoteurs des genes du
Bdnf, Crf et du récepteur a la sérotonine 1A, soient altérés seulement chez les ratons
stressés précocement issus de meres sous régime témoin. Par ailleurs, il serait
intéressant de moduler sur les processus de méthylation, en utilisant par exemple, des
inhibiteurs des DNMT (DNA méthyltransférases), ou des donneurs de méthyl en plus du
régime hyperlipidique, afin de déterminer le role de ces processus épigénétiques dans

les effets combinés du stress précoce et du régime maternel hyperlipidique.

La figure 9 représente un schéma bilan représentant comment les interactions entre le
stress et la nutrition précoce au travers de potentiels processus épigénétiques agissent

sur la programmation du phénotype adulte.
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Conclusion

Nos résultats contribuent a la démonstration de I'importance de la nutrition et du
stress pendant la période précoce en tant qu’agent de programmation du phénotype
adulte. Nous avons mis en évidence qu’'un environnement nutritionnel hyperlipidique,
indépendamment de I'obésité maternelle, entraine des effets a long terme sur les taux
plasmatiques de certains facteurs métaboliques, sans pour autant modifier le poids des
descendants a I'age adulte. Ceci suggere donc qu'un environnement nutritionnel précoce
hyperlipidique peut laisser une empreinte durable sur le phénotype métabolique de la
descendance. En revanche, I'exposition précoce au régime hyperlipidique, bien qu’il
altere I'expression de nombreux genes au sein de I'hippocampe, n’a pas d’effets majeurs
sur la sphére cognitivo-émotionnelle, sauf si ce régime est maintenu apres le sevrage.
Ces résultats soulignent I'importance de la nutrition précoce en tant que facteur de
vulnérabilité, notamment dans le cas de mauvaises habitudes alimentaires a I'age adulte.
Par ailleurs, nous avons mis en évidence l'implication du stress précoce dans la
programmation du phénotype métabolique a 1'age adulte, avec en particulier une
vulnérabilité a la prise de poids dans un environnement hyperlipidique palatable. Ainsi,
I'environnement nutritionnel doit faire I'objet d’'une attention particuliere chez les

individus exposés a I'adversité pendant I'’enfance.

En revanche, nos résultats démontrent que le régime maternel hyperlipidique protege la
descendance des effets déléteres du stress précoce sur la sphere cognitivo-émotionnelle.
Cet effet protecteur pourrait étre sous-tendu par un effet de la nutrition hyperlipidique
précoce sur la maturation du cortex préfrontal, mais également par un effet « confort

food » chez les meres exposées au stress.
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Figure 9: Schéma bilan illustrant les interactions entre le stress et la nutrition pendant la période précoce dans

la programmation du phénotype adulte (adapté de Lucassen etal, 2013]).
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