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RESUME






Titre : Bases neurobiologiques des troubles de I’humeur et de la cognition associés a 1’obésité

Résumé : L’obésité est une maladie associée a des altérations métaboliques et inflammatoires et
constitue un facteur de risque important de développer des comorbidités telles qu’un diabéte de type 2.
De plus, la prévalence de troubles de ’humeur et de la cognition est élevée chez les sujets obéses. Ces
troubles neuropsychiatriques compliquent la prise en charge de 1’obésité, contribuent a son
aggravation et peuvent a terme favoriser le développement des comorbidités associées. Diminuer le
développement de ces troubles pourrait donc permettre d’améliorer la santé et la qualité de vie des
individus obéses. Dans ce contexte, 1’objectif de cette thése a été de comprendre les mécanismes
neurobiologiques sous-tendant 1’apparition de ces troubles neuropsychiatriques, dans le but
d’identifier de nouvelles cibles potentielles pour le développement de stratégies préventives et/ou
thérapeutiques visant a les réduire. Dans ce but, des modeles animaux d’obésité tels que la souris
db/db, qui présentent une obésité sévére associée a des altérations caractéristiques du syndrome
métabolique, peuvent étre particuliérement utiles. En effet, ces souris présentent des comportements de
type anxieux et des déficits cognitifs, associés a des altérations neurobiologiques dont une
neuroinflammation chronique a bas bruit et une plasticité neuronale altérée dans 1’hippocampe. Nous
avons donc utilisé ce modele pour cibler dans un premier temps 1’inflammation, afin d’étudier son
implication dans ces altérations comportementales. Dans un second temps, nous avons évalué¢ I’effet
d’un régime enrichi en acides gras polyinsaturés de type n-3 et antioxydants, connus pour avoir des
propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices, sur les altérations neuropsychiatriques associées a
I’obésité. Enfin, nous avons mesuré I’effet de I’administration chronique d’un prébiotique,
I’oligofructose, sur les altérations neuropsychiatriques des souris db/db, puisque des études
précédentes ont mis en évidence un rble important du microbiote intestinal dans la régulation du
comportement. De plus, nous avons tenté d’identifier les potentiels mécanismes intermédiaires, en
mesurant en particulier I’impact de I’administration d’oligofructose sur le métabolisme et
I’inflammation systémique, mais aussi sur les systémes neurobiologiques connus pour étre impliqués

dans la régulation de la prise alimentaire et du comportement.

Dans un premier temps, nous avons montré qu’une restriction calorique ou un traitement anti-
inflammatoire diminuait les comportements de type anxieux chez la souris db/db. Cette amélioration
était associée a une diminution sélective de I’expression génique du TNF-a dans 1’hippocampe, ce qui
suggére une contribution de cette cytokine pro-inflammatoire dans les comportements de type anxieux
associés a 1’obésité. Nous avons ensuite confirmé cette hypothése en montrant que le blocage sélectif
du TNF-a cérébral par administration i.c.v. d’étanercept (un récepteur leurre du TNF-o)) diminuait les
comportements de type anxieux chez les souris db/db. De fagon intéressante, des mesures

électrophysiologiques ont permis de montrer que cette amélioration des comportements émotionnels



par 1’étanercept impliquait la modulation de I’activité spontanée des neurones dans I’hippocampe

ventral, région connue pour son role dans la régulation des émotions.

Dans un second temps, nous avons essayé d’identifier de nouvelles stratégies préventives et/ou
thérapeutiques pour améliorer I’humeur et la cognition chez les sujets obéeses. Nous avons donc évalué
I’effet d’un régime enrichi en acides gras polyinsaturés de type n-3 et antioxydants sur les altérations
comportementales des souris db/db. En effet, ces nutriments sont connus pour moduler différents
parameétres neurobiologiques impliqués dans la régulation du comportement. Nous avons montré que
la consommation chronique de ce régime supprimait les déficits de mémoire spatiale dépendante de
I’hippocampe chez les souris db/db dans le test de la piscine de Morris et que cette amélioration
cognitive était probablement sous-tendue par des changements de plasticité neuronale.

Enfin, nous avons évalué si des manipulations du microbiote intestinal pouvaient représenter
une stratégie préventive et/ou thérapeutique pour améliorer les altérations neuropsychiatriques
associées a 1’obésité. Nous avons donc mesuré I’impact d’une manipulation du microbiote intestinal
par des prébiotiques sur les altérations métaboliques et comportementales des souris db/db, mais
également sur les systémes biologiques et neurobiologiques auxguels elles sont associées. Nous avons
montré que les améliorations métaboliques induites par I’administration de prébiotiques chez la souris
db/db étaient accompagnées d’une diminution de I’inflammation périphérique et centrale. Cependant,
ces améliorations n’étaient pas associées a une diminution visible des comportements de type anxieux

et des déficits de mémoire spatiale.

Pour conclure, ces expériences contribuent a montrer que I’inflammation, en particulier le
TNF-a, pourrait étre une cible importante pour le développement de traitements visant a améliorer les
troubles de I’humeur chez les sujets obéses ; alors que des interventions nutritionnelles avec des
nutriments d’intérét pourrait plutot aider a protéger des altérations métaboliques et/ou cognitives chez

ces patients.

Mots clés : obésité, troubles de 1I’humeur, cognition, neuroinflammation, TNF-q, plasticité neuronale,

AGPI n-3, antioxydants, prébiotiques
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SUMMARY







Title: Neurobiological basis of mood and cognitive alterations associated with obesity

Summary: Obesity is a metabolic and inflammatory disorder that represents a major risk
factor for the development of comorbidities such as type 2 diabetes. Obese patients also often
experience mood and cognitive dysfunctions that represent important risk factors for
aggravation of obesity and related outcomes. Reducing the development of such alterations
may therefore allow improving health and quality of life of obese subjects. In this context, this
thesis aimed to decipher the neurobiological mechanisms underlying such neuropsychiatric
alterations, in order to identify new targets for the development of potential preventive and/or
therapeutic strategies aiming to reduce these alterations. To do so, rodent models of obesity
such as the db/db mice, which display severe obesity associated with classical features of
metabolic syndrome, can be particularly useful. Indeed, these mice display anxiety-like
behavior and cognitive alterations, together with neurobiological dysfunctions including
chronic low-grade neuroinflammation and impaired hippocampal neuronal plasticity. We
therefore used this model to first target inflammation, in order to assess its involvement in
these behavioral alterations. Second, we have investigated whether a nutritional intervention
with n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAS) and antioxidants, which are well-known to
display anti-inflammatory and neuroprotective properties, improved obesity-associated
neuropsychiatric alterations. In addition, we have measured the consequences of chronic
administration of the prebiotic oligofructose on the behavioral alterations displayed by db/db
mice since previous studies pointed to the gut microbiota as an important player in the
regulation of behavior. Finally, we have investigated the potential underlying mechanisms by
measuring the impact of this treatment on the metabolism and systemic inflammation, but also

on neurobiological systems known to be involved in the control of food intake and behavior.

We first showed that an anti-inflammatory treatment or caloric restriction reduced
anxiety-like behaviors, and this was associated with a selective decrease of hippocampal
TNF-a mRNA expression, suggesting that this pro-inflammatory cytokine likely contributes
to induce anxiety-like behavior associated with obesity. We then nicely confirmed this
assumption by showing that selectively blocking brain TNF-a by chronically administrating
etanercept i.c.v. (TNF-a decoy receptor) indeed decreased anxiety-like behaviors in obese

db/db mice. Interestingly, we showed by electrophysiological studies that this behavioral



improvement involved etanercept-induced modulation of spontaneous activity in the ventral

hippocampus, which is a brain area known to participate to mood regulation.

Secondly, we tried identifying new preventive and/or therapeutic strategies aiming to
improve mood and cognitive alterations associated with obesity. Hence, we measured if an n-
3 polyunsaturated fatty acids/antioxidants enriched diet, well-known to modulate different
neurobiological mechanisms potentially involved in behavioral alterations displayed by db/db
mice, improved their behavioral alterations. We showed that chronic consumption of this diet
reversed hippocampus-dependent spatial memory deficits displayed by db/db mice in a water-

maze task and that this effect likely involved modulation of neuronal plasticity.

Thirdly, we tested whether manipulating the gut microbiota composition may
constitute a preventive and/or therapeutic strategy to improve the neuropsychiatric alterations
associated with obesity. Hence, we assessed for the first time the effect of microbiota
manipulation with a prebiotic on the metabolic and behavioral alterations displayed by db/db
mice, but also on their systemic and neurobiological correlates. We showed that improvement
of metabolic alterations following prebiotic administration in db/db mice was associated with
selective reduction of peripheral and central inflammation, which is however not

accompanied by detectable improvement of anxiety-like behavior or spatial memory deficits.

To conclude, these experiments contribute to show that inflammation, and especially
TNF-a, could be an important target to develop therapeutic treatments for mood alterations
associated with obesity, whereas nutritional interventions with selective nutrients of interest

may rather help preventing associated metabolic and/or cognitive alterations.

Key words: obesity, mood alterations, cognition, neuroinflammation, TNF-a, neuronal

plasticity, n-3PUFAs, antioxidants, prebiotics
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BH4 : tétrahydrobiopterine

BHE : barriére hémato-encéphalique

CART : cocaine- and amphetamine-regulated transcript
CD : cluster de differentiation

CoQ10 : co-enzyme Q10

CRH : corticotrophin releasing hormone
CRP : C-reactive protein

DAMP : danger-associated molecular patterns
DG : dentate gyrus

DHA : docosahexaenoic acid

DIO : diet-induced obesity

DLT : dépression a long terme

DSM-V : Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5%édition
DT2 : diabéte de type 2

EPA : eicosapentaenoic acid

FADD : Fas-associated death domain protein
G6P : Glucose-6-phosphate

GABA : gamma-aminobutyric acid

GC : glucocorticoids

GLP-1: glucagon-like peptide-1

GLUT 2 : glucose transporter 2

gp : glycoprotéine

GR : récepteur aux glucocorticoides
GTP-CH1 : GTP-cyclohydrolase 1

HDL : high-density lipoprotein

HSP : heat shock protein

ICE : lI-18 converting enzyme

IDO : indoléamine 2,3-dioxygenase

IFN : interféron

IFNAR : interferon alpha receptor

IFNGR : interferon gamma receptor

IL : interleukine
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IL-1Ra : interleukin-1 receptor antagonist
IL-6R : interleukin-6 receptor

IMC : indice de masse corporelle

IR : insulin receptor

IRS : insulin receptor substrate

JAK : janus kinases

LA : linoleic acid

LPS : lipopolysaccharide

MAPK : mitogen-activated protein kinase
MCP-1 : monocytes chemoattractant protein-1
MEPSC : miniature excitatory post-synaptic curren
MR : récepteur aux minéralocorticoides

NF«B : nuclear factor-kappa B

NGF : nerve growth factor

NIH : national institute of health

NMDA : N-methyl-D-aspartate

NPY : neuropeptide Y

NT-3 : neutotrophine 3

NTS : noyau du tractus solitaire

Ob-R : récepteur de la leptine

OMS : organisation mondiale de la santé
PAMP : pathogen-associated molecular pattern
PI13K : phosphatidylinositol 3-kinase

PKB : protein kinase B

PLT : potentialisation a long terme

POMC : pro-opiomelanocortin

PPARy : peroxisome proliferator-activated receptor gamma

PRR : pattern-recognition receptor
PVN : paraventricular nucleus
RTH : ratio taille/hanches

SAA : serum amyloid A

SNC : systéme nerveux central

STAT : signal transducer and activator of transcription

TACE : TNF-a-converting enzyme

tmTNF : TNF transmembranaire

TNF : tumor necrosis factor

TNF-R : TNF-receptor

TRADD : TNF-RI-associated death domain protein
TRAF2 : TNF-R-associated factor 2

VMN : ventromedial nucleus
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Aujourd’hui, I’obésité est devenue une véritable pandémie au niveau mondial puisque
sa prévalence ne cesse d’augmenter, non seulement dans les pays a revenus élevés mais
¢galement dans les pays a revenus faibles et moyens. Elle est définie par 1’Organisation
Mondiale de la Santé comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle
qui représente un risque pour la santé ». En effet, ’obésité est associée a de multiples
altérations biologiques, telles que des troubles métaboliques (hyperglycémie, insulino-
résistance...), qui augmentent le risque de développer des comorbidités comme des maladies
cardiovasculaires, des troubles musculo-squelettiques invalidants et certains cancers (Despres
and Lemieux, 2006; Whiteman and Wilson, 2016). Outre les altérations métaboliques,
I’obésité séveére est associée a un plus grand risque de développer des altérations
neuropsychiatriques telles que la dépression, des troubles anxieux et des altérations cognitives
(Alosco and Gunstad, 2014; Lasselin and Capuron, 2014). Chez le sujet obése, les troubles
neuropsychiatriques compliquent la prise en charge médicale du patient : en effet, la mauvaise
estime de soi et 1’auto-négligence qui résultent de ces troubles participent au mauvais suivi
des traitements et des recommandations d’hygiéne et de diététique, avec un impact
considérable sur la qualité de vie des patients (Brunault et al., 2012). Ces altérations
neuropsychiatriques sont également un facteur de risque pour le développement d’autres
comorbidités, dont les risques cardiovasculaires. De plus, une relation bidirectionnelle existe
entre 1’obésité et la dépression, participant a la mise en place d’un cercle vicieux entre les
deux pathologies. En effet, le développement d’une obésité chez des patients dépressifs
participe a I’aggravation des symptomes neuropsychiatriques. La compréhension des
mécanismes impliqués dans cette relation entre 1’obésité et les troubles neuropsychiatriques

est donc nécessaire afin d’améliorer la prise en charge et la qualité de vie des patients.

Bien que différents mécanismes neurobiologiques puissent avoir un role dans la mise
en place des troubles neuropsychiatriques associés a I’obésité, des études récentes réalisées au
laboratoire et dans d’autres €quipes, tant chez ’Homme que chez I’animal, ont mis en
évidence un role de I’inflammation dans ce processus (Capuron et al., 2016; Castanon et al.,
2014; Castanon et al., 2015). L’obésité est en effet associée a une inflammation chronique dite
a bas bruit, qui se traduit par des concentrations circulantes de facteurs inflammatoires (dont
les cytokines) supérieures a celles observées chez des sujets non obéses. Les cytokines ainsi
libérées dans la circulation peuvent agir a distance sur différents organes dont le cerveau et
entrainer la production de cytokines cérébrales par les cellules gliales, ceci y compris dans des

structures clés dans la régulation de I’humeur et de la cognition, en particulier I’hippocampe
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(Capuron and Miller, 2011). Dans ces structures, les cytokines sont capables de moduler
différents mécanismes neurobiologiques impliqués dans la régulation de la cognition et des
réponses émotionnelles, dont le métabolisme et la fonction de certains neurotransmetteurs,
I’activité de 1’axe corticotrope et la plasticité neuronale. Lors d’une infection, la synthése
transitoire de cytokines cérébrales coordonne un ensemble de changements comportementaux
(anorexie, fatigue, altérations transitoires de la cognition et de I’humeur...) regroupés sous le
terme de «comportement de maladie » (Dantzer, 2001). Nécessaire a la résolution de
I’infection, le comportement de maladie est généralement réversible et ne dure que jusqu’a ce
que le pathogene soit éliminé et que le systeme inflammatoire ne soit plus activé. Cependant,
des conditions telles que 1’obésité sont caractérisées par une activation prolongée du systéme
immunitaire cérébral, conduisant ainsi a des altérations chroniques des systemes impliqués

dans la régulation du comportement.

Afin d’améliorer les altérations comportementales associés a 1’obésité, la mise en
place de stratégies préventives et/ou thérapeutiques non pharmacologiques telles que des
approches nutritionnelles revét un intérét particulier (Blackburn, 1995; Goldstein, 1992). En
effet, des modifications du mode de vie, notamment des habitudes alimentaires, ont un effet
bénéfique sur la santé, en particulier chez des sujets obéses. Par exemple, des nutriments tels
que les acides gras polyinsaturés de type n-3, les antioxydants ou ceux présents dans les
prébiotiques pourraient représenter une stratégie intéressante puisqu’ils peuvent agir de
maniere non spécifique et avoir un impact a la fois sur le métabolisme, 1’inflammation, 1’axe

corticotrope et les troubles neuropsychiatrigues.

Dans ce contexte, ce travail de these a visé a identifier les meécanismes
neurobiologiques sous-tendant 1’apparition des troubles neuropsychiatriques associés a
I’obésité, dans le but d’identifier de nouvelles cibles potentielles pour le développement de
stratégies préventives et/ou thérapeutiques permettant de réduire ces altérations chez le patient

obese.
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I. Obésité
A. Généralités

1. Définition et caractérisation

L’obésité et le surpoids sont définis par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
comme une «accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un
risque pour la santé ». L’indice de masse corporelle (IMC) est une mesure simple du
surpoids et de 1’obésité couramment utilisée chez 1’adulte, basée sur le rapport du poids par la
taille. Il correspond au poids divisé par le carré de la taille et s’exprime en kg/m?. L’IMC
d’une personne de corpulence normale est compris entre 18,5 et 24,9 kg/m?. Lorsque cet
indice est compris entre 25,0 et 29,9 kg/m2, on considere que la personne est en surpoids et un
indice supérieur a 30,0 kg/m? est caractéristique d’une obésité. Celle-ci est ensuite subdivisee
en obésité de grade | (modérée ou commune) entre 30,0 et 34,9 kg/m?, de grade Il (sévére)
entre 35,0 et 39,9 kg/m? et de grade III (massive ou morbide) lorsque I'IMC est supérieur a
40,0 kg/m?. Bien que le calcul de I'IMC soit une méthode acceptée pour définir le surpoids et
I’obésité, cet indice ne prend pas en compte le degré d’adiposité de I’individu et peut
conduire a des conclusions erronées. Par exemple, une personne peut avoir un IMC supérieur
a 30,0 kg/m2 car il a une masse musculaire élevée mais ne pas étre obese. Il est donc
important de prendre en compte les proportions de masse grasse, de tissu osseux, de tissu
musculaire et de 1’eau composant I’organisme. Certains indices, tels que le rapport entre le
tour de taille et le tour de hanche (RTH pour ratio taille/hanches) tiennent compte de cette
adiposité. Le RTH, qui doit étre inférieur a 1 chez I’homme et a 0,85 chez la femme, permet
de prendre en compte les différences de répartition de la masse graisseuse entre les hommes et
les femmes. En effet, les hommes sont généralement caractérisés par une obésité de type
androide, avec une accumulation de tissu adipeux dans la région abdominale et de la poitrine
(rappelant une forme de pomme), alors que les femmes sont caractérisées par une obésité de
type gynoide, avec une accumulation de masse grasse au niveau des hanches, des cuisses et
des fesses (rappelant une forme de poire) (Fig. 1). Pour une quantité de masse grasse
similaire, I’accumulation de tissu adipeux viscéral sera environ deux fois plus importante chez
les hommes que chez les femmes. La répartition de la masse grasse chez 1’homme, en
particulier cette accumulation de tissu adipeux viscéral, est un important facteur de risque

pour les comorbidités associées a I’obésité. En revanche, 1’obésité gynoide, et I'accumulation
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de tissu adipeux sous-cutané, est moins delétere (Blouin et al., 2008; Mogensen, 2009; Shi
and Clegg, 2009).

o -

Obésité gynoide Obesité androide

Figure 1 : Répartition de la masse grasse chez la femme et I'homme (cliniquedelobesite.com)

2. Prévalence et causes

Bien gue longtemps considérés comme des problemes spécifiques des pays a revenus
¢élevés, le surpoids et I’obésité sont désormais en augmentation dans les pays a revenus faibles
et moyens. La prévalence de I’obésité au niveau mondial ne cesse d’augmenter, au point que
de nos jours, 1’obésité est devenue une Vvéritable pandémie (épidémie étendue a toute la
population d’un continent, voire au monde entier). D’aprés de récentes estimations de ’OMS,
le nombre de cas d’obésité dans le monde a plus que doublé depuis les années 1980. En 2014,
39 % des adultes agés de 18 ans et plus (soit plus d’1,9 milliard d’adultes) étaient en surpoids
et 13 % étaient obeses (soit plus de 600 millions d’individus) (Fig. 2). A la méme période, 41
millions d’enfants de moins de 5 ans dans le monde étaient en surpoids ou obeses (OMS,
2014). En France, prés de 15 millions des individus agés de 18 ans et plus (32,3 % de la
population) étaient en surpoids en 2012 et prés de 7 millions étaient obéses (15 % de la
population) (source : étude ObEpi-Roche 2012 réalisée aupres de 25 714 francais de 18 ans et

plus).

Les causes de 1’obésité sont nombreuses et multifactorielles : en effet, I’obésité résulte
d’une relation complexe entre des facteurs biologiques, psychologiques, comportementaux et
environnementaux (Apovian, 2016). La cause fondamentale de 1’obésité est un déréglement
de la balance énergétique. Pour maintenir son poids corporel, un individu doit maintenir un

équilibre entre la quantité de calories ingérées, via 1’alimentation et les boissons, et la quantité
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de calories dépensées par le corps lors de la respiration, de la digestion et de I’activité
physique. Le surpoids et 1’obésité résultent principalement d’une quantité de calories ingérées
supérieure a la quantité de calories dépensées. Le mode de vie actuel associe en effet une
augmentation de la consommation d’aliments riches en calories, facilement accessibles et bon
marché, a une diminution de I’activité physique (Jaworowska et al., 2013) liée an particulier a
I’augmentation du temps passé devant des écrans et 1’utilisation presque systématique de
véhicules motorisés pour les déplacements (Oppert and Charreire, 2012). En plus de ces
facteurs environnementaux, des facteurs géenétiques peuvent également étre impliqués dans le
développement de 1’obésité. Ainsi, 12 loci associés a un risque plus élevé de devenir obese
ont été identifiés (Li et al., 2010). De plus, les risques d’obésité sont augmentés si 1’un des
parents ou les deux sont obéses. Cependant, les enfants partageant les habitudes de vie de
leurs parents (type d’alimentation, fréquence des activités physiques, etc.), la transmission de
I’obésité entre générations dépend vraisemblablement a la fois de facteurs génétiques et des
habitudes familiales. Enfin, d’autres facteurs tels que le stress, 1’age, le manque de sommeil,
certaines maladies endocriniennes et métaboliques (ex : syndrome de Cushing) et la prise
chronique de traitements medicamenteux peuvent également contribuer au développement de
I’obésité (McAllister et al., 2009).

[]<s N s
5-149 [ Datanotavailable

[ 15-249 [ Notapplicable

{ f(!"\zl; World Health
Prevalence of obesity (%6)* E‘,"Lﬁ 9fgamzatxon )'

* BMI = 30 kg/m’

Figure 2 : Répartition mondiale du nombre d'adultes obéses de sexe masculin en pourcentage de
la population (OMS, 2014)
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3. Rappels sur la réqulation de la prise alimentaire

Des altérations des mécanismes contribuant a réguler la prise alimentaire sont sans
aucun doute impliquées dans la mise en place de I’obésité. La compréhension de ces

processus physiologiques est donc une question fondamentale.

Pour la majorité d’entre nous, la composition et la quantité de ce que nous mangeons
varient d’un repas a ’autre et d’un jour a I’autre. Les émotions, les facteurs sociaux et I’heure
de la journée, sont autant de facteurs qui régulent a court terme ce que nous mangeons.
Cependant, alors que chaque individu ingére en moyenne 60 tonnes de nourriture au cours de
sa vie, son poids en tant qu'adulte reste relativement stable. Cette régulation du poids corporel
se fait grace a un phénomene nommé «homéostasie énergétique », qui implique un
ensemble de processus permettant un équilibre entre les apports énergétiques et les dépenses
et le maintien du poids corporel autour d'une constante. Le physiologiste Claude Bernard a été
le premier a introduire ce concept d’homéostasie avec le terme « milieu intérieur » il y a plus
de 150 ans. Il est également le premier a avoir suggéré que le systéme nerveux central
(SNC) régule directement la concentration de glucose dans le sang. Par la suite, des études ont
confirmé un rdéle du glucose, ainsi que d’autres signaux périphériques, dans la régulation
centrale des dépenses énergétiques, de 1’homéostasie du glucose et du comportement
alimentaire. La principale fonction du comportement alimentaire est d’assurer 1’apport de
substrats énergétiques et de composés biochimiques nécessaires au bon fonctionnement de
I’ensemble des cellules de 1’organisme. Le comportement alimentaire comprend une phase
préprandiale, caractérisée par la sensation de faim et qui aboutit a la recherche et a la sélection
de nourriture. Elle est suivie de la phase prandiale qui correspond a la consommation de
nourriture. Pendant cette phase, le besoin de manger diminue progressivement au cours de
I’ingestion des aliments. Enfin, la phase postprandiale est caractérisée par un état de satiété
dont la durée est variable et qui détermine I’intervalle entre les repas. En 1973, Gibbs et Smith
suggeérent que des signaux produits pendant la phase prandiale, appelés facteurs de satiété,
fournissent des informations au cerveau afin d’inhiber la prise alimentaire (Morton et al.,

2006; Schwartz et al., 2000).

Le cerveau est un organe essentiel dans la détection et I’intégration des signaux
métaboliques provenant des différents tissus de 1’organisme. Il doit étre capable de réguler
non seulement la prise alimentaire et le poids corporel, mais également les apports en

nutriments, en particulier en glucose (Cota et al., 2007; Sandoval et al., 2008). Le contrble de
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la prise alimentaire a lieu notamment au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS) du tronc
cerébral, qui recoit des afférences sensorielles gustatives et viscérales, et de I’hypothalamus.
L’hypothalamus est une structure majeure du cerveau qui regoit et intégre des informations
venant de la périphérie (Fig. 3A). Parmi les noyaux hypothalamiques, le noyau arqué (ARC)
est un acteur important de la régulation métabolique : localis¢é dans 1’hypothalamus
médiobasal, le ARC (Fig. 3B) peut détecter des signaux provenant de la circulation grace a la
proximité de 1’éminence médiane ou la barriere hémato-encéphalique (BHE) est perméable,
notamment aux hormones métaboliques circulantes. Deux populations neuronales majoritaires
dans le ARC participent a la régulation du métabolisme. La premiére produit les peptides
anorexigeénes (qui inhibent I’appétit) aMSH (alpha-melanocytes-stimulating hormone), dérivé
du précurseur POMC (pro-opiomelanocortin), et CART (cocaine- and amphetamine-
regulated transcript). L’autre population neuronale produit les peptides orexigénes (qui
stimulent 1’appétit) NPY (neuropeptide Y) et AgRP (agouti-related peptide) (Coll and
Loraine Tung, 2009; Stanley et al., 2005). Par ailleurs, il a été décrit que des délétions
génétiques de POMC, AgRP ou NPY dans le ARC induisaient des troubles métaboliques
modérés ou severes. Les signaux métaboliques détectés par le ARC sont ensuite relayés vers
des régions hypothalamiques de second ordre, parmi lesquelles le noyau paraventriculaire
(PVN) et le noyau ventromédian (VMN) (Fig. 3B), qui contrdlent I’homéostasie énergétique
(Jastroch et al., 2014). L’activité des circuits hypothalamiques impliqués dans la régulation de
la prise alimentaire est finement régulée par des signaux peériphériques provenant du tissu
adipeux, du pancréas et du systéme gastro-intestinal. Parmi ces signaux périphériques, nous
détaillerons seulement les roles de la leptine et de P’insuline. En effet, le modeéle d’obésité
que nous avons choisi d’utiliser au cours de cette thése, la souris db/db, est caractérisé par une
mutation spontanée inactivant le récepteur de la leptine, empéchant ainsi les effets
physiologiques de cette hormone. L’insuline quant a elle, posséde au-dela de son activité dans
le métabolisme, un réle dans la régulation de la mémoire et des réponses émotionnelles,

auxquelles nous nous sommes intéresses au cours de cette thése.
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Figure 3 : Schéma de (A) la localisation de I’hypothalamus dans le cerveau humain et (B) la
localisation des noyaux hypothalamiques

I. La leptine
La leptine (du grec leptos, mince) est une hormone peptidique de 16 kDa. Cette
hormone est le produit du géne ob qui est exprimé de facon prédominante dans les adipocytes
mais aussi, dans une moindre mesure, dans 1’épithélium intestinal, le placenta, et différentes
structures cérébrales, notamment 1’hypothalamus et I’hypophyse (Considine, 2001; Jin et al.,
1999).

La leptine est une hormone anorexigéne dont la production est modulée par la prise
alimentaire : une diminution de la prise alimentaire diminue les taux circulants de leptine, qui
sont a l’inverse restaurés suite a la consommation de nourriture ou a 1’administration
d’insuline. La leptine agit via un récepteur transmembranaire de la famille du récepteur de
I’interleukine (IL)-6. Par épissage alternatif de I’ARNm (acide ribonucléique messager) et
modifications post-traductionnelles, de multiples isoformes du récepteur de la leptine (Ob-R)
sont obtenus. Ils peuvent étre classifiés en 3 formes : longue, courte et sécrétée (ou soluble).
La leptine circulante peut traverser la BHE, par un mécanisme impliquant probablement les
formes courtes du récepteur Ob-R (Boado et al., 1998). La forme sécrétée du récepteur Ob-R
pourrait, quant a elle, se fixer a la leptine circulante et ainsi moduler sa biodisponibilité et
donc son activité (Lammert et al., 2001). Enfin, la forme longue, Ob-Rb, possede un domaine
intracellulaire de longue taille, qui interagit avec des protéines impliquees dans des voies de
signalisation cellulaire notamment responsables de la survie et de la prolifération cellulaire.
Parmi ces protéines, la voie de signalisation implique la protéine de type tyrosine kinase janus
kinase (JAK)-2 et le facteur de transcription STAT-3 (signal transducer and activator of

transcription 3). L’effet de la leptine sur la régulation de la prise alimentaire se fait par la
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fixation de I’hormone sur son récepteur Ob-Rb (Vaisse et al., 1996). Cette forme est trés
exprimée dans 1’hypothalamus, en particulier dans les ARC, VMN et dorsomédian (Fig. 3B).
Dans le ARC, ’ARNm du récepteur Ob-Rb est exprimé dans les neurones NPY/AgRP et
POMC/CART, dont nous avons précedemment décrit le role dans la régulation de la prise
alimentaire : la leptine inhibe 1’activité des neurones orexigénes NPY/AgRP et diminue
I’expression de ces deux peptides. En parallele, elle active les neurones anorexigenes
POMC/CART (Fig. 5). Ainsi, dans des conditions telles que la restriction alimentaire, dans
lesquelles les taux circulants de leptine sont faibles, les neurones NPY/AgRP sont activés et
I’expression de ces peptides est augmentée. Au contraire, lorsque les niveaux plasmatiques de
leptine sont élevés, comme c’est le cas en phase postprandiale, les neurones POMC/CART
sont activés (Ebihara et al., 1999; Schwartz et al., 1997).

L’absence de leptine a des effets importants sur le poids corporel (Fried et al., 2000).
Ainsi, les souris ob/ob, qui sont totalement dépourvues de leptine suite a une mutation du
géne ob, développent une hyperphagie associée a un phénotype d’obésité sévere. De méme,
une déficience en leptine chez I’Homme provoque une obésité sévere, qui peut étre améliorée
par une administration chronique de leptine (Farooqi et al., 2002; Heymsfield et al., 1999). De
facon similaire, une déficience pour le géne codant pour le récepteur de la leptine induit une
prise de poids importante, comme c’est le cas dans un modéle murin d’obésité, la souris
db/db. Bien qu’une petite proportion des patients obéses ait une déficience de production de
leptine, la majorité des individus obeses ont au contraire des taux plasmatiques de leptine
¢levés. Cette observation suggere que 1’obésité soit plus associée a une résistance a la leptine
qu’a un déficit de production. En effet, une administration de leptine chez un modéle rongeur
d’obésité induite par le régime ne permet pas de réduire la prise alimentaire (Friedman and
Halaas, 1998).

ii. L’insuline

L’insuline est une hormone peptidique de 6 kDa sécrétée par les cellules B des ilots de
Langerhans du pancréas. A la périphérie, I’insuline a un rdle majeur dans la régulation de
I’homéostasie du glucose, notamment dans sa recapture et son stockage. La production
d’insuline augmente rapidement aprés la consommation d’un repas. Tout comme la leptine,
elle posséde un réle anorexigéne en agissant au sein du SNC. Une administration intra-
hypothalamique d’insuline chez le rat diminue la prise alimentaire et le poids corporel et

altere I’expression hypothalamique des génes qui régulent la prise alimentaire. A I’inverse,
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une injection d’anticorps dirigés contre I’insuline dans le VMN de I’hypothalamus stimule la
prise alimentaire (McGowan et al., 1992). L’insuline entre dans le cerveau par un mécanisme
saturable qui implique des récepteurs localisés au niveau de la BHE. Elle peut également étre
produite localement, mais cette production au niveau central reste minoritaire. L’insuline agit
sur son récepteur (IR pour insulin receptor) composé d’une sous-unité a extracellulaire, sur
laquelle elle se fixe, et d’une sous-unité B intracellulaire possédant une activité tyrosine
kinase. Les récepteurs a 1’insuline sont exprimés dans de nombreuses structures cérébrales, en
particulier dans des noyaux de I’hypothalamus tels que le ARC et le PVN, mais également
dans d’autres structures comme I’hippocampe (Schulingkamp et al., 2000). L’activation d’IR
induit la phosphorylation des sites tyrosine des protéines IRS-1 et IRS-2 (insulin-receptor
substrate-1 et 2). IRS-2, qui est fortement exprimé dans le ARC, est impliqué dans les effets
anorexigenes de I’insuline. Puis, 1’activation d’IRS-1 et IRS-2 induit I’activation de la voie de
signalisation associée a I’enzyme PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) (Fig. 4) (Ghasemi et
al., 2013b; Porte et al., 2005). Comme dans le cas de la leptine, les neurones POMC/CART et
NPY/AgRP sont des cibles essentielles de 1’insuline et sont des médiateurs de 1’effet de celle-

ci sur I’homéostasie du glucose (Fig. 5) (Varela and Horvath, 2012).
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Figure 4 : Voie de signalisation de I'insuline
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Il est clairement établi qu’une prise de poids diminue la sensibilité a I’insuline. De
plus, lorsque le poids augmente, la sécrétion d’insuline augmente en conditions basales, mais
également en réponse a une prise alimentaire, ceci afin de compenser cette résistance a
I’insuline. Comme pour la leptine, les taux élevés d’insuline dans le plasma de patients obeses
suggerent que 1’obésité est associée a une insulino-résistance plus qu’a une déficience en

insuline (Stanley et al., 2005).
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Figure 5 : Schéma simplifié de I'action de I'insuline et de la leptine sur la régulation de la prise
alimentaire (adapté de Varela and Horvath, 2012)

B. Troubles associés a ’obésité

L’obésité est associée a de multiples altérations biologiques qui affectent
considérablement la qualité de vie du patient. Au cours de cette these, nous nous sommes
intéressés aux altérations de différents systémes biologiques et neurobiologiques altérés chez
les sujets obeses, en particulier aux troubles métaboliques, aux dysfonctionnements de I’axe
corticotrope et aux déregulations du systeme immunitaire. En effet, comme nous le verrons
dans le chapitre I, il a été décrit que ces différents systemes biologiques pouvaient participer
au développement des troubles de I’humeur et de la cognition chez des individus obéses. De
plus, des systémes altérés chez les sujets obéses, comme 1’axe corticotrope ou le systéme
immunitaire, sont connus pour interagir. Cette interaction peut ainsi conduire a la mise en

place d’un cercle vicieux et a ’aggravation des différents troubles associés a I’obésité.
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1. Altérations métaboliques et comorbidités associées

Une hausse de 'IMC est un facteur de risque majeur de développer des comorbidités
telles que des maladies cardiovasculaires (premiére cause de déces au niveau mondial en
2012), des troubles musculo-squelettiques invalidants comme 1’arthrose et certains cancers
(OMS). En effet, de 11 a 43 % de certains cancers (vésicule biliaire, cesophage, rein,

endomeétre) sont attribuables a 1’obésité et au surpoids (Whiteman and Wilson, 2016).

L’obésité est également associée a une augmentation du risque de diagnostic d’un
syndrome métabolique (Despres and Lemieux, 2006). Ce diagnostic est établi lorsque le

patient présente au moins trois des cing criteres suivants (National Institute of Health, NIH) :

= Obésité abdominale (ou androide) : I’excés de tissu adipeux au niveau
abdominal représente un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires
plus important qu’un excés d’adiposité sur une autre partie du corps,

= Hypertriglycéridémie,

= Faible taux de cholestérol HDL (high-density lipoprotein). Le cholestérol HDL
permet de conduire le cholestérol des artéres vers le foie pour qu’il soit ensuite
éliminé,

= Hypertension,

» Hyperglycémie a jeun.

Enfin, I’obésité est 1’un des facteurs de risque majeurs du diabete de type 2 (DT2).
Les mécanismes sous-tendant cette association semblent impliquer une inflammation du tissu
adipeux induisant une résistance a 1’insuline (Hotamisligil et al., 1993). Une étude réalisée
aux Etats-Unis montre qu’une obésité sévere (IMC compris entre 30 et 34,9 kg/m?) a I’age de
18 ans prédit 57 % de risques de développer un DT2 au cours de la vie de 1’individu, alors que
ce risque n’est que de 19,8 % chez un sujet ayant une corpulence normale (IMC entre 20,0 et
24,9 kg/m2) au méme &ge (Narayan et al., 2007). De plus, 23,6 % des nouveaux cas de DT2
diagnostiqués entre 2006 et 2011 concernaient des individus en surpoids et 47,9 % des
individus obeses (Nichols et al., 2015). Le DT2 est caractérisé par une hyperglycémie a jeun
et par une diminution de la tolérance au glucose, toutes deux induites par une résistance a
I’insuline périphérique et une altération progressive de la fonction des cellules B du pancréas

(Jaacks et al., 2016).
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2. Obésité et dérégulations de 1’axe corticotrope

I. L’axe corticotrope en conditions physiologiques

La survie et le bien-étre nécessitent une adaptation permanente aux stimuli externes et
aux variations de 1’environnement interne (McEwen, 2007). Cette adaptation est possible
grace a I’intégration centrale de signaux sensoriels permettant une coordination des réponses
comportementale, autonome et endocrine. L’ensemble de ces réponses va permettre le
maintien de I’homéostasie. Une des réponses endocrines majeures est celle de I’axe
corticotrope. Lors d’une modification de 1’homéostasie, la stimulation des neurones
parvocellulaires du PVN de I’hypothalamus induit la libération d’arginine vasopressine
(AVP), responsable de la libération de corticolibérine ou CRH (corticotrophin releasing
hormone). Ces neuropeptides stimulent alors la production de I’hormone adrénocorticotrope
ou ACTH (adrenocorticotropic hormone) par I’hypophyse. L’ACTH stimule ensuite les
glandes surrénales qui sécrétent alors le cortisol chez ’Homme et la corticostérone chez le
rongeur (Fig. 6). Le cortisol et la corticostérone, regroupés sous le terme de glucocorticoides
(GC), permettent I’initiation d’une réponse adaptative de 1’organisme aux changements de
I’homéostasie. L’activation de 1’axe corticotrope en situations physiologiques se fait de
maniére autonome, selon un rythme circadien, mais également en réponse a des changements
de ’homéostasie (sommeil, prise alimentaire...). De plus, I’exposition a un stress, qu’il soit
systémique (ou homéostatique, c'est-a-dire provenant de stimuli physiques, par exemple le
froid, ’hypoxie, une hémorragie ou un malaise gastrique) ou bien psychogénique (ou
psychologique, c'est-a-dire nécessitant une intégration et une interprétation des stimuli
sensoriels, ex : stress de contrainte, stress social, peur) va engendrer une forte activation de

I’axe corticotrope (Tsigos and Chrousos, 2002).

Les GC agissent au niveau de leurs tissus cibles en se liant a deux types de récepteurs
nucléaires localisés en périphérie et dans le cerveau : le récepteur aux minéralocorticoides
(MR) et le récepteur aux GC (GR). A 1’état inactif, les récepteurs aux GC sont présents dans
le cytoplasme sous forme de complexe multiprotéique composé du récepteur et de protéines
chaperonnes ou HSP (heat shock protein) (Zhou and Cidlowski, 2005). La liaison des GC a
leurs récepteurs entraine la dissociation des HSP et du récepteur, permettant la translocation
nucléaire de celui-ci. Dans le noyau, les récepteurs s’associent entre eux pour former des
dimeéres (GR/GR, GR/MR ou MR/MR). lls peuvent alors induire ou réprimer la transcription
de génes cibles en interagissant avec un élément de réponse aux glucocorticoides ou GRE

(glucocorticoid response element) ou avec d’autres facteurs de transcription déja présents sur
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I’ADN (Zhou and Cidlowski, 2005). Le MR posséde une affinité pour les glucocorticoides
environ 10 fois plus élevée que le GR. Dans le cerveau, I’expression des MR est restreinte aux
structures limbiques (dont 1’hippocampe). Le GR est quant a lui exprimé de facon quasi-
ubiquitaire dans le cerveau, méme si son expression est particulierement élevée dans
I’hippocampe (Derijk and de Kloet, 2008). Les GR, moins liés aux GC en conditions basales,
vont progressivement &tre occupés lors d’une hypersécrétion de GC notamment lors d’un
stress. Ainsi, la fixation des GC aux GR engendre la plupart des effets physiologiques connus
permettant la réponse au stress. Celle-ci regroupe I’ensemble des adaptations psychologiques,
comportementales et biologiques mises en place face a un changement de 1’environnement
interne ou externe (Mormede et al., 2002). Parmi ces effets physiologiques, il a été décrit que
I’activation de I’axe corticotrope pouvait induire la production de glucose par le foie,
I’inhibition de la synthése de glycogeéne et 1’inhibition de la recapture de glucose par le
muscle et le tissu adipeux. L’exposition a une sécrétion élevée de GC peut quant a elle
provoquer une accumulation de tissu adipeux et une diminution de la synthése d’insuline par
le pancréas (Rosmond, 2003). Comme la plupart des systémes neuroendocriniens, 1’axe
corticotrope est un systéme en cascade, avec une boucle de rétroaction négative grace a
laguelle les GC inhibent leur propre sécrétion (Keller-Wood and Dallman, 1984). Ce
rétrocontrole négatif s’effectue au niveau des différentes structures cérébrales constituant
’axe corticotrope et implique I’inhibition, par les GC, de la transcription des génes conduisant
a la synthése et la libération de la CRH et de ’ACTH. Il a pour but final de réduire la
production et la libération des GC dans le sang et ainsi limiter la durée d’exposition des

organes cibles a ces hormones, déléteres a long terme pour 1’organisme.
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Figure 6 : Axe corticotrope et glucocorticoides

ii. L ’axe corticotrope en conditions d obésité

Comme décrit précédemment, 1’activation de 1’axe corticotrope en conditions
physiologiques entre en jeu dans la régulation du stockage énergétique, notamment dans le
métabolisme du glucose. Cependant, dans des contextes d’activation soutenue et/ou répétée de
I’axe corticotrope comme un stress chronique, un syndrome métabolique ou des maladies
comme le syndrome de Cushing, la sécrétion accrue de GC induit des effets déléteres sur
I’organisme. Parmi ceux-Ci, une accumulation de tissu adipeux ou une diminution de la
synthése de I’insuline peut accentuer ou contribuer a la mise en place progressive d’une
obésité viscérale et/ou d’une insulino-résistance (Rosmond, 2003). De plus, de nombreuses
¢tudes ont mis en évidence des dérégulations de I’axe corticotrope chez des individus obéses,
suggérant ainsi la mise en place d’un cercle vicieux entre altérations de 1’axe corticotrope et

troubles meétaboliques.

Chez I’'Homme, ’obésité est associée a des altérations de 1’axe corticotrope, en
particulier lorsqu’elle est caractérisée par une accumulation de tissu adipeux au niveau de la
région abdominale (obésité androide). En effet, des femmes présentant une obésité de type
androide ont une augmentation de concentration plasmatique et salivaire de cortisol en

réponse a une injection d’ACTH (Duclos et al., 2001). Différentes études réalisées dans des
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mode¢les animaux d’obésité ont permis de préciser la nature des dérégulations de 1’axe
corticotrope associées a I’obésité. En effet, les taux plasmatiques de corticostérone sont ¢levés
dans le modéle murin d’obésité génétique db/db, indépendamment de toute stimulation (Dinel
et al., 2011, 2014; Stranahan et al., 2008; Wosiski-Kuhn et al., 2014). Cette augmentation des
taux plasmatiques de corticostérone est également observee chez des rats dés la premiére
semaine de consommation d’un régime hyperlipidique, en comparaison avec des rats nourris
avec un régime standard (Tannenbaum et al., 1997). Enfin, ’exposition a un régime
hyperlipidique pendant 12 semaines chez la souris engendre une perturbation du rythme
circadien de sécrétion de corticostérone, avec une diminution des taux plasmatiques de
corticostérone et des taux de CRH dans le PVN lors des pics circadiens, comparativement aux
souris controles (Auvinen et al., 2012).

L’obésité est également caractérisée par une altération de la réponse de 1’axe
corticotrope a différents neuropeptides, stress psychologiques ou nutriments et par une
augmentation de la densité de GR dans des tissus comme le tissu adipeux (Pasquali et al.,
2006). Par exemple, I’é¢tude de Tannenbaum et collaborateurs montre que la réponse de I’axe
corticotrope a un stress aigu de contention est amplifiée chez les rats nourris avec le régime
hyperlipidique, en comparaison aux rats nourris avec le régime standard (Tannenbaum et al.,
1997). De fagon similaire, I’augmentation des taux plasmatiques de corticostérone en réponse
a une injection de LPS (lipopolysaccharide, un composant de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif) est plus importante chez des souris nourries avec un régime
hypercalorique pendant 20 semaines que chez des souris nourries avec un régime standard
(Andre et al., 2014). De plus, de nombreuses données indiquent que les peptides impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire et des hormones telles que la leptine, dont I’activité
est altérée dans des contextes d’obésité, peuvent également moduler I’activité de I’axe
corticotrope (Malendowicz et al., 2007). En effet, la production de leptine et ses récepteurs
sont localisés dans les structures centrales de I’axe corticotrope : I’hypothalamus et

I’hypophyse. Au sein de ces structures, la leptine module la sécrétion de CRH et d’ACTH.

3. Obésité et inflammation a bas bruit

Outre les dérégulations métaboliques et de I’axe corticotrope observées chez ’Homme
et ’animal obéses, une inflammation chronique a bas bruit est également tres souvent
décrite chez ces sujets, tant a la périphérie que dans le cerveau. Cette inflammation a bas bruit

est caractérisée par une synthese chronique de cytokines inflammatoires, a des niveaux
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toutefois inférieurs a ceux observés en réponse a une stimulation immune. Ainsi, 1’obésité est
désormais considérée comme une Véritable pathologie inflammatoire. Le lien entre
inflammation et troubles métaboliques a été d’abord été suggéré par 1’observation de
nombreux cas d’insulino-résistance chez des patients en situations infectieuses comme ceux
étant atteints de septicémies (Hillenbrand et al., 2012). Puis, il a été démontré que le tissu
adipeux sécrétait des cytokines inflammatoires, qui pouvaient inhiber la voie de signalisation
de I’insuline (Tsatsoulis et al., 2013). Ainsi, si I’obésité induit la mise en place d’une
inflammation chronique a bas bruit, cette derniere a des effets inhibiteurs sur la voie de
I’insuline et altére le métabolisme énergétique dans différents tissus comme le tissu adipeux,
le foie et le cerveau. Nous nous sommes donc intéressés, au cours de cette these, aux

altérations du systéme immunitaire associées a 1’obésité.

I. La réponse inflammatoire en conditions physiologiques
Avant de décrire 1’état d’inflammation a bas bruit qui s’établit chez les sujets obeses, il
est important de comprendre le fonctionnement du systeme immunitaire et de la réponse
inflammatoire en conditions physiologiques. La réponse inflammatoire regroupe 1’ensemble
des réactions destinées a lutter contre une infection, c’est-a-dire I’entrée d’un pathogéne

(bactérie, virus...) dans I’organisme.

Le systéme immunitaire est un systeme biologique qui sert de ligne de défense de
I’organisme contre les pathogénes et leurs toxines. Le but de ce systetme est de maintenir
I’intégrité de 1’individu en discriminant le « S0i » du « non-soi ». Le systeme immunitaire doit
donc d’une part reconnaitre et tolérer les cellules de 1’organisme (le « S0i ») et d’autre part
éliminer les pathogénes porteurs de molécules du «non-soi » ou antigénes. Le systéme
immunitaire est caractérisé par 1’activation de deux composantes qui agissent en synergie :

P’immunité innée et 'immunité adaptative.

e Immunité innée et adaptative
L’immunité innée est la premiére ligne de défense lors d’une infection par un agent
pathogene. Elle est toujours activée lors de Iinfiltration d’un agent pathogéne dans
I’organisme (Janeway, 1992). Son action est immédiate et non-spécifique. Elle met en jeu
différents modules de défense. Les barrieres anatomiques et physiologiques empéchent la
pénétration des pathogenes dans I’organisme par des mécanismes chimiques, mécaniques ou
biologiques. Ces barriéres incluent la peau, le mucus et ses mécanismes de clairance, le pH

stomacal, les lysozymes bactériolytiques des larmes, la salive et autres sécrétions, ou encore
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la BHE. Lorsqu’un pathogéne parvient a passer ces barrieres anatomiques et physiologiques,
I’immunité innée met alors principalement en jeu les cellules phagocytaires mononucléaires
(monocytes et macrophages) et polynucléaires (neutrophiles) qui reconnaissent, ingérent et
détruisent les pathogenes par phagocytose (Fig. 7). Lors d’une infection, la détection des
agents pathogenes se fait par la reconnaissance de leurs motifs moléculaires, appelés PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) (Janeway, 1989). Ces motifs sont communs a de
nombreux pathogenes mais sont absents chez 1’hote. La fixation des PAMPs a leurs
récepteurs spécifiques PRR (pattern-recognition receptors), qui sont exprimes par les cellules
phagocytaires, active des voies de signalisation intracellulaires contrélant la transcription de
génes impliqués dans la réponse inflammatoire (Mogensen, 2009). Le systéme immunitaire
inné peut donc détecter des agents pathogénes exogenes, mais il a également évolué dans le
but de détecter des signaux de danger endogenes dérivés de cellules ayant subi des
dommages, par exemple des cellules soumises a un stress tel qu’une nécrose. Cette détection
se fait grace a la reconnaissance de motifs moléculaires spécifiques, appelés DAMPs (danger-
associated molecular patterns) (Wada and Makino, 2016). La vitesse d’action du systéeme
immunitaire inné lui est caractéristique : aprés la détection du PAMP ou du DAMP, quelques
minutes suffisent a induire la réponse immunitaire. Le r6le primordial de cette réponse est
d’éliminer les substances étrangéres ou les cellules 1ésées par phagocytose et de présenter ces

antigenes aux cellules du systéme immunitaire adaptatif, les lymphocytes (Alberts, 2002).

Lorsque I’infection n’a pas pu étre résolue par le systéme immunitaire inné, la réponse
du systétme immunitaire adaptatif se met en place (Fig. 7) (Medzhitov, 2007).
Contrairement au systeme immunitaire inné, la réponse immunitaire adaptative est hautement
spécifique de I’agent pathogéne qui 1’induit et fournit une protection contre celui-Ci sur une
longue durée. La mise en place du systéeme immunitaire adaptatif peut se faire de facon active
(par infection ou vaccination) ou de facon passive (par transmission des anticorps de la mére a
I’enfant). La réponse immunitaire adaptative est effectuée par les lymphocytes qui sont de
deux types, B et T, et qui se différencient par les molécules de reconnaissance qu’ils
expriment (Bendelac et al., 2001). Les lymphocytes B possédent comme molécules de
reconnaissance des immunoglobulines, et produisent des anticorps spécifiques des antigenes
permettant la destruction du pathogene et la mise en place d’une mémoire immunitaire
durable. Les molécules de reconnaissance des lymphocytes T sont appelées « récepteurs des
cellules T », et ’activation de ces récepteurs permet la transformation des lymphocytes T en

cellules T effectrices. Ces cellules T effectrices sont soit des cellules T cytotoxiques,
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exprimant le cluster de différentiation (CD) 8 a leur surface et ayant comme fonction
d’éliminer les cellules infectées, soit des cellules T auxiliaires (ou cellules Th pour cellules T
helper), qui expriment la glycoprotéine CD4 et qui sécretent des protéines solubles permettant
d’activer les autres cellules immunitaires. Une fois 1’antigéne ¢éliminé, la majorité des
lymphocytes T meurent par apoptose, afin d’assurer le maintien d’un pool de cellules T naives
pour faire face a de nouvelles stimulations antigéniques. Cependant, une proportion de
cellules T sont conserveées et constituent un panel de cellules T dites « mémoire », permettant
une réponse immunitaire plus rapide et efficace lors de réexpositions antigéniques (Alberts,
2002).
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Figure 7 : Schéma simplifié de la réponse immunitaire

e Reaction de phase aigue
La réaction de phase aigle est une réponse physiologique immédiate permettant la
défense de I’organisme et le maintien de I’homéostasie (Baumann and Gauldie, 1994). Elle se
met en place précocement, suite a I’activation des macrophages et aux lésions tissulaires

provoquées par I’infection. Son role est d’isoler et de neutraliser les agents pathogénes, ainsi
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que de minimiser les dommages des tissus, tout en favorisant les processus de réparation. La
réaction de phase aigie met en jeu des médiateurs de 1’inflammation appelés cytokines et
comprend trois composantes : une composante locale, une composante systémique et une

composante centrale.

e Les cytokines : acteurs moléculaires de 1’inflammation

Les cytokines sont des polypeptides de masse moléculaire en général inférieure a 60
kDa, produites par de nombreux types cellulaires dont des cellules immunitaires (telles que
les macrophages, cellules microgliales et les monocytes) et non immunitaires (telles que les
astrocytes et les neurones). Ce sont des médiateurs a court rayon d’action ayant une fonction
autocrine (sur la cellule productrice) ou paracrine (sur les cellules voisines), mais qui peuvent
aussi agir a distance comme de véritables hormones (fonction endocrine). Leur activité
biologique se manifeste a de tres faibles concentrations, par liaison a des recepteurs
membranaires spécifiques. Les cytokines peuvent avoir une activité pro- ou anti-
inflammatoire et sont nécessaires a la résolution de 1’inflammation suite a une stimulation du
systeme immunitaire par un agent infectieux. Elles forment un réseau interdépendant de
médiateurs qui influencent mutuellement leur synthese par des boucles de rétroaction
positives et négatives (Cavaillon and Haeffner-Cavaillon, 1993) (Fig. 9). Par exemple, I’IL-
10, anti-inflammatoire, inhibe la synthése de TNF-a. Les grandes familles de cytokines sont
les interferons (IFN), les interleukines, les chémokines et la famille du facteur de nécrose
tumorale (TNF pour tumor necrosis factor)-a.

- L’interleukine-18 :

Appartenant a la famille de I’IL-1, I’IL-1B est une cytokine pro-inflammatoire
synthétisée sous la forme d’un précurseur de 31 kDa qui doit étre clivé par I’enzyme de
conversion de I'IL-1B (ICE pour interleukin-1f converting enzyme) pour donner la forme
active de la cytokine de 17,5 kDa. Dans le SNC, I’'IL-1p est majoritairement synthétisée par
les cellules microgliales, les macrophages périvasculaires et les astrocytes. Sa fixation sur son
récepteur fonctionnel, I’IL-1RI induit 1’activation des voies de signalisation NFkB (Nuclear
Factor-Kappa B) et MAPK (mitogen-activated protein kinases), qui va conduire a la
transcription de génes codant pour de nombreuses protéines de I’immunité innée. Au niveau
cérébral, des études ont mis en évidence la présence de récepteurs de I’IL-1B dans
I’hypothalamus et I’hippocampe (Farrar et al., 1987; Pesce et al., 2011). L’action de I’IL-1 a

été démontrée comme étant critiqgue dans la réponse inflammatoire locale et systémique
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(Dinarello, 2009). L’IL-1B est considérée comme le chef d’orchestre de la synthése des
cytokines périphériques et cérébrales. En effet, elle joue un rdle majeur dans le
développement de la réponse inflammatoire a un stimulus immunitaire systémique tel qu’une

injection intrapéritonéale de LPS (Laye et al., 2000).

- L’interleukine-6 :

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les cellules de 1’immunité
innée (lymphocytes T et B, macrophages et cellules microgliales) et par des cellules non-
immunitaires (cellules musculaires, endothéliales, neurones...). Elle se fixe sur son récepteur
composé de deux glycoprotéines (gp)-130 et d’un récepteur de I’TL-6 (IL-6R). L’IL-6R n’est
exprimé que sur un nombre restreint de types cellulaires, dont les hépatocytes, certains
leucocytes et les cellules microgliales. La principale voie de signalisation activée par la
fixation de 1’IL-6 sur son récepteur est la voie JAK-STAT (Hunter and Jones, 2015; Scheller
et al.,, 2011). Dans le cerveau, ’ARNm de I'[L-6R a été localisé dans I’hippocampe,

I’hypothalamus et certaines zones du cortex (Aniszewska et al., 2015).

- Le facteur de nécrose tumorale-o. :

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire exprimée sous forme d’un précurseur
transmembranaire (tmTNF-a) de 26 kDa, qui est ensuite clivé par la métalloprotéinase TACE
(TNF-a-converting enzyme). Le produit de ce clivage est libéré sous la forme de TNF-a
soluble de 17 kDa. Pour étre actifs, le tmnTNF-a et le TNF-a soluble doivent étre sous la forme
d’homodimeres. Le TNF-a est produit par de nombreux types cellulaires dont les
macrophages, cellules dendritiques, monocytes, cellules microgliales et astrocytes. Cette
cytokine interagit avec deux récepteurs : les récepteurs au TNF de type | (TNF-RI ou p55) et
de type Il (TNF-RII ou p75) (Probert, 2015). Brievement, Le TNF-RI est exprimé de fagon
constitutive par les cellules nucléées et peut étre activé a la fois par le tnTNF-a et par la
forme soluble du TNF-a, bien qu’il lie préférentiellement cette derniére. L’activation du TNF-
RI induit le recrutement d’une plateforme TRADD (TNF-RI-associated death domain
protein) permettant 1’activation de différentes voies de signalisation impliquées dans des
actions diamétralement opposees : la survie et la mort cellulaires (Fig. 8). Le recrutement de
la protéine TRADD induit celui de la protéine FADD (pour Fas-associated death domain
protein) et de la caspase-8, induisant la mort cellulaire. TNF-RI n’a pas une action
cytotoxique dans tous les types cellulaires, il posséde également une action pro-inflammatoire

grace au recrutement par TRADD de tout un ensemble de protéines permettant 1’activation de
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voies de signalisation telles que les voies NFkB et MAPK. La réponse inflammatoire des
souris déficientes pour le récepteur TNF-RI est altérée en comparaison a des souris contréles
(Rothe et al., 1994). Contrairement au TNF-RI, I’expression du TNF-RII est plus restreinte :
elle est inductible et localisée seulement dans les cellules de lignées myéloide et lymphoide.
Le TNF-RII lie préférentiellement la forme tmTNF-a. Ses activités sont plus limitées que
celles du TNF-RI : le recrutement de la protéine TRAF2 (TNF-R-associated factor 2) induit
I’activation des voies de signalisation Akt (ou PKB pour proteine kinase B) et NFkB (Fig. 8).
Son activation semble jouer un rdle dans des processus impliqués dans la survie cellulaire et
I’homéostasie (Wajant et al., 2003). Au sein du SNC, la production du TNF-a se fait dans
différents types cellulaires : cellules microgliales, astrocytes, cellules épendymaires du plexus
choroide et différentes populations de neurones (Sonar and Lal, 2015).

Soluble TNF-«
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Figure 8 : Récepteurs du TNF-a et leurs voies de signalisation (adapté de Urschel and Cicha 2015)

- Lesinterféronsa ety :

Les IFN sont des petites protéines de la famille des cytokines et se répartissent en deux
familles : la famille des IFN de type I (a laquelle appartient I’IFN-a) et la famille des IFN de
type II (comprenant ’IFN-y). Les IFN de type I sont produits par les cellules du systéme
immunitaire mais également par d’autres cellules (cellules épithéliales, cellules

dendritiques...) alors que ceux de type Il sont produits uniquement par les cellules du systéeme
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immunitaire (lymphocytes B et T, cellules natural killer...) (Pestka 2007). L’IFN-a se fixe a
un récepteur appelé IFNAR (IFN-a receptor) constitué des sous-unités IFNAR1 et IFNAR2.
L’TFN-y quant a lui se fixe sur le récepteur IFNGR (IFN-y receptor) constitué des sous-unités
IFNGR1 et IFNGR2. La fixation des IFN-o et y a leurs récepteurs respectifs active les
protéines JAK qui y sont associées, ce qui induit I’activation des voies de signalisation
STATI (pour P'IFNGR) et STATI/STAT2 (pour 'IFNAR). Les dimeéres STAT formés sont
ensuite transloqués dans le noyau ou ils activent la transcription des génes cibles des IFN
(Schindler et al., 2007). Les IFN sont entre autres impliqués dans la lutte contre les virus dont
ils inhibent la réplication (Stetson and Medzhitov, 2006).

IFN-y IFN-a IL-6 IL-10 IL-1B TNF-a
= IFNGR IFNAR IL-6R | | IL-10R | | IL-1RI TNFRI | TNFRII E—
o \\A
JAK JAK JAK PI3K

| |

) J \
STAT1/2 STAT1 STAT3 < MAPK > < NFxB > <CBSP859-3>< Akt >

\/

Figure 9 : Schéma simplifié des cytokines et de leurs voies de signalisation

- L’interleukine-10 :

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui, une fois sécrétée, forme un
homodimeére covalent de 35 kDa, considéré comme la forme active de I’IL-10. Sa fixation sur
son récepteur I’IL-10R induit I’activation de la voie de signalisation JAK-STAT. Elle interagit
¢galement avec d’autres voies et inhibe notamment les voies MAPK et NFkB utilisées par de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Moore et al., 2001). Ainsi, I’effet anti-
inflammatoire de 1’IL-10 passe par le blocage de 1’action des cytokines pro-inflammatoires
dans les cellules de I'immunité innée. De plus, I’IL-10 induit la syntheése de 1’antagoniste
endogene de I'IL-1P, I’IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist), ainsi que de la forme soluble du
récepteur du TNF-a, permettant par un deuxiéme mode d’action de limiter I’action de ces

cytokines pro-inflammatoires (Couper et al., 2008). Enfin, I’IL-10 inhibe la libération d’IL-13
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et de TNF-a induite par le LPS, la prolifération microgliale et 1’astrogliose (Balasingam and
Yong, 1996; Sawada et al., 1999).

e Reaction inflammatoire locale

Durant de nombreuses annees, I’inflammation a été caracterisée par les quatre signes
cardinaux de I’inflammation décrits par Aulus Cornelius Celsus des le premier si¢cle avant
J.C.: rubor et tumor cum calor et dolor (rougeur et tuméfaction avec chaleur et douleur)
(Freire and Van Dyke, 2013). Le cinquiéme signe cardinal de 1’inflammation functio laesa
(perte de fonction) aurait ensuite été inclus dans la description de I’inflammation par Rudolph
Virchow en 1858. Au niveau du site d’infection, la réaction inflammatoire se manifeste
également par une dilatation des vaisseaux, une augmentation de la permeabilité des
capillaires sanguins, un flux sanguin augmenté et un recrutement des leukocytes. Enfin, la
réaction de phase aigiie s’accompagne de [’attraction par chimiotactisme des cellules de
I’immunité telles que les monocytes, macrophages ou neutrophiles. La liaison de ces cellules
aux molécules antigéniques induit d’une part leur phagocytose, et d’autre part la synthese de

molécules inflammatoires telles que les cytokines et les chémokines.

e Réaction inflammatoire systémique

La réaction inflammatoire systémique est caractérisée par un ensemble de réponses
physiologiques coordonnées permettant de limiter la propagation de I’agent pathogéne dans
I’organisme et de lutter contre I’infection. Elle favorise également la guérison et la
récupération. Ces réponses comprennent entre autres une activation de 1’hématopoiese
(production des diverses cellules sanguines), une diminution de la néoglucogénése, un
catabolisme protéique accru et une diminution de la concentration plasmatique de nutriments
et minéraux. La réponse inflammatoire systémique est également caractérisée par
I’augmentation de la concentration sanguine de certaines protéines. Ces dernieres sont
appelées protéines de phase aigiie (APP pour acute phase protein) et participent a la réaction
inflammatoire (Cray, 2012; Monshouwer and Witkamp, 2000). Les APP sont importantes
dans la neutralisation des pathogenes et de leurs produits, dans ’activation du systéme du
complément, dans la phagocytose et dans la modulation de la réponse immunitaire de 1’hote.
La protéine C réactive (CRP pour C-reactive protein) a été la premiére protéine de phase
aigiie décrite, dans les années 1930. Aujourd’hui, la CRP reste un marqueur majeur d’une
infection. Elle joue un rdle capital dans la réponse inflammatoire puisqu’elle posséde des

effets immuno-modulateurs (régule positivement ou négativement la production de cytokines)

48



INTRODUCTION GENERALE

(Li and Chen, 2003), active le systtme du complément (Mold et al., 1999) et stimule la
phagocytose (Schultz and Arnold, 1990). La protéine sérique amyloide A (SAA pour serum
amyloid A) joue également un rdle majeur dans la réaction de phase aigiie. Elle agit comme
facteur attractant des monocytes, cellules polynucléaires et cellules T (Badolato et al., 1994).
De plus, la SAA tient un rdle important dans la régulation négative des processus
inflammatoires. Les concentrations sanguines de la CRP et de la SAA peuvent augmenter
jusqu’a 1000 fois en situation d’inflammation (Pepys and Baltz, 1983; Schultz and Arnold,
1990). Ainsi I’organisme met en place pendant les premiéres heures suivant 1’infection un
systetme de défense périphérique de I’organisme via la production de cytokines et d’APP.

Mais cette réponse inflammatoire présente également une composante centrale.

e Réaction inflammatoire centrale

Le cerveau a longtemps été considéré comme un organe immunologiquement
privilégié puisque la BHE et ses jonctions serrées limitent le passage des cellules
immunitaires et des molécules inflammatoires du sang jusqu’au cerveau. Cependant, 1’étude
des relations neuro-immunes a montré qu’un épisode infectieux s’accompagne de
modifications comportementales telles qu’une grande fatigue, une apathie, une difficulté a se
concentrer, une perte d’appétit, des troubles du sommeil, une réduction de 1’intérét pour
I’environnement physique et social ou une anhédonie. Ces modifications comportementales
sont regroupées sous le terme de comportement de maladie (Dantzer, 2001). Elles sont
associées a des changements neuroendocriniens et a de la fievre et ne sont pas le reflet de
processus délétéres, mais représentent un état motivationnel (Dantzer, 2001, 2006). En effet, il
s’agit d’une réorganisation des priorités de 1’organisme afin de lutter efficacement contre
I’agent pathogene responsable de I’infection. L’ensemble de ces fonctions comportementales
étant contrélé par le cerveau, cela implique que le SNC posséde son propre systeme de
défense. Ce systetme de I'immunité innée cérébrale est décrit comme un systeme essentiel

dans le maintien de I’homéostasie cérébrale.

Les cytokines synthétisées a la périphérie pendant la réaction inflammatoire sont des
protéines relativement larges et peuvent difficilement passer la BHE pour induire une réponse
immune au niveau du SNC. Plusieurs voies ont été décrites pour expliquer la relation qui
existe entre cytokines inflammatoires périphériques et leur production dans le SNC (Fig. 10)
(Capuron and Miller, 2011; Dantzer, 2006; Dantzer et al., 2008) :

49



INTRODUCTION GENERALE

La voie neurale : les cytokines produites localement a la périphérie activent des
afférences nerveuses, comme le nerf vague lors d’infections abdominales et
viscérales. Ces afférences nerveuses relaient 1’information au cerveau par
I’intermédiaire du NTS et de I’area postrema.

La voie humorale : les cytokines périphériques peuvent accéder au cerveau par
certaines régions perméables de la BHE (plexus choroides et organes
circumventriculaires). Ce mécanisme induit la synthése de messagers
secondaires (ex : prostanglandines et oxyde nitrique) qui vont agir sur leurs
cibles cérébrales spécifiques.

La voie cellulaire: les cytokines périphériques, en particulier le TNF-a,
induisent 1’activation des cellules microgliales et la production par ces cellules
de facteurs chémo-attractants nécessaires a ’infiltration et au recrutement de

monocytes dans le cerveau (D'Mello et al., 2009).
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Figure 10 : Voies d'accés des cytokines de la périphérie au cerveau (Capuron and Miller, 2011)

L’activation de la réaction immunitaire au niveau central en réponse a un signal
inflammatoire périphérique se fait par I’intermédiaire de deux types cellulaires : les cellules
microgliales et astrocytaires. Les cellules microgliales sont les effecteurs principaux du
systéeme immunitaire cérébral. Elles ont été décrites pour la premiére fois par Pio del Rio-

Hortega en 1918. Del Rio-Hortega décrit alors une méthode de marquage permettant de
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distinguer les cellules microgliales des autres cellules du SNC. Dans les années suivantes, il
décrit leur capacité de phagocytose et leur plasticité morphologique en réponse a des
changements environnementaux. Les cellules microgliales sont dérivées de macrophages
présents dans le sac vitellin, qui vont coloniser le cerveau au cours de la période
embryonnaire (Ransohoff and EI Khoury, 2015). Elles représentent 10% des cellules du
cerveau et possédent des fonctions similaires aux macrophages périphériques : en réponse a
toute perturbation moléculaire de l’environnement cérébral, elles mettent en place un
ensemble de processus comprenant la prolifération, la migration vers le site 1ésé et des
changements fonctionnels incluant la synthése de facteurs moléculaires tels que les cytokines,
chémokines, radicaux libres... Un autre type de cellules gliales participe également a
I’'immunité innée cérébrale : les cellules astrocytaires (ou astrocytes), qui sont nommeées ainsi
en référence a leur phénotype en forme d’étoile. Les astrocytes sont responsables du bon
fonctionnement neuronal, de I’intégrité de la structure des synapses et de la transmission
synaptique. Les astrocytes détectent tout changement d’activité neuronale et de composition
de I’espace extracellulaire. En réponse a une infection dans le SNC, ils mettent en place un
ensemble de mécanismes homéostatiques permettant le maintien des fonctions neuronales tels
que des changements de leur morphologie (hypertrophie du soma et des prolongements
astrocytaires), de leur capacité proliférative ou de leurs fonctions. L’ensemble de ces
processus est appelé astrogliose et permet la mise en place d’une « cicatrice astrogliale », et
donc I’isolation du site 1ésé (Birch, 2014; Burda et al., 2016). L’activation des cellules
microgliales et des astrocytes et la libération accrue de facteurs inflammatoires sont regroupés
sous le terme «neuroinflammation ». Ce processus s’accompagne souvent d’une
augmentation de la perméabilité de la BHE et du recrutement de cellules immunitaires
périphériques dans le cerveau. Dans le cas d’une infection par un pathogene, la réponse
inflammatoire systémique et centrale est transitoire et permet le retour a I’homéostasie.
Cependant, dans certains contextes pathologiques, I’inflammation persiste et s’installe. La
sécrétion de cytokines est moins €levée qu’en réponse a une infection mais elle est constante.

On parle d’inflammation chronique a bas bruit.

ii. L’obésité . une pathologie inflammatoire chronique a bas bruit
Comme nous 1’avons évoqué précédemment, [’obésité est caractérisée par une
inflammation chronique a bas bruit. En effet, une augmentation des niveaux plasmatiques de
cytokines inflammatoires (dont I’IL-1B, le TNF-a, I’'IL-6 et la CRP), ainsi qu’une activation

des voies de signalisation associées a ces cytokines, sont classiqguement décrites chez des
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patients obeses (Hansen et al., 2010; Lasselin et al., 2014) et dans différents modeles animaux
d’obésité (Cani et al., 2008; Dinel et al., 2011, 2014).

Différents mécanismes complémentaires participent a la mise en place progressive de
I’inflammation chronique a bas bruit associée a 1’obésité (Capuron et al., 2016). Un des
acteurs principaux est le tissu adipeux blanc: en effet, des études ont rapporté une
association entre les niveaux circulants de CRP, TNF-a et IL-6 et des mesures d’adiposité
(Park et al., 2005). De plus, les concentrations de CRP sont corrélées, chez le sujet obése, a
I’IMC et au RTH (reflétant 1’adiposité viscérale) (Visser et al., 1999). A I’inverse, une perte
de poids chez des patients ou des animaux obeéses est associée a une diminution de
I’inflammation périphérique (Erion et al., 2014; Forsythe et al., 2008; Rao, 2012). L’obésité
induit des modifications de la morphologie et de la fonction sécrétrice des adipocytes,
principaux constituants cellulaires du tissu adipeux blanc, en particulier une hypertrophie et
une hyperplasie. Les adipocytes sécretent des protéines dont les cytokines et la leptine,
susceptibles de circuler dans le plasma et d’avoir une influence systémique. Ces protéines
sont regroupées sous le terme d’adipokines. L’augmentation de la sécrétion d’adipokines par
les adipocytes chez le sujet obese engendre le recrutement et I’activation de macrophages.
L’ensemble de ces cellules synthétisent des facteurs inflammatoires (MCP-1 pour monocyte
chemoattractant protein-1, TNF-a, IL-6), ce qui provoque I’intensification du recrutement de
nouveaux macrophages, qui synthétisent a leur tour de nouvelles cytokines (Heilbronn and
Campbell, 2008) (Fig. 11A). Par ailleurs, I’infiltration de cellules immunitaires activées dans
d’autres organes, en particulier le foie et les muscles, contribue également au maintien d’une
inflammation chronique a bas bruit (McNelis and Olefsky, 2014; Pedersen and Febbraio,
2012).

Plus récemment, différentes études ont décrit I’importance du microbiote intestinal
dans la mise en place de I’inflammation a bas bruit associée a 1’obésité (Cani et al., 2012;
Cani et al., 2009; Patterson et al., 2016; Paun and Danska, 2016). Le microbiote humain est
constitué d’autant de microorganismes que de cellules constituant le corps humain. Il est
clairement démontré que ces microorganismes intestinaux sont impliqués dans de nombreuses
fonctions métaboliques et biologiques dont la régulation du métabolisme du glucose, de la
balance énergétique et de I’inflammation a bas bruit chez les sujets obéses (Cani et al., 2012;
Ley, 2010). La diversité de la flore microbienne intestinale chez les sujets obéses est diminuee

en comparaison a des sujets minces. De plus, chez le sujet obese et dans des modeles animaux
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d’obésité, une faible quantité de genes bactériens est associée a une augmentation de
I’adiposité et de I’inflammation systémique (Le Chatelier et al., 2013). Une permeabilité
anormale de la barriére intestinale est également décrite dans des contextes d’obésité et
contribue a la mise en place d’une endotoxémie metabolique, c’est-a-dire le passage de
bactéries et d’endotoxines bactériennes (en particulier le LPS) dans la circulation sanguine
(Fig. 11B). L’utilisation de probiotiques (micro-organismes vivants), de prébiotiques
(substrats pour certains de ces micro-organismes) ou d’antibiotiques chez I’Homme et chez
I’animal obéses permettent de moduler cette endotoxémie métabolique (Cani et al., 2008;

Cani and Delzenne, 2007).
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Figure 11 : Mécanismes impliqués dans la mise en place de I'inflammation chronique a bas bruit
associée a I'obésité (Castanon 2014)

L’inflammation a bas bruit observée dans le cadre de 1’obésité est impliquée dans le
développement des altérations métaboliques associées décrites précédemment telles que le
DT2 (Calle and Fernandez, 2012; Pickup, 2004). Il est notamment clairement établi que
certaines cytokines pro-inflammatoires, dont le TNF-a et I’IL-6, ont des effets cytotoxiques
sur les cellules B du pancréas et détériorent 1’action de I’insuline sur ses tissus cibles
périphériques, en interférant en particulier avec sa voie de signalisation (Donath, 2014;
Hotamisligil, 2006; Mooney et al., 2001). Ainsi, la production accrue de TNF-a dans des

modeles d’obésité pourrait participer a la mise en place d’un DT2.
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A T'image de ce qui a été décrit dans le cadre d’une infection, I’inflammation
périphérique a bas bruit observée dans 1’obésité est associée a une augmentation de
I’inflammation centrale. En effet, des données récentes mettent en évidence une augmentation
des processus inflammatoires dans le cerveau de sujets obeses (Buckman et al., 2014;
Rummel et al., 2010). Ceci est en particulier le cas dans I’hypothalamus, structure dans
laquelle une augmentation de 1’activation des cellules gliales a ét¢ démontrée chez ’Homme
obése (Thaler et al., 2010). 1l est intéressant d’évoquer le role potentiel que peut jouer
I’inflammation hypothalamique dans la mise en place de 1’obésité induite par un régime
hyperlipidique. En effet, 1’inhibition de I’inflammation dans 1’hippocampe empéche le
développement de I’obésité et des altérations métaboliques associé¢es chez le rat (Milanski
2009). De plus, D’exposition prénatale a des cytokines (IL-6 ou TNF-a) facilite le
développement des troubles métaboliques, en particulier de la résistance a I’insuline, a 1’age
adulte chez le rat (Dahlgren et al., 2001). Enfin, les cytokines inflammatoires favorise la prise
de poids, via des altérations des réseaux neuronaux hypothalamiques régulant la prise
alimentaire (Thaler et al., 2010; Velloso et al., 2008). Une augmentation de 1’expression des
cytokines inflammatoires a également ét¢ mesurée dans des modeles animaux d’obésité, en
situation basale mais aussi en réponse a un stimulus immunitaire (Andre et al., 2014; Cai and
Liu, 2012; De Souza et al., 2005; Gao et al., 2014; Maric et al., 2014; Pohl et al., 2009; Zhang
et al., 2008). La neuroinflammation est également observée dans d’autres structures
cérébrales, en particulier dans 1’hippocampe et le cortex (Dinel et al., 2011, 2014; Erion et al.,
2014; Pistell et al.,, 2010). Par exemple, I’inflammation systémique observée dans des
modéles génétiques d’obésité comme la souris db/db est associée a une augmentation de
I’expression et de la synthése de cytokines inflammatoires dans 1’hippocampe (Dinel et al.,
2011, 2014; Erion et al., 2014). De fagon similaire, une exacerbation de 1’inflammation
hippocampe a été décrite dans des modeles d’obésité induite par le régime (Andre et al., 2014;
Boitard et al., 2014; Dinel et al., 2014). Cependant, les processus conduisant a la mise en

place de la neuroinflammation associée a I’obésité ne sont pas encore bien caractérisés.

4. Interactions entre inflammation et axe corticotrope

Comme évoqué précédemment, 1’axe corticotrope et le systéme immunitaire
interagissent (Irwin and Cole, 2011). En conditions physiologiques, les cytokines libérées lors
d’une infection par un agent pathogene activent I’axe corticotrope au niveau périphérique et
au niveau central. Les GC sécrétés suite a cette activation agissent a leur tour en diminuant la

synthése de cytokines inflammatoire, permettant un retour a I’homéostasie. Dans le cadre de
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I’obésité, ces relations entre systéme inflammatoire et 1’axe corticotrope sont dérégulés. En
effet, I’inflammation chronique a bas bruit qui caractérise 1’obésité¢ induit une synthése
continue et prolongée de GC, entrainant une désensibilisation des GR et I’incapacité des GC a
produire leur effet anti-inflammatoire. Ceci peut alors conduire a la mise en place d’un cercle

vicieux et ainsi contribuer a 1’aggravation des altérations associées a I’obésité.

I. En conditions physiologiques

Il est bien établi qu'un stimulus inflammatoire périphérique ou central conduit a
I’activation de 1’axe corticotrope (Bellavance and Rivest, 2014; Silverman and Sternberg,
2012). En effet, les cytokines inflammatoires activent 1’axe corticotrope a la périphérie et au
niveau central en stimulant la sécrétion de CRH et d’ACTH. Comme décrit précédemment, la
libération de cytokines a la périphérie peut stimuler le nerf vague et engendrer I’activation du
PVN de I’hypothalamus, responsable de la libération de CRH. En retour, les GC libérés
possedent une activité anti-inflammatoire, notamment au travers du blocage de I’action de
NF«B, ce qui a pour effet d’inhiber la sécrétion de cytokines (De Bosscher et al., 2003; Rhen
and Cidlowski, 2005). D’autre part, la sécrétion de GC induite par un stress aigu conduit dans
un premier temps a la synthése locale de cytokines pro-inflammatoires au niveau du tissu
adipeux sous-cutané, ce qui va avoir pour effet de stimuler la lipolyse permettant la libération
d’énergie nécessaire a la réponse au stress. Puis, 1’action anti-inflammatoire des GC permet le

retour a I’homéostasie (Fig. 12) (Speaker and Fleshner, 2012).

ii. Dans un contexte d’obésité

Des altérations de ’activité de 1’axe corticotrope ont été décrites chez ’Homme et
chez I’animal dans de nombreux contextes de maladies auto-immunes et inflammatoires
(Bomholt et al., 2004; Bornstein and Rutkowski, 2002). Si lors d’un stress aigu 1’activation
immunitaire est transitoire et régulée grace aux effets anti-inflammatoires des GC, cette
régulation n’est pas observée dans des contextes d’inflammation chronique tels que 1’obésité.
En effet, comme c’est le cas lors d’un stress chronique, les altérations de 1’axe corticotrope
observées dans des situations d’obésité se traduisent par ’incapacité des GC a atténuer la
réponse immunitaire, contribuant ainsi a maintenir une libération forte et prolongée de
cytokines pro-inflammatoires (Sorrells et al., 2009). Au niveau central, 1’élévation des
niveaux de GC plasmatiques induit une augmentation du nombre de cellules microgliales et
de la synthése de cytokines inflammatoires dans I”’hippocampe des souris obéses db/db (Dey

et al., 2014). Ces cytokines vont & leur tour augmenter la sécrétion des GC de fagon
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prolongée. Cela va notamment engendrer une désensibilisation des GR (Makhija and
Karunakaran, 2013; Silverman and Sternberg, 2012), entretenant ainsi des altérations de 1’axe
corticotrope. Au laboratoire, une étude réalisée chez la souris a montré que 1’augmentation de
corticostérone plasmatique induite par une injection de LPS est exacerbée chez les souris
nourries avec un régime hypercalorique en comparaison a des souris nourries avec un régime
standard (Andre et al., 2014). Chez ces souris, la production basale de cytokines a la
périphérie et dans le cerveau était similaire entre les souris nourries avec le régime standard et
celles nourries avec le régime enrichi. Ces données confirment donc la relation entre le statut

inflammatoire et la régulation de I’axe corticotrope.
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Figure 12 : Communication bidirectionnelle entre le systéme immunitaire et I'axe corticotrope
(adapté de Irwin and Cole 2011)
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Comme nous 1’avons vu dans ce premier chapitre, le systéme immunitaire et 1’axe
corticotrope sont deux systémes biologiques dont le bon fonctionnement participe au maintien
de I’homéostasie de I’organisme. En situations physiologiques, leur activation est transitoire
mais dans un contexte d’obésité, leur activité¢ est dérégulée et la synthése prolongée de
cytokines et de glucocorticoides qui en résulte participe au maintien et/ou a 1’aggravation de
I’obésité et des altérations biologiques qui lui sont associées. De plus, nous allons voir dans le
chapitre 11 que les altérations de ces deux systémes pourraient également contribuer a la mise
en place des altérations émotionnelles et cognitives qui sont fréquemment observées chez les

individus obéses.

I1-Obésité et comorbidités neuropsychiatriques

Outre les altérations biologiques décrites dans le chapitre précédent, 1’obésité est
également un facteur de risque important de développer des troubles neuropsychiatriques, tels
que des altérations cognitives et des troubles de I’humeur (Andre et al., 2014; Boitard et
al., 2014; Boitard et al., 2015; Dinel et al., 2011, 2014; Lasselin et al., 2012). En effet, prés de
30 % des sujets obeéses sont déprimés alors que 1’incidence de la dépression chez des sujets
sains est de 1’ordre de 10-15 % (Lasselin and Capuron, 2014). La fréquence des altérations
cognitives est également augmentée chez les sujets obéses en comparaison a des sujets sains
(Alosco and Gunstad, 2014). La prévalence élevée de troubles de I’humeur et de la cognition
chez les patients obéses a non seulement un impact sur leur qualité de vie, mais compromet
également leur perte de poids et le bon suivi du traitement (Brunault et al., 2012; Dixon et al.,
2003; Kinzl et al., 2006; Mazzeschi et al., 2012). En effet, chez I’adulte, ces altérations
comportementales contribuent a une mauvaise estime de soi et a une auto-négligence, et leur
occurrence dans un contexte d’obésité peut entrainer, entre autres choses, un mauvais suivi du
traitement par le patient. Par exemple, des sujets obeses adhérent moins a un changement de
style de vie comprenant des sessions d’exercices physiques lorsqu’ils sont déprimés
(Mazzeschi et al., 2012) Des troubles de I’humeur comme une dépression ou des troubles
anxieux chez des sujets obéses sont par exemple associés a une perte de poids moins
importante aprés une chirurgie bariatrique que des patients n’ayant pas de troubles
neuropsychiatriques (Brunault et al., 2012; Kinzl et al., 2006). Ces altérations
comportementales facilitent également 1’aggravation de 1’obésité et des troubles qui lui sont

associes. Par exemple, la sur-activation de 1’axe corticotrope associée a la dépression favorise
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le développement d’une obésité abdominale (Bjorntorp, 1991). La dépression dans le contexte
de I’obésité est également un facteur de risque supplémentaire de maladies cardiovasculaires
(Carney et al., 2002). De plus, la mesure de la qualité de vie est plus faible chez des patients
obéses souffrant de troubles de I’humeur que chez des sujets obeéses sans troubles
neuropsychiatriques (Nigatu et al., 2016). Ainsi, bien que les altérations neuropsychiatriques
associées a 1’obésité n’affectent pas directement des fonctions vitales de 1’organisme, elles
revétent tout de méme une importance particuliére et leur prise en charge est donc d’une

importance majeure.

A. Altérations cognitives

Les sujets obéses ont un risque de développer des altérations cognitives augmenté en
comparaison a des sujets de corpulence normale. Par exemple, 1’obésité est associée a des
altérations de I’attention, des fonctions exécutives et de la mémoire (Alosco and Gunstad,
2014). Chez I’animal, des altérations de la mémoire dépendante de I’hippocampe ont été
mises en évidence dans des modéles d’obésité génétique (Dinel et al., 2011; Erion et al.,
2014) et d’obésité induite par des régimes hypercaloriques (Andre et al., 2014; Boitard et al.,
2014). Au cours de cette thése, nous nous sommes donc tout particuliérement intéressés a la

mémoire dépendante de 1’hippocampe.

1. La mémoire

La mémoire est une fonction complexe dépendant de 1’intégrité de plusieurs structures
cérébrales. En psychologie, il a été proposé de distinguer deux grands types de mémoire : la
mémoire a court terme et la mémoire a long terme. La mémoire a long terme, par
opposition a la mémoire a court terme, est la capacité a retenir une information pendant une
durée beaucoup plus importante. Squire en 1992 a proposé une classification dichotomique de
la mémoire a long terme. Méme si elle a été améliorée au cours de ces derniéres années, cette
classification a peu évolué (Henke, 2010; Squire, 2004) et reste encore la plus communément
utilisée de nos jours. Elle sépare la mémoire a long terme en deux grands sous-systémes : la
mémoire déclarative et la mémoire non-déclarative (Fig. 12). Ces différents systemes de
mémoire sont interactifs et se différencient par leur mode de codage, de stockage et de rappel
de I’information, ainsi que par les structures cérébrales qu’ils mettent en jeu (McDonald et al.,

2004).

Chez I’Homme, la mémoire déclarative, également appelée mémoire explicite, est

accessible a la conscience et dépend essentiellement de I’intégrité¢ de 1’hippocampe (Clayton
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and Dickinson, 1998). Elle se divise en deux sous-mémoires : la mémoire sémantique et la
mémoire episodique (Fig. 13). Ce systeme de mémoire, relativement bien défini
anatomiquement, implique des interactions entre les structures corticales et les régions sous-
corticales limbiques, dont I’hippocampe. Alors que la mémoire sémantique regroupe nos
connaissances genérales des faits publics (Quoi ?), la mémoire épisodique quant a elle,
constitue nos souvenirs autobiographiques et integre une notion spatiale et temporelle a ceux-
ci (Quoi, Ou et Quand?). Ainsi I’hippocampe interviendrait dans ce type de mémoire en
permettant la mémorisation des faits et des évenements dans un contexte spatio-temporel
et/ou de les lier entre eux (notion de mémoire relationnelle) (Henke, 2010; Squire, 2004).Chez
I’animal, la mémoire déclarative n’est pas évaluable en tant que telle car elle constitue par
définition une mémoire verbalisable, permettant d’exprimer des souvenirs. Une des stratégies
mises en ceuvre afin de la modéliser consiste a étudier la capacité de 1’animal a réaliser des
taches d’apprentissage et de mémoire dépendantes de 1’intégrité de [’hippocampe. Le test du
labyrinthe aquatique de Morris (ou de la piscine de Morris) est classiquement utilisé pour

étudier la mémoire spatiale chez 1’animal (Morris, 1984; D'Hooge and De Deyn, 2001).
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Figure 13 : Classification des systemes de la mémoire a long terme (Henke 2010)

Le systeme limbique est un ensemble de structures impliquées dans I’intégration de
processus cognitifs et dans la régulation des émotions. Il fait partie du lobe temporal médian
et est principalement constitué du gyrus cingulaire, du gyrus parahippocampique, de

I’hippocampe, de 1’amygdale, du septum et de 1’hypothalamus (Rajmohan and Mohandas,
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2007). Parmi ces structures, le réle de I’hippocampe dans la régulation des altérations
émotionnelles et cognitives a été mis en évidence (Dey et al., 2014; Dinel et al., 2011, 2014;
Mueller et al., 2012b). L hippocampe est composé du gyrus denté (DG pour dentate gyrus) et
de la corne d’Ammon (constitué des sous-unités CAl, CA2, CA3) (Fig. 14). La voie
perforante en provenance du cortex enthorinal transmet les informations a 1’hippocampe en
projetant vers les neurones du DG et de la région CA3. Les cellules granulaires du DG sont
reliees a la sous-unite CA3 par les fibres moussues. Les cellules pyramidales de la région
CAS3 projettent en direction de la sous-unité CAL via les collatérales de Schaeffer. Enfin, les
fibres issues de la région CA1 projettent vers le subiculum (Amaral and Witter, 1989).
L’hippocampe regoit également des informations en provenance d’autres régions telles que le
tronc cérébral, I’hypothalamus ou 1’amygdale. Les projections en provenance de
I’hippocampe se font via le subiculum sur un grand nombre d’aires associatives corticales,
notamment sur le cortex préfrontal et sur des aires sous-corticales, dont notamment le noyau

accumbens et I’amygdale (van Groen and WYyss, 1990).

L’hippocampe joue donc un rdle central dans I’encodage des relations entre les
différentes informations, nécessaire aux processus d’apprentissage et de mémoire. Il est
maintenant bien établi que les processus d’apprentissage et de mémoire nécessitent la mise en
place de modifications durables dans I’hippocampe dorsal, regroupées sous le terme de
plasticité cérébrale, qui inclut notamment la plasticité synaptique et la neurogenése.

Dentate
gyrus

Figure 14 : Localisation de ’hippocampe dans le cerveau de rongeur et schéma des connexions
synaptiques

I. Plasticité synaptique hippocampique et mémoire
La plasticité synaptique se définit comme la capacité des neurones a modifier leurs

propriétés (morphologiques, chimiques et fonctionnelles) au cours du temps. L hippocampe,
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structure clé dans les processus d’apprentissage et de mémoire, a été largement décrit comme
étant le siege de phénomeénes de plasticité synaptique (Morris, 2006). La potentialisation a
long terme (PLT) est la premiére forme de plasticité synaptique mise en évidence chez le
mammifere (Bliss and Lomo, 1973). Elle se caractérise par une augmentation rapide et
durable de I’amplitude des potentiels post-synaptiques (au niveau extracellulaire) enregistrés
dans le DG, mais également par une diminution du seuil d’induction du potentiel d’action.
Cette PLT est observée aprés une stimulation "tétanique™ (stimulation a haute fréquence) des
neurones pré-synaptiques. L’hypothése selon laquelle la PLT sous-tendrait la formation de la
mémoire a été appuyée par de nombreuses études. En effet, les niveaux de PLT dans
I’hippocampe ont été corrélés aux niveaux de performance des animaux dans de nombreux
tests d’apprentissage et de mémoire spatiale (Jaffard and Jeantet, 1981; Jaffard et al., 1996;
Jodar and Kaneto, 1995).

Récepteur
AMPA

dendritique Récepteur

= Magnésium \ & NMDA

Neurone
pré-synaptique

Figure 15 : Schéma de la PLT dépendante des récepteurs NMDA (Source : Sciences et Avenir)
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Il existe plusieurs formes de PLT mais au cours de cette these, nous nous sommes
intéressés a celle dépendante de 1’activation des récepteurs au glutamate NMDA (acide N-
méthyl-D-aspartique), puisque ce type de PLT est connu pour étre altéré dans 1’hippocampe
dorsal dans des modeles d’obésité (Drever et al., 2011; Zhong et al., 2006). Le phénoméne de
PLT-NMDA peut étre décrit de la maniére suivante (Fig. 15): (1) au repos, le neurone
présynaptique contient des vésicules de glutamate, un des principaux neurotransmetteurs
excitateurs. Les récepteurs NMDA présents a la surface du neurone postsynaptique sont
bloqués par des ions Mg?*, (2) une stimulation a haute fréquence de la région présynaptique
entraine une libération de glutamate au niveau de la synapse, (3) la fixation du glutamate sur
les récepteurs AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique) et NMDA
entraine une dépolarisation au niveau synaptique, (4) la dépolarisation post-synaptique
associée a la fixation du glutamate sur le récepteur NMDA induit la libération du bloc Mg?*et
permet 1’ouverture des canaux calciques et ainsi l'entrée de Ca?*dans la cellule (5)
l'augmentation intracellulaire de Ca?* va étre a l'origine de l'activation d'une cascade
moléculaire de signalisation aboutissant a des mécanismes de synthése protéique impliqués
dans la restructuration de la synapse. Ceci aboutit a des changements durables de I'efficacité
de la transmission du signal, qui peuvent se traduire par exemple au niveau présynaptique par
une augmentation de la libération de neurotransmetteurs ou, au niveau post-synaptique, par le

recrutement de récepteurs AMPA.,

ii. Neurogenese hippocampique et mémoire

La neurogeneése se définit comme 1’ensemble des processus conduisant a I’intégration
fonctionnelle de nouveaux neurones dans les circuits cérébraux. Les travaux démontrant
I’existence de la formation de nouvelles cellules, a la morphologie similaire a celle des
neurones, dans différentes régions du cerveau adulte telles que le DG de la formation
hippocampique, le néocortex et le bulbe olfactif datent des années 60 (Altman, 1962). Depuis
cette découverte, différentes études ont confirmé le fait que les nouveaux neurones étaient
produits tout au long de la vie. La neurogenése hippocampique du cerveau adulte prend son
origine dans la zone sous-granulaire du DG. Elle se déroule en trois étapes. Brievement, les
cellules se divisent a plusieurs reprises, au moins pendant les quatre jours qui suivent leur
naissance. A I’issue de la prolifération, environ 40 % des cellules survivent. Elles migrent
ensuite vers la couche granulaire ou elles vont se différencier pour s’insérer dans le réseau

préexistant (Cameron et al., 1993; Dayer et al., 2003; Manns et al., 2011) (Fig. 16).
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Il existe une relation entre la neurogenése hippocampique et la mémoire. En effet, de
nombreux travaux suggérent qu’une amélioration des performances dans des tiches
dépendantes de I’hippocampe résulterait d’une augmentation de la neurogenése
hippocampique. Ainsi, des études rapportent que des animaux élevés en environnement
enrichi présentent une amelioration de la neurogenese hippocampique associée a de
meilleures performances mnésiques mesurées dans le labyrinthe aquatique de Morris
(Kempermann et al., 1998; Kempermann et al., 1997; Nilsson et al., 1999). D'autre part,
plusieurs travaux dans lesquels la neurogenése a été induite ou inhibée démontrent que les
nouveaux neurones adultes hippocampiques sont nécessaires dans différentes taches de
mémoire spatiale dépendantes de 1’hippocampe (Clelland et al., 2009; Goodman et al., 2010;
Nakashiba et al., 2012). Ces données montrent également que les nouveaux neurones sont
préférentiellement recrutés dans les réseaux hippocampiques codant les informations spatiales
et contextuelles, et qu’ils jouent ainsi un rdle crucial dans les processus

mnésiques.
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Figure 16 : Neurogenése hippocampique et marqueurs associés (adapté de Manns et al., 2011)

2. Obésité et mémoire
I Chez I’ Homme
De nombreuses altérations cognitives sont observées chez les sujets obéses, quel que

soit leur age. En effet, un IMC élevé est corrélé a une augmentation des déficits cognitifs chez
I’enfant, 1’adolescent, 1’adulte et le sujet agé (Alosco and Gunstad, 2014). L’obésité est

¢galement associée a des déficits cognitifs dans des tests permettant d’évaluer 1’attention, les
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fonctions exécutives et la mémoire. Plusieurs études réalisees chez une population adulte
montrent que les sujets obéses présentent des performances cognitives diminuées en
comparaison aux sujets minces, et ce méme apres correction pour d’autres facteurs de risque
comme ’hypertension, le cholestérol total et le tabagisme (Benito-Leon et al., 2013; Elias et
al., 2005). De plus, une étude réalisée au laboratoire montre que des patients obeses et
diabétiques de type 2 ont des scores de fatigue plus élevés, ainsi qu’une augmentation des
altérations cognitives en comparaison a des sujets diabétiques de type 1 (Lasselin et al., 2012).
Ainsi, ces études montrent un effet déléteére de 1’obésité sur les fonctions cognitives (Bischof
and Park, 2015). Chez I’'Homme comme chez 1’animal, la consommation de régimes
hypercaloriques ou hyperglycémiques a été associée a une perturbation des altérations
cognitives (Francis and Stevenson, 2013; Lakhan and Kirchgessner, 2013). Cependant, bien
que des mécanismes comme une inflammation augmentée ou une plasticité neuronale
diminuée aient été suggérés, beaucoup d’incertitudes demeurent quant a leur role dans cette
relation. Enfin, ’obésité a été décrite comme étant un facteur de risque important de
développer la maladie d’Alzheimer (Reitz and Mayeux, 2014). Il est intéressant de noter que
les effets de 1’obésité sur les fonctions cognitives peuvent €tre améliorés par une perte de
poids. En effet, une amélioration des fonctions mnésiques est observée 12 semaines apres une
chirurgie bariatrique (Gunstad et al., 2011). En parallele de ces effets sur les fonctions
cognitives, et notamment mnésiques, 1’obésité induit également une diminution de la densité
de mati¢re grise dans I’hippocampe de sujets adultes (Mueller et al., 2012a), structure

possédant un réle majeur dans les processus mnésiques, comme décrit précédemment.

ii. Dans des modeles d’obésité chez le rongeur

Chez le rongeur, la consommation de régimes hypercaloriques engendre des
altérations cognitives (Andre et al., 2014; Boitard et al., 2014; Boitard et al., 2015; Lakhan
and Kirchgessner, 2013). Dans ces études, les animaux sont exposés a différentes conditions
expérimentales (durée et age de début d’exposition au régime différents, teneur en lipides
variable, ajout ou non de sucres...) et différents systemes de mémoire sont évalués. Etant
donné I’'importance des perturbations de la mémoire déclarative chez ’Homme, et notamment
I’augmentation de la prévalence de la maladie d’Alzheimer chez les sujets obéses, la majorité
de ces études a porté sur des taches d’apprentissage et de mémoire nécessitant I’intégrité de
I’hippocampe. Ainsi, la consommation d’un régime contenant 60 % de lipides a 1’age adulte
pendant 5 (Heyward et al., 2012) et 22 semaines (Pathan et al., 2008) altére I’apprentissage et

la mémoire spatiale chez le rat et la souris. La consommation d’un régime contenant 45 % de
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lipides pendant 8 semaines altére la mémoire spatiale chez la souris dans le test du labyrinthe
radiaire (Valladolid-Acebes et al., 2011). Au laboratoire, des études ont également mis en
évidence des altérations de la cognition chez des rongeurs nourris avec des régimes
hypercaloriques. La consommation d’un régime hypercalorique diminue la mémoire spatiale
dépendante de I’hippocampe dans le test du labyrinthe en Y chez la souris (Andre et al.,
2014). Un régime similaire consommé dés le sevrage altére également la flexibilité de la
mémoire relationnelle dans le test du labyrinthe radiaire a 1’age adulte (Boitard et al.,
2012)(Boitard et al 2012). Un régime hyperlipidique consommé a partir de 5 semaines d’age
pendant 5 semaines altére également la mémoire dépendant de 1’hippocampe dans le test de
reconnaissance d’objet (Del Rio et al., 2016; Valladolid-Acebes et al., 2011). Ces résultats
sont transposables a une autre espéce puisque chez le rat, la consommation d’un régime
hypercalorique pendant 1’adolescence altére la mémoire spatiale dans le test de la piscine de
Morris a 1’age adulte (Boitard et al., 2014). De fagon similaire, I’administration d’un régime
hyperlipidique et/ou hyperglycémique chez le rat a 1’age adulte induit des déficits cognitifs
dans le test de la piscine de Morris (Goldbart et al., 2006; Molteni et al., 2002; Molteni et al.,
2004; Stranahan et al., 2008; Wu et al., 2003). Les modéles d’obésité génétique chez le
rongeur développent également des altérations mnésiques dépendantes de 1’hippocampe.
Ainsi, les souris db/db présentent des altérations des performances mnésiques dans les tests de
labyrinthe en Y et de la piscine de Morris (Dey et al., 2014; Dinel et al., 2011, 2014; Wosiski-
Kuhn et al., 2014). Ces altérations cognitives sont associées a une altération de la PLT dans
I’hippocampe dorsal et peuvent étre améliorées par une diminution du poids corporel des
souris (Erion et al., 2014). Des altérations de la cognition sont également décrites chez les
souris ob/ob. Les performances d’apprentissage et de mémoire spatiale de ces souris sont
diminuées dans le test de la piscine de Morris en comparaison aux souris témoins. Ces
altérations sont associées a une diminution de 1’expression hippocampique de protéines
impliquées dans la plasticité synaptique et dans la cognition, comme la synaptophysine (Jeon
etal., 2016).

B. Troubles de ’humeur

En plus d’étre un facteur de risque pour des altérations cognitives, 1’obésité est
¢galement associée a un plus grand risque de développer des troubles de I’humeur, regroupant
a la fois les symptdémes dépressifs et les troubles anxieux (Capuron et al., 2016; Castanon et
al., 2014; Castanon et al., 2015). On peut noter que les troubles anxieux peuvent étre observés
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chez des patients souffrant d’anxiété mais peuvent également é&tre inclus dans la

symptomatologie dépressive.

1. Ladépression
D’aprés I’OMS, la dépression est un trouble mental qui touche plus de 350 millions

de personnes dans le monde (OMS, 2016). Selon les criteres diagnostiques du DSM-V, un
épisode dépressif majeur se définit par la présence de cing des symptémes suivants sur une
période d’au moins deux semaines. Un de ces symptomes doit étre soit (1) une humeur

dépressive, soit (2) une perte d’intérét ou de plaisir.

1. Humeur dépressive présente pratiquement toute la journée, presque tous les jours,
signalée par le sujet ou observée par les autres.

2. Diminution marquée de l'intérét ou du plaisir pour toutes ou presque toutes les
activités pratiquement toute la journée, presque tous les jours.

3. Perte ou gain de poids significatif (5 %) en I'absence de régime, ou diminution ou

augmentation de I'appétit tous les jours.

Insomnie ou hypersomnie presque tous les jours.

Agitation ou ralentissement psychomoteur presque tous les jours.

Fatigue ou perte d'énergie tous les jours.

N o g &

Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée presque tous

les jours.

8. Diminution de l'aptitude a penser ou a se concentrer ou indécision presque tous les
jours.

9. Pensées de mort récurrentes, idées suicidaires récurrentes sans plan précis ou tentative

de suicide ou plan précis pour se suicider.

Chez le rongeur, différents tests comportementaux ont été développés afin de mesurer
les comportements de type dépressif. Des comportements tels que I’immobilité dans les tests
de nage forcée et de suspension par la queue sont censés refléter le comportement de
résignation observé chez le sujet dépressif. La perte de plaisir (ou anhédonie) est modélisée
par une diminution de la consommation de sucrose dans le test de préférence au sucrose et par
une augmentation de la latence a approcher et consommer la nourriture dans le « novelty

suppressed feeding test » (Powell et al., 2012).
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2. L’anxiété

Le mot « anxiété » dérive du latin anxietas qui veut dire « disposition a I’inquiétude ».
L’anxiété est une émotion faisant partie du registre émotionnel humain qui peut étre décrite
comme étant une peur anticipée. Contrairement a la peur qui survient face a un danger réel,
I’anxiété se déclenche face a un danger potentiel, incertain. Elle se traduit par des réactions
physiologiques (accroissement de la pression artérielle, tachycardie, sueurs...) et
comportementales (augmentation de la vigilance et des réponses d’évitement). L’anxiété est
une émotion normale qui posséde une valeur adaptative. Cependant, lorsqu’elle est continue
et excessive, on parle de pathologie anxieuse ou de troubles anxieux. La cinquiéme version
du Manuel Diagnostique et Statistique des troubles mentaux, ou DSM-V, classe les troubles
anxieux en plusieurs entités : le trouble panique, le trouble d’anxiété sociale, 1’agoraphobie, la
phobie spécifique, le trouble d’anxiété généralisée, le trouble d’anxiété de séparation et le
mutisme sélectif. L’anxiété est le trouble mental dont la prévalence est la plus élevée (14 %)
en Europe (Wittchen et al., 2011). Chez I’animal, les tests utilisés pour évaluer les
comportements de type anxieux sont basés sur des aversions naturelles (ou tests non
conditionnés) ou sur des aversions acquises (ou tests conditionnés). Parmi les tests non
conditionnés, les tests basés sur le conflit approche/évitement tels que les tests de champ
ouvert (ou Open-field), de la boite claire/obscure et du labyrinthe en croix surélevé sont
couramment utilisés (Sartori et al., 2011). Bien que les moyens d’évaluer les émotions chez le
rongeur soient limités, ces tests modélisent les symptdmes principaux de 1’anxiété et sont
donc complémentaires. De plus, ces tests ont été validés pharmacologiquement puisque
I’administration de composés anxiolytiques chez des rongeurs diminue les comportements de

type anxieux dans ces paradigmes expérimentaux (Cryan and Slattery, 2007).

3. Role de ’hippocampe ventral dans les troubles de I’humeur

Les émotions sont complexes et leur régulation implique nécessairement différentes
structures, dont celles du systeme limbique (Rajmohan and Mohandas, 2007). Parmi ces
structures (amygdale, cortex cingulaire...), 1’hippocampe peut étre particulierement
intéressant dans le contexte de 1’obésité puisqu’il est particulierement affecté dans cette
condition (Capuron et al., 2016; Castanon et al., 2014; Castanon et al., 2015). De nombreuses
études ont mis en évidence I’importance de I’hippocampe dans la régulation des troubles de
I’humeur (Bannerman et al., 2014). Une diminution du volume total de I’hippocampe est
observée chez des patients déprimés (Bremner et al., 2000; Campbell et al., 2004; Frodl et al.,

2006; Sheline et al., 2003), pouvant étre due a une diminution de la densité de neurones et/ou
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de cellules gliales, de la taille des neurones, ou de la neurogénese (Campbell et al., 2004). De
facon intéressante, des études de Iésions ont mis en évidence que les sous-régions dorsale et
ventrale de I’hippocampe étaient impliquées de fagon différente dans la régulation de
fonctions comportementales. En effet, alors que la sous-région dorsale de I’hippocampe est
préférentiellement associée a des fonctions mnésiques, la sous-région ventrale est quant a elle
plut6t impliquée dans la régulation des réponses émotionnelles chez les rongeurs (Fig. 12). La
Iésion de I’hippocampe ventral chez le rat entraine une diminution des comportements de
type anxieux dans des tests inconditionnés (basés sur des aversions spontanées chez le
rongeur). Par exemple, les rats ayant une lésion de I’hippocampe ventral entrent plus
rapidement dans le compartiment éclairé, anxiogene, de la boite claire/obscure (Bannerman et
al., 2002; Bannerman et al., 2003; Kjelstrup et al., 2002). De plus, I’inhibition de la
transmission GABAergique, inhibitrice de la LTP, dans I’hippocampe ventral possede un effet
anxiolytique chez le rat (Zhang et al., 2014b). Des altérations biologiques mesurées dans
I’hippocampe ventral des rongeurs sont également associées a des comportements de type
anxieux. En effet, dans un modéle de séparation maternelle chez le rat, le stress induit une
diminution des niveaux de neurotrophines NGF (nerve growth factor) et NT-3
(neurotrophine-3) dans I’hippocampe ventral, associée a des comportements de type dépressif
mesurés par une augmentation du temps d’immobilité dans le test de nage forcée (Marais et
al., 2008). Enfin, deux études récentes suggerent que des traitements antidépresseurs
pourraient exercer leurs effets en augmentant la neurogenése dans 1’hippocampe ventral
(Sahay and Hen, 2007). La premiére réalisée chez le rat décrit une augmentation de la
neurogenese dans I’hippocampe ventral par un traitement chronique avec un antidépresseur,
I’agomélatine (Banasr et al., 2006). La seconde montre qu’un stress chronique diminue la
prolifération cellulaire dans 1’hippocampe ventral, mais pas dans I’hippocampe dorsal, et
diminue la consommation de sucrose dans le test de préférence au sucrose permettant
d’évaluer 1’anhédonie, caractéristique d’un comportement de type dépressif (Jayatissa et al.,
2006). De fagon intéressante, 1’administration chronique d’escitalopram diminue 1’anhédonie
et cette amélioration comportementale est corrélée a une amélioration de la neurogenése dans

I’hippocampe ventral.

4, QObésité et troubles de ’humeur
i. Chez I’ Homme

De nombreuses données suggerent en effet un lien bidirectionnel entre 1’obésité et la

dépression (Luppino et al., 2010). En effet, la dépression augmente le risque de prendre du
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poids et de devenir obése. Des individus développant des épisodes dépressifs entre 15 et 19
ans ont significativement plus de risques d’avoir un IMC important a I’age adulte que des
individus témoins (Carpenter et al., 2000). Cette observation peut étre due aux effets des
traitements antidépresseurs ainsi qu’aux modifications du mode de vie et du comportement
alimentaire observées chez les patients dépressifs. De plus, le stress psychosocial ressenti par
ces patients contribue également a la prise de poids et a des altérations métaboliques, et a

terme au développement de 1’obésité (Siervo et al., 2009).

A D’inverse, 1’obésité est associée a une vulnérabilité aux symptomes dépressifs plus
élevée que celle rapportée dans la population générale. Par exemple, la prévalence de
symptoémes dépressifs est augmentée chez des patients souffrant d’obésité, de DT2 et/ou de
syndrome métabolique. Ces symptdmes peuvent en partie étre expliqués par un sentiment de
mal-étre lié a une mauvaise image de soi chez ces patients. Cependant, certains facteurs
biologiques pourraient également participer a 1’étiologie de ces troubles. De fagon
intéressante, la prévalence élevée de troubles de I’humeur chez les patients obéses est
modulée par le degré d’adiposité: 23 % des patients obéses présentent des symptomes
dépressifs, alors que la prévalence de la dépression est de 11 % chez les individus ayant un
IMC normal (Carey et al., 2014). Des données suggérent que l’adiposité viscérale en
particulier serait importante dans le développement des symptémes dépressifs (Murabito et
al., 2013). De plus, les symptdmes dépressifs observés chez les patients obéses sont améliorés
a la suite d’une chirurgie bariatrique (Lasselin and Capuron, 2014). Les symptdémes dépressifs
associés a I’obésité favorisent le développement des autres comorbidités de I’obésité, telles
que les maladies cardiovasculaires et les altérations métaboliques. Ces complications peuvent
induire I’instauration d’un cercle vicieux entre ces comorbidités et les symptomes dépressifs

(Capuron et al., 2016).

De plus en plus d’études mettent également en évidence un lien entre obésité et
anxiété. Entre autres, une méta-analyse conduite sur 16 études suggére une association
positive entre obeésité et anxiété (Gariepy et al., 2010). Chez des femmes ayant été obeses
pendants 1’adolescence, le risque de développer des troubles anxieux a 1’age adulte est élevé,
en comparaison a des femmes de corpulence normale pendant I’adolescence (Anderson et al.,
2007). De plus, une étude realisée en 2007 sur des femmes obéses montrent que 75 % d’entre
elles présentaient un score positif au test d’auto-évaluation de la dépression, et environ 60 %

souffraient d’anxiété moyenne a élevée (Giusti and Panchaud, 2007). Les symptomes
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d’anxiété observés chez les sujets obéses sont au contraire diminués un an et deux ans apres
une chirurgie de type « duodenal switch » (Andersen et al., 2010). Comme pour la dépression,
le lien entre obésité et anxiéteé est bidirectionnel. En effet, des sujets adultes ayant souffert de
troubles anxieux au cours de leur vie ont plus de risque de devenir obéses que ceux n’ayant
jamais eu ce diagnostic (Strine et al., 2008). Une étude dans laquelle les participants ont été
suivi pendant 19 mois montre que les troubles neuropsychiatriques courants tels que 1’anxiété
sont prédictifs d’un surpoids ou d’une obésité au cours de 1’¢tude (Kivimaki et al., 2009). De
plus, cet effet est dépendant de la fréquence de ces troubles puisque les patients ayant eu plus

d’occurrences de troubles anxieux ont un risque plus élevé de devenir obeses.

ii. Dans des modeles d’obésité chez le rongeur

Quelques études precliniques établissent un lien entre anxiété et obésité chez le
rongeur. Dans des modeles rongeurs d’obésité induite un régime hypercalorique, les
comportements de types dépressif (mesurés dans les tests de préférence au sucrose et de nage
forcée ...) et anxieux (boite claire/obscure) sont augmentés en comparaison aux sSouris
nourries avec le régime standard (Kurhe and Mahesh, 2015; Sivanathan et al., 2015; Souza et
al., 2007). Les comportements de type anxieux mesurés chez des souris nourries avec un
régime hyperlipidique sont associés a une diminution de la plasticité synaptique dans
I’hippocampe ventral aprés 11 semaines de régime (Krishna et al., 2015). La consommation
de ce type de régime induit la mise en place progressive d’une obésité associée a des
comportements de type anxieux, observés par une diminution du temps passé dans les bras
ouverts du labyrinthe en croix surélevé. Ces comportements de type anxieux sont plus
importants apres 18 semaines d’exposition au régime que chez les souris témoins, alors que
les comportements de type dépressif restent inchangés. De facon intéressante, ces derniers
sont en revanche exacerbés en réponse a une injection périphérique de LPS (Andre et al.,
2014), ce qui suggere que le régime hypercalorique interfére avec la capacité de I’organisme a
répondre de fagon approprié a une stimulation immune. Les comportements de type dépressif
sont d’ailleurs également augmentés dans des modéles animaux d’obésité lorsque les
conditions sont particuliérement stressantes (exposition prolongée ou répétée a un test,
expositions successives a différents tests comportementaux sur une courte periode de temps)
(Collin et al., 2000; Sharma and Fulton, 2013). De facon similaire, des souris rendues obeses
par ablation post-natale des neurones POMC présentent des comportements de type anxieux
dans les tests de la boite claire/obscure et du labyrinthe en croix surélevé (Greenman et al.,

2013). Les mode¢les d’obésité plus sévere, comme les souris ob/ob et db/db, développent
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également des altérations des comportements émotionnels. Les souris ob/ob, déficientes en
leptine, ont des comportements de type anxieux augmentés dans le test de la boite
claire/obscure et dans deux tests d’hyponéophagie en comparaison aux souris témoins (Finger
et al., 2010) .L’administration chronique de leptine a ces animaux pendant 5 jours permet de
supprimer les comportements de type anxieux observés (Asakawa et al.,, 2003). Au
laboratoire, une augmentation des comportements de type anxieux a été mise en évidence
chez les souris obéses db/db en comparaison aux souris contrdles db/+. En effet, les souris
db/db passent moins de temps au centre de 1’open-field et entrent moins dans les bras ouverts
du labyrinthe en croix surélevé que les souris db/+ (Dinel et al., 2011, 2014). De facon
intéressante, les souris db/db ne présentent pas plus de comportements de type dépressif que
les souris db/+ (Dinel et al., 2011), ce qui suggeére que des mécanismes différents pourraient

étre impliqués dans la régulation de ces différents comportements.

Ainsi, I’obésité est associée a des troubles de 1’humeur et de la cognition. Ces
altérations neuropsychiatriques peuvent avoir un impact négatif sur le bien-étre des patients et
compromettre la prise en charge de I’obésité. La compréhension des mécanismes impliqués

dans cette association est donc d’une importance majeure.

C. Mécanismes_sous-tendant les altérations _comportementales associées a

P’obésité
Comme décrit dans le chapitre I, 1’obésité est associée a des dérégulations de
différents systémes biologiques, en particulier de [’axe corticotrope et du systéme
immunitaire. Comme nous allons le détailler dans ce paragraphe, ces deux systéemes sont
altérés a la fois chez des sujets obéses et chez des individus souffrant de troubles émotionnels
et/ou cognitifs. De plus, leur implication dans la physiopathologie de ces troubles a déja été
décrite dans d’autres pathologies. Ils sont donc potentiellement impliqués dans le

développement de troubles neuropsychiatriques chez les sujets obéses.

1. L’axe corticotrope

Comme dans des situations d’obésité, des perturbations du fonctionnement de 1’axe
corticotrope ont été décrites chez des patients souffrant de troubles de I’humeur et dans des
contextes d’altérations cognitives. L’axe corticotrope est donc un candidat potentiel pour
expliquer I’association entre obésité et troubles neuropsychiatriques. Nous nous sommes
intéressés a ce systeéme puisque des altérations de 1’axe corticotrope ont été décrites chez le

modele murin d’obésité db/db (Dinel et al., 2011; Stranahan et al., 2008) et qu’il a récemment
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été démontré qu’elles pouvaient étre impliquées dans le développement d’altérations

cognitives chez ces souris (Dey et al., 2014).

L’hypercortisolémie qui caractérise la maladie d’Alzheimer, pourrait participer au
développement des altérations cognitives associées a cette maladie puisqu’elle est associée a
une atrophie de I’hippocampe (Pomara et al., 2003). L’hypothése de la cascade GC,
établissant un lien entre 1’axe corticotrope et les altérations hippocampiques, a été suggérée
par Salposky et collaborateurs en 1986 (Sapolsky, 1986). En effet, le rétrocontrdle négatif de
I’axe corticotrope est fortement atténué au cours du vieillissement (Bizon et al., 2001;
Boscaro et al., 1998), ce qui conduit & une hypersécrétion de GC pendant les périodes
d’exposition au stress (Born et al., 1995; Sapolsky, 1982). Une diminution d’expression des
récepteurs des GC a pu étre observée chez 1’animal agé dans 1’hippocampe, mais également
dans des structures corticales telles que le cortex préfrontal médian et le cortex olfactif (Bizon
et al., 2001; Lee et al., 2012; Mizoguchi et al., 2009). Ce phénomeéne potentialiserait les effets
déléteres de la sur-activation de 1’axe corticotrope sSur ces structures en maintenant une
hypersecrétion de GC. Dans certaines pathologies comme la maladie d’Alzheimer,
’utilisation d’inhibiteurs des GC semble avoir une action bénéfique sur les altérations
mneésiques (Pomara et al., 2003). Cette hypothése est d’autant plus probante que des
corrélations entre I’hyper-activation de 1’axe corticotrope, [’altération de I’expression
hippocampique des GR et le développement de troubles émotionnels et mnésiques ont été

mises en évidence (Bizon et al., 2001; Issa et al., 1990; Lee et al., 2012).

Chez les patients souffrant de dépression majeure, une hyperactivit¢ de 1’axe
corticotrope a également été décrite. En particulier, une augmentation du cortisol dans le
plasma, I’urine et le liquide céphalorachidien (LCR) est observée chez ces patients, ainsi
qu’une syntheése accrue de cortisol en réponse a ’ACTH et une augmentation de la taille de
I’hypophyse et des glandes surrénales (Holsboer and Barden, 1996; Nemeroff, 1996). De plus,
ces patients présentent des concentrations augmentées de CRH dans le LCR, une
augmentation de 1I’expression génique et protéique de la CRH dans le PVN de I’hypothalamus
(données post-mortem) et une synthése d’ACTH atténuée en réponse a une stimulation de
CRH (Nemeroff, 1996). Il a été suggéré que les niveaux augmentés de CRH dans
I’hypothalamus soient dus a un rétrocontrdle négatif altéré (Pariante and Miller, 2001). Des
manipulations expérimentales de ce rétrocontrole de 1’axe corticotrope peuvent induire des

symptomes dépressifs (Pariante, 2006). De plus, des événements traumatisants pendant
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I’enfance et des stress psychosociaux répétés, qui sont des facteurs de risque pour la
dépression et les troubles anxieux, sont caractérisés par une hyperactivité de 1’axe corticotrope
(Pariante and Lightman, 2008). Certaines études suggerent que les glucocorticoides
contribueraient a 1’atrophie de I’hippocampe observée chez les patients dépressifs (McEwen,
2005; Sapolsky, 2000). Chez la souris, une injection chronique de corticostérone pendant 6
semaines induit des comportements de type anxieux dans les tests de 1’open field et de la boite
claire/obscure et de type dépressif dans le test de la nage forcée (Nicolas et al., 2015), associés
a une neuroinflammation (Chabry et al., 2015) et a une diminution de la neurogenése dans
I’hippocampe (Nicolas et al., 2015). La dépression est de plus caractérisée par une diminution
de la sensibilit¢ aux GC (Pariante, 2006; Pariante and Lightman, 2008). L’utilisation
d’antidépresseurs chez I’Homme, 1’animal et dans des modeles in vitro semblent améliorer la
fonction des GR (Zunszain et al., 2011). Des altérations de 1’axe HPA ont également été
décrites chez des patients souffrant de troubles anxieux. Par exemple, les taux salivaires de
cortisol 1 h apres le réveil sont plus élevés chez des patients anxieux que chez des patients
sains (Vreeburg et al., 2010). De plus, certains patients souffrant de troubles paniques ont une
hypercortisolémie pendant la nuit, corrélée a des altérations du sommeil (Abelson and Curtis,
1996). Chez des enfants souffrant de troubles anxieux, une inquiétude excessive prédit de
faibles taux de cortisol salivaire le matin au réveil. De plus, D’intensité des symptomes
anxieux chez ces enfants prédit les concentrations de cortisol dans la salive en milieu de
journée (Kallen et al., 2008).

De facon similaire aux observations faites chez les individus agés, chez les patients
atteints de la maladie d’Alzheimer ou chez les sujets dépressifs et/ou anxieux, les sujets
obéses présentent également des altérations du métabolisme du cortisol (Rask et al., 2001). De
méme, des dysfonctionnements de 1’axe corticotrope ont été observés dans des modeles
animaux d’obésité. Ainsi, la souris ob/ob présente une hyper-corticostéronémie et une obésité
réversible par surrénalectomie (Naeser, 1973). Ces altérations de 1’axe corticotrope sont,
comme décrit précédemment, associées a une augmentation des comportements de type
anxieux. Le rat obése Zucker présente également une hyper-corticostéronémie associée a une
diminution de la réactivit¢ de 1’axe corticotrope aprés stimulation avec de la CRH
(Castonguay et al., 1986). Cette hypersécrétion de corticostérone pourrait étre a I’origine des
troubles anxieux observés dans des situations d’obésité. Dans le modéle d’obésité db/db, les
comportements de type anxieux et les altérations cognitives dépendantes de 1’hippocampe

sont associées a une augmentation des taux de corticostérone circulante (Dinel et al., 2011,
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2014). Des études réalisées récemment par 1’équipe de Stranahan montrent que les taux élevés
de GC plasmatiques et hippocampiques chez ces souris contribuent directement aux
altérations de plasticité synaptique et de neurogénese dans I’hippocampe dorsal et aux déficits
d’apprentissage et de mémoire qui leurs sont associés (Stranahan et al., 2008; Wosiski-Kuhn
et al., 2014). De plus, il apparait que chez des animaux soumis a un régime hyperlipidique, les
niveaux élevés de GC circulants, ainsi que I’expression des GR diminuée dans I’hippocampe,
puissent contribuer a 1’augmentation des comportements de type anxieux (Boukouvalas et al.,
2008; Sasaki et al., 2013).

Ainsi, les dérégulations de 1’axe corticotrope, manifestées par les individus obeses,
sont avancées comme étant un des mécanismes potentiels dans I’apparition des troubles
émotionnels et cognitifs décrits chez ces personnes. Par ailleurs, 1’axe corticotrope et le
systeme immunitaire, dont le r6le dans le développement de troubles neuropsychiatriques a
déja été décrit dans d’autres conditions, comme nous allons le voir, sont étroitement liés. Ceci
suggere donc que ces deux systémes pourraient, par leurs actions combinées, jouer un role
majeur dans la mise en place des altérations émotionnelles et cognitives observées chez les

individus obéses.

2. L’inflammation

Récemment, de nombreuses études ont mis en évidence un réle clé des cytokines pro-
inflammatoires dans le développement de symptémes neuropsychiatriques (Allison and Ditor,
2014; Capuron and Castanon, 2016; Crupi and Cuzzocrea, 2016; Dantzer, 2006; Dantzer et
al., 2008; Dantzer et al., 2011; Fourrier et al., 2015a; Fourrier et al., 2015b; Furtado and
Katzman, 2015a, b; Hodes et al., 2015; Schedlowski et al., 2014). Dans le cerveau, les
cytokines sont capables de moduler différents systéemes impliqués dans la régulation du
comportement, dont le métabolisme et le fonctionnement des systémes de neurotransmission,
les systemes neuroendocriniens ou la plasticité¢ neuronale. Lors d’une infection, la production
de cytokines dans le cerveau coordonne le comportement de maladie, permettant a
I’organisme de lutter contre 1’agent infectieux. Le comportement de maladie disparait en
quelques jours, une fois que la source de I’infection a été éliminée et que le systeme de
I’immunité inné n’est plus activé. Cependant, il existe des situations dans lesquelles une
synthese prolongée de cytokines périphériques et centrales est observée. Cette activation
chronique du systétme immunitaire peut conduire a DPapparition de symptomes

neuropsychiatriques, en particulier lorsque des structures régulant les émotions et la cognition,
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telles que 1’hippocampe, sont affectées (Castanon et al., 2015). En effet, des taux importants
de cytokines sont corrélés a une perturbation de la cognition. L.’administration de cytokines,
ou I’induction de leur synthese, induit des altérations mnésiques. En effet, I’injection de LPS
chez ’Homme induit des troubles de I’humeur indépendamment du comportement de
maladie. Bien que la production périphérique de cytokines induite par le LPS soit plus élevée
chez les femmes que chez les hommes, les symptémes neuropsychiatriques associés sont
similaires entre les deux sexes (Engler et al., 2016). L’¢élévation du taux plasmatique d’IL-6 a
été corrélée aux altérations cognitives dans plusieurs études réalisées chez des sujets agés
(Rafnsson et al., 2007; Weaver et al., 2002). Le role de I’IL-6 dans le déclin des fonctions
cognitives a également été mis en évidence par 1’utilisation de souris transgéniques, d’une
part déficientes pour le géne de I’IL-6, d’autre part surexprimant 1’IL-6. Les souris IL-6 KO
sont ainsi protégées de la diminution liée a 1’dge des performances d’apprentissage spatial et
de mémoire (Braida et al., 2004), tandis qu’une surexpression chronique de I’IL-6 dans le
cerveau des souris induit des déficits d’apprentissage pendant le vieillissement. Ces déficits
sont corrélés a des marqueurs de neurodégénérescence dans le cortex frontal et I’hippocampe
(Heyser et al., 1997). Des perturbations de I’apprentissage et de la mémoire dépendants de
I’hippocampe (notamment les apprentissages spatiaux) ont également été mises en évidence
suite a I’injection d’IL-1B ou de LPS (Goshen et al., 2007; Rosi et al., 2006). De plus,
I’administration d’IL-1p ou une surexpression d’IL-6 altérent aussi la PLT hippocampique
(Di Filippo et al., 2013; Nelson et al., 2012) et une diminution de 1’activité neuronale apparait
dans I’hippocampe 6h aprés injection de LPS (Frenois et al., 2007). Des etudes cliniques ont
permis de montrer que 21 a 58 % des patients recevant un traitement a base de cytokines, en
particulier d’IFN-a, dans le cadre d’un cancer ou d’une hépatite C, développent des
symptomes dépressifs (Raison et al.,, 2005). Chez I’animal, I’induction d’un stimulus
immunitaire induit des comportements de types dépressif et anxieux, dépendants de I’'IFN-y et
du TNF-a (Goshen et al., 2008; Lacosta et al., 1999b; Merali et al., 2003; O'Connor et al.,
2009c). Ces comportements peuvent perdurer plus de 24h aprés 1’administration de LPS, alors
méme que les altérations locomotrices qui sont caractéristiques du comportement de maladie
sont dissipées (Frenois et al., 2007; O'Connor et al., 2009c). Cette dissociation temporelle
entre induction du comportement de maladie d’une part et de comportements de type
dépressif et anxieux d’autre part suggérait donc I’implication de mécanismes

physiopathologiques distincts.
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Au niveau des monocytes, macrophages et cellules microgliales activées, les cytokines
inflammatoires sont capables d’induire la synthése de différentes enzymes telles que
I’indoléamine 2,3-dioxygenase (IDO) et la GTP-cyclohydrolase 1(GTP-CH1), qui vont alors
altérer la biosynthése de monoamines (sérotonine, dopamine...) connues pour jouer un role
majeur dans la régulation de I’humeur (Fig. 17). L’activation de I’IDO par les cytokines fait
partie de la réponse inflammatoire a une infection (Andre et al., 2008; Moreau et al., 2008).
L’IDO est une enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane, un acide aminé
essentiel précurseur de la sérotonine (Reus et al., 2015). Ainsi, I’activation de 1’'IDO, qui
dégrade alors le tryptophane en kynurenine, peut entrainer une réduction de la production de
sérotonine. Cette activation due a une inflammation aigiie est généralement bénéfique.
Cependant, une activation prolongée de I’IDO cérébrale peut étre délétere puisqu’elle a un
impact négatif sur la neurotransmission monoaminergique, mais également sur la survie
neuronale. De facon intéressante, le développement de symptémes neuropsychiatriques chez
des patients souffrant de pathologies a composantes inflammatoires comme la maladie
d’Alzheimer est associé a des niveaux élevés de kynurenine circulante (Gulaj et al., 2010). De
plus, I’injection chronique par voie intraveineuse d’IL-2 ou d’IFN-a provoque chez ’homme
une chute des taux circulants de tryptophane, corrélée positivement a I’intensité des
symptdémes anxieux (Capuron and Dantzer, 2003). Au laboratoire, plusieurs études ont mis en
¢vidence le role de I’IDO dans le développement de comportements de type dépressif associés
a une inflammation aigue tels qu’une injection de LPS ou du bacille de Calmette-Guérin
(Moreau et al., 2008; O'Connor et al., 2009a; O'Connor et al., 2009b; O'Connor et al., 2009c).
Des contextes d’inflammation chronique comme 1’obésité sont €galement associés a des
dysfonctionnements du métabolisme de I’IDO associées a des altérations cognitives (Andre et
al., 2014; Dinel et al., 2011, 2014). Chez un modele de rat diabétique, les comportements de
type anxieux observés dans le test de nage forcée sont améliorés suite a I’administration de 1-
methyl-tryptophan, un inhibiteur de I’IDO (da Silva Dias et al., 2015). Les comportements de
type dépressif induits par un stress chronique chez le rat peuvent également étre améliorés par
I’administration d’un anti-TNF-a via une diminution de 1’activation d’IDO (Fu et al., 2016).
De fagon concomitante, les cytokines réduisent la disponibilité synaptique de la dopamine en
agissant sur les enzymes responsables de la synthése de ce neurotransmetteur. Les cytokines
inflammatoires activent en effet ’enzyme GTP-CH1, enzyme limitante de la synthése de
néopterine. Cette activation induit ainsi la production de néopterine au détriment de la

tétrahydrobiopterine (BH4). La BH4 est un cofacteur de la tyrosine hydroxylase, enzyme
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limitante de la synthése des catécholamines, dont la dopamine. La réduction de la
disponibilité de la BH4 entraine ainsi la diminution de la synthése de dopamine. L’activation
de GTP-CHI1 par les cytokines, indirectement mesurée par I’augmentation de la production de
néopterine, est ainsi capable d’altérer la production de dopamine, qui est impliquée dans la
régulation de I’humeur (Murr et al., 2002). En accord avec ces données, des niveaux réduits
de BH4 et une augmentation de la concentration de néopterine dans le sang ont été mesures
chez des patients souffrant de troubles neuropsychiatriques. Il est important de noter que, chez
la personne agée, I’inflammation chronique a bas bruit s’accompagne de ’activation d’IDO et
de GTP-CH1, qui est corrélée aux altérations neuropsychiatriques fréquemment observées

dans cette population.
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Figure 17 : Modulation de I'activité de I'IDO et de la GTP-CH1 par les cytokines (Capuron et al.,
2016)

Dans des contextes de maladies a composante inflammatoire associées a des
altérations neuropsychiatriques, des études manipulant 1’inflammation de facon directe ou
indirecte suggerent que des traitements anti-inflammatoires pourraient avoir un effet
bénéfique dans la prise en charge de ces altérations comportementales. Par exemple, des
¢tudes menées chez ’Homme et chez le rongeur montrent qu’une restriction calorique,
connue pour avoir des propriétés anti-inflammatoires a la périphérie et dans le cerveau
(Higami et al., 2006; Kim et al., 2006; Radler et al., 2015), améliore a la fois les réponses
émotionnelles et la cognition (Kim et al., 2016; Redman and Ravussin, 2011). De plus,

I’administration de molécules anti-inflammatoires, comme 1’ibuproféene ou [’aspirine,
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améliore les symptdémes neuropsychiatriques dans des modéles animaux de maladies
inflammatoires comme le cancer (Llorens-Martin et al., 2014; Norden et al., 2015), la maladie
d’Alzheimer (Llorens-Martin et al., 2014) ou la maladie de Parkinson (Zaminelli et al., 2014).
De méme, I’inhibition ciblée de certaines cytokines améliore également les troubles de
I’humeur et de la cognition, a la fois chez I’ Homme et chez 1’animal. Par exemple, des
patients atteints de psoriasis ou de polyarthrite rhumatoide traités avec un inhibiteur du TNF-a,
rapportent une amélioration significative de leurs symptémes dépressifs associés a la maladie
et de leur bien-étre général suite a la prise du traitement (Fleming et al., 2015; Kekow et al.,
2011). De méme, I’inhibition du TNF-a chez la souris diminue les comportements de types

anxieux et dépressif (Bayramgurler et al., 2013; Haji et al., 2012).

Comme décrit précédemment, 1’obésité est une condition d’inflammation chronique a
bas bruit. L’ensemble des données reliant inflammation et troubles neuropsychiatriques a
donc conduit a poser I’hypothése que I’inflammation présente chez les individus obeses
pourrait contribuer au développement de ces altérations comportementales. La prévalence des
troubles dépressifs et anxieux est associée aux mesures d’adiposité viscérale (Everson-Rose et
al., 2009), et la production excessive de facteurs inflammatoires par les adipocytes pourrait
participer au développement de ces troubles (Salim et al., 2012; Valkanova et al., 2013;
Vidrih et al., 2012). L’hippocampe est une structure cérébrale particulierement sensible a
I’inflammation associée a 1’obésité. L’expression de cytokines pro-inflammatoires et
I’activation des voies de signalisation qui leurs sont associees sont augmentées dans cette
région apres 20 semaines de régime hyperlipidique (Jeon et al., 2012; Lu et al., 2011). Cette
inflammation hippocampique est associée a des altérations de 1’apprentissage et de la
mémoire spatiale dans le test de la piscine de Morris. Dans ces deux études, une diminution
de I’inflammation est associée a une amélioration des performances cognitives. Chez la souris
db/db, les altérations émotionnelles et cognitives observées sont associées a une augmentation
de I’expression de cytokines pro-inflammatoires dans 1’hippocampe (Dinel et al., 2011). En
revanche, chez des souris devenues obéses suite a la consommation d’un régime
hypercalorique, I’expression des ARNm des cytokines inflammatoires dans I’hippocampe
n’est pas modifiée en conditions basales mais est exacerbée en réponse a une injection de LPS
(Andre et al., 2014). De plus, 1’équipe de Stranahan a récemment mis en évidence chez les
souris db/db le role de I’IL-1p dans les altérations de la PLT et de 1a mémoire dépendante de
I’hippocampe qui y sont associées (Erion et al., 2014). De plus, des patients souffrant

d’obésité sévere associée a une forte prévalence de symptdmes neuropsychiatriques ont
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¢galement une activation ¢élevée de I’'IDO, ainsi qu’une atrophie hippocampique, en
comparaison a des sujets non obéses (Brandacher et al., 2006, 2007). Chez I’animal,
I’activation d’IDO chez des souris obéses induit une forte augmentation des concentrations
cérébrales de kynurenine et I’exacerbation des comportements de type dépressif (André et al.,
2014). De plus, I’administration de kynurenine a des souris normo-pondérales induit des
comportements de type anxieux et de type depressif ainsi que des altérations cognitives
(Agudelo et al., 2014; Alexander et al., 2012; Chess et al., 2009; Salazar et al., 2012). Ces
données suggerent donc que de la méme maniere, 1’activation de I’IDO pourrait jouer un role
dans le développement de symptdmes neuropsychiatriques induits par I’inflammation associée
a I’obésité (Castanon et al., 2015). Chez les souris db/db, une étude réalisée au laboratoire a
montré que I’activation de I’IDO en réponse a une injection de LPS est plus faible chez les
souris db/db que chez les souris db/+ (Dinel et al., 2014). Ce résultat est associé a une
absence des comportements de type dépressif observés en réponse au LPS chez les souris
contrdles. Des taux de néopterine élevés ont été mesurés chez le sujet et le rongeur obése
(Finkelstein et al., 1982; Ledochowski et al., 1999; Oxenkrug et al., 2011), ce qui suggére que
I’activation de GTP-CHI1 par les cytokines dans un contexte d’obésité, et les altérations de la
neurotransmission dopaminergique qui en résultent pourraient également contribuer au
développement des symptomes neuropsychiatriques associés a 1’obésité. Ainsi, il serait
possible d’envisager que I’état d’inflammation chronique a bas bruit observé dans 1’obésité
puisse avoir des conséquences sur le cerveau et plus particulierement sur la mise en place de
troubles neuropsychiatriques (Capuron et al., 2016; Castanon et al., 2014; Castanon et al.,
2015; Lasselin and Capuron, 2014; Miller and Spencer, 2014).

Si les cytokines inflammatoires peuvent moduler des systemes de neurotransmission
en activant des enzymes comme 1’IDO ou la GTP-CH1, de plus en plus d’études suggérent
que la résistance a I’insuline pourrait étre un intermédiaire supplémentaire de I’effet des
cytokines sur la cognition et/ou I’humeur. En effet, des études ont montré que les cytokines
inflammatoires, en particulier I’'IL-1p et le TNF-a, pouvaient altérer la voie de signalisation
intracellulaire associée au IR, a la périphérie et dans le cerveau (De Souza et al., 2005;
Hotamisligil, 2006; Lann and LeRoith, 2007; Xu et al., 2003). De facon intéressante, la
localisation des IR dans des structures telles que 1’hippocampe et la capacité de I’hormone a
moduler certaines fonctions neuronales et I’humeur ont permis d’envisager un rdle de la
résistance a 1’insuline dans la mise en place des troubles neuropsychiatriques associés a

I’obésité (Blazquez et al., 2014; Ghasemi et al., 2013b). En effet, des données révélent des
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altérations de la voie de signalisation de I’insuline dans différentes pathologies neurologiques
et neuropsychiatriques comme la maladie d’ Alzheimer (Blazquez et al., 2014; Ghasemi et al.,
2013a; Yates et al., 2012). De plus, chez les souris obéses db/db, la résistance a I’insuline
mesurée dans des structures associées a la régulation des émotions et de la cognition, comme
I’hippocampe et le cortex, est associée a des altérations cognitives (Dey et al., 2014; Kim et
al., 2011). A T’inverse, des composés capables d’améliorer la signalisation de 1’insuline
améliorent également les symptomes dépressifs ou les comportements de type dépressif
(Cline et al., 2015; Cline et al., 2012; Gupta et al., 2014; Pomytkin et al., 2015). De plus,
I’administration d’exendine-4, un médicament antidiabétique, a des souris hyperglycémiques
améliore les altérations cognitives de ces souris en réduisant I’inflammation hippocampique
(Huang et al., 2012). Ainsi, ’altération de la voie de signalisation de 1’insuline pourrait
contribuer au développement de troubles de I’humeur et de la cognition dans un contexte

d’obésité, en interagissant avec les cytokines cérébrales.

Les altérations neuropsychiatriques associées a 1’obésité et décrites ci-dessus ont un
impact considérable sur la qualité de vie et la prise en charge médicale du patient, ainsi que
sur le risque de complications de I’obésité. Comme nous [’avons vu, I’implication
d’altérations neurobiologiques telles que des dérégulations de 1’axe corticotrope et une
inflammation chronique a bas bruit ont été mises en évidence dans des contextes de troubles
neuropsychiatriques comme le stress chronique, la maladie d’Alzheimer et la polyarthrite
rhumatoide. Les relations fortes entre ces systémes biologiques et la régulation de I’humeur et
de la cognition suggeérent donc qu’ils puissent étre impliqués dans les altérations
comportementales associées a 1’obésité. La compréhension de ces mécanismes dans le
contexte de 1’obésité pourrait donc permettre d’identifier des cibles potentielles pour le
développement de stratégies préventives et/ou thérapeutiques visant a améliorer la prise en

charge de ces troubles comportementaux.

I11- La nutrition : une stratégie thérapeutique non pharmacologique
Dans le but d’améliorer les troubles de I’humeur et de la cognition associés a 1’obésiteé,
la mise en place de stratégies thérapeutiques non pharmacologiques telles qu’une perte de
poids induite par une chirurgie bariatriqgue ou par un régime faible en calories, ou des
approches nutritionnelles revét un intérét particulier. En effet, des modifications du mode de

vie, notamment des habitudes alimentaires, ont un effet bénéfique sur la santé, en particulier
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chez des sujets obeses (Blackburn, 1995; Goldstein, 1992). De plus, le colt économique de ce
type d’interventions est moindre en comparaison a des traitements pharmacologiques, qui sont
¢galement associés a un risque plus élevé d’effets secondaires (Gillies et al., 2007). Enfin,
I’apport de certains nutriments dans 1’alimentation pourrait représenter une stratégie
intéressante puisqu’ils peuvent agir de maniere non spécifique sur les différentes altérations
associées a I’obésité. En effet, comme nous allons le détailler dans ce chapitre, des nutriments
comme les acides gras polyinsaturés (AGPI) de type n-3, les antioxydants ou ceux présents
dans les prébiotiques peuvent avoir un impact a la fois sur le métabolisme, 1’inflammation,

I’axe corticotrope et les troubles neuropsychiatriques.

A. Les acides gras polyinsaturés (AGPI)

1. Généralités

Un acide gras est constitué d’une chaine aliphatique hydrophobe terminée par un
groupement carboxylique (fonction acide). Ces acides gras sont classés en fonction de la
longueur de leur chaine carbonée et du nombre d’insaturations (ou double liaison) : les acides
gras saturés (AGS) dont tous les atomes de carbones sont saturés en hydrogene et qui ne
présentent aucune insaturation ; les acides gras monoinsaturés (AGMI) qui se caractérisent
par une insaturation carbone-carbone et les AGPI qui comprennent au moins 2 insaturations
au niveau de leur chaine hydrocarbonée. La nomenclature des AGPI indique le nombre
d'atomes de carbone, le nombre d’insaturations et la position de la 1°® double liaison & partir
de I’extrémité méthyle de la chaine carbonée. Ainsi, 1’acide alpha-linolénique (ALA), un
AGPI a 18 atomes de carbone et 3 doubles liaisons, est nommé 18:3 n-3 ou 18:3 ®3. On
distingue ainsi deux familles d’AGPI : les AGPI 3 ou n-3, dont la premiere double liaison
est située sur le 3° atome de carbone a partir de I’extrémité méthylique, et les AGPI @6 ou n-6
dont la premiére double liaison se situe sur le 6° atome de carbone a partir de 1’extrémité
méthylique.

L’acide linoléique (18:2n-6, LA) et I’ALA (18:3n-3) sont des acides gras dits
indispensables car les mammiféres ne possédent pas les enzymes nécessaires a leur synthese
de novo, alors qu’ils sont nécessaires au fonctionnement de leur organisme (Holman, 1998;
Spector, 1999). Ces acides gras sont les précurseurs des AGPI a longue chaine des séries n-6
dont fait partie D’acide arachidonique (20:4n-6, AA) et n-3 comprenant 1’acide
eicosapentaénoique (20:5n-3, EPA) et I’acide docosahexaénoique (22:6n-3, DHA). Les AGPI

a longue chaine n-3 et n-6 sont dits essentiels car ils sont impliqués dans le fonctionnement de
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I’organisme. Ils entrent en effet dans la composition des membranes cellulaires ou ils sont
incorporés sous forme de phospholipides. Ils sont aussi les précurseurs des médiateurs
lipidiques eicosanoides et docosanoides et possédent des effets anti-inflammatoires (Calder,
2006; Kliewer et al., 1997).

Parce que les deux séries d’AGPI sont en compétition pour 1’utilisation des enzymes
nécessaires a leur biosynthése (Fig. 18) et qu’ils possédent des propriétés physiologiques
distinctes, le ratio n-6/n-3 selon lequel ils sont apportés par 1’alimentation est donc important.
A T’origine, les Hommes consommaient un régime riche en AGPI n-3 et appauvri en AGPI n-
6 et acides gras saturés, car les animaux sauvages qu’ils consommaient avaient des teneurs en
AGPI n-3 bien plus importantes que les aliments commercialisés de nos jours (Simopoulos,
2002). Suite a la modification des habitudes alimentaires et de 1’agriculture depuis la
révolution industrielle, ’apport des AGPI dans I’alimentation est passé d’un ratio n-6/n-3 de 1
a pres de 20 dans certains pays industrialisés comme les Etats-Unis, créant une carence
importante en AGPI de la série n-3 (Raper et al., 1992; Simopoulos, 2002). En France, le ratio
n-6/n-3 est compris entre 12 et 20, ce qui se caractérise par un apport important en LA (4,2 %)
et un apport faible en ALA (seulement 0,37 %), EPA et DHA. De nombreuses huiles (pépins
de raisin, tournesol, noix...) ont une teneur en LA élevée alors que I’ALA est présent dans
certains légumes verts, le soja et les noix. L’EPA et le DHA quant a eux, se trouvent
principalement dans le poisson gras (saumon, maquereau, thon) (James et al., 2000). Chez
I’animal nourri avec un régime hypercalorique, une supplémentation en AGPI n-3 protége de
la prise de poids, de I’intolérance au glucose et de I’'inflammation du tissu induites par le

régime (Belchior et al., 2015).

Apres le tissu adipeux, le cerveau et la rétine sont les organes qui contiennent le plus
d’acides gras (50 a 60 % du poids sec du cerveau est constitué de lipides), qui sont
principalement des AGPI (35 % des lipides du cerveau) (Lauritzen et al., 2001; Sastry, 1985).
L’AA et le DHA sont les AGPI majoritaires dans les membranes cellulaires du systéme
nerveux ou ils sont principalement incorporés dans les phospholipides des membranes
neuronales (Sastry, 1985; Yehuda et al., 1999).
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Figure 18 : Voies de synthese des AGPI n-3 et n-6 (adapté de Bazinet and Layé 2014)

2. AGPI n-3 et troubles neuropsychiatriques

De nombreuses études montrent 1’implication des AGPI n-3 issus de 1’alimentation
dans les fonctions cognitives (Bazinet and Laye, 2014; Joffre et al., 2014). Il a été montré
qu’une déficience en AGPI n-3 avait des effets délétéres sur le développement cognitif du
cerveau. Des supplémentations en AGPI n-3 peuvent quant a elles avoir des effets bénéfiques
sur la cognition chez des sujets sains, a la fois chez I’enfant, I’adulte jeune et 1’adulte d’age
moyen. Elles peuvent également diminuer la neurodégénération et le risque d’altérations
cognitives chez I’individu agé (Karr et al.,, 2011). Cependant, les études menées chez
I’Homme sain ont rapporté des résultats mitigés, montrant soit un effet positif du DHA sur les
performances cognitives (Fontani et al., 2005; Jackson et al., 2012; McNamara et al., 2010;
Stonehouse et al., 2013), soit pas d’effet (Karr et al., 2012; Kennedy et al., 2009; Stough et
al., 2012). Ces differences sont attribuées a la dose journaliere utilisée, la durée de
I’intervention, la source d’AGPI n-3 (principalement EPA ou principalement DHA),
I’historique de I’alimentation en AGPI n-3 de la population étudiée et les fonctions cognitives
testées. Chez ’enfant, de faibles taux d’AGPI n-3 ont été associes a de plus grands risques de
développer des déficits cognitifs, des troubles de 1’attention ou des troubles autistiques
(Antalis et al., 2006; Vancassel et al., 2001). Certaines études post-mortem ont montré que les
taux de DHA étaient diminués dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer.
Chez I’animal, peu d’études montrent un réel effet bénéfique des AGPI n-3 sur la cognition,
excepté dans des conditions de déficience en AGPI n-3. Une supplémentation nutritionnelle
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de 2 mois en AGPI n-3 chez la souris agée augmente la proportion de ces derniers dans le
cerveau et restaure les déficits de meémoire spatiale en piscine de Morris. Ces résultats sont
associés a une amélioration de la sur-activitation de c-Fos, un marqueur d’activité neuronale,
dans I’hippocampe (Labrousse et al., 2012). De fagon intéressante, d’autres études également
réalisées au laboratoire montrent que les effets bénéfiques des AGPI n-3 impliquent une
modulation de la réponse inflammatoire (De Smedt-Peyrusse et al., 2008; Madore et al., 2014;
Vauzour et al., 2015). Le LPS altere différemment le phénotype microglial et 1’expression
hippocampique des cytokines pro-inflammatoires chez des souris Fat-1, capables de convertir
les AGPI n-6 en AGPI n-3, que chez des souris témoins. Ceci est associé a des performances
mnésiques normales apres injection de LPS, alors que celui-ci altére la mémoire spatiale
dépendante de I"hippocampe chez les souris témoins (Delpech et al., 2015a). De plus, une
autre étude montre que le LPS diminue la mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe et
altere la dépression a long terme (DLT), mais pas la PLT, seulement chez les souris
déficientes en AGPI n-3. De plus, le LPS induit I’expression de cytokines pro-inflammatoires

seulement dans 1I’hippocampe des souris sous régime équilibré (Delpech et al., 2015b).

Les AGPI n-3 ont aussi été décrits comme étant capables de moduler les réponses
émotionnelles (Bazinet and Laye, 2014). Par exemple, des sujets souffrant de symptomes
dépressifs ou de troubles anxieux ont des taux plasmatiques d’AGPI n-3 diminués et/ou des
taux d’AGPI n-6 augmentés en comparaison a des sujets sains (Lin et al., 2010). De plus, des
études post-mortem montrent que des patients dépressifs qui se sont suicidés ont des niveaux
de DHA cérébral plus faibles que des individus témoins du méme age (McNamara et al.,
2007). Chez des patients atteints d’une hépatite C et traités avec de I’'IFN, de faibles taux
sanguins de DHA sont associés a un risque plus élevé de développer une dépression en
réponse au traitement (Su et al.,, 2010). En accord avec ces données, des études
épidémiologiques ont montré qu’un faible apport nutritionnel en AGPI n-3 était associé a un
risque plus élevé de développer des troubles de I’humeur (Appleton et al., 2010). A I’inverse,
une supplémentation nutritionnelle en AGPI n-3 améliore les symptdémes dépressifs, en
particulier lorsque ceux-ci sont séveres (Appleton et al., 2010; Bozzatello et al., 2016; Grosso
et al., 2016; Lin et al., 2010; Moranis et al., 2012). Une étude réalisée chez des étudiants sains
en période de stress (quelques jours avant un examen) montre qu’une supplémentation en
AGPI n-3 peut diminuer les symptomes d’anxiété, méme si ceux-Ci ne sont pas associés a un
diagnostic de troubles anxieux (Kiecolt-Glaser et al., 2011). L’effet des AGPI n-3 dans les

troubles de I’humeur a aussi été évalué chez I’animal. Ainsi, une déficience en AGPI n-3 sur
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le long terme induit des comportements de type anxieux chez le rongeur (Lafourcade et al.,
2011). Cette déficience est également associée a une augmentation de la réponse de ’axe
corticotrope a un stress en comparaison a des animaux nourris avec un régime témoin (Levant
et al., 2008). Chez la souris, une supplémentation en AGPI n-3 empéche les comportements
de type anxieux et I’augmentation des niveaux de corticostérone plasmatique induits par un
stress de défaite sociale (Larrieu et al., 2014). Bien que I’effet des AGPI n-3 sur les troubles
de I’humeur associés a I’obésité n’ait été encore que peu exploré, une étude récente réalisée
chez des sujets en obésité morbide montre que des symptémes dépressifs sont négativement
liés a la quantité d’ALA dans le plasma (Chalut-Carpentier et al., 2015). D’aprés les données
décrites ci-dessus, il serait donc possible que les AGPI n-3 protéegent des altérations
émotionnelles et cognitives associées a 1’obésité grace a des mécanismes incluant une
modulation de I’activité¢ de 1’axe corticotrope ou de la neuroinflammation, deux systémes

biologiques altérés chez les sujets obeses.

B. Les antioxydants

Parmi les altérations biologiques participant au développement et a la progression de
I’obésité et des troubles qui lui sont associées, le role du stress oxydant a été mis en évidence
(Maritim et al., 2003). Le stress oxydant est défini comme une dérégulation de la balance
entre la production de radicaux libres (ou especes réactives de 1’oxygene, comme le péroxyde
d’hydrogene et le monoxyde d’azote) et les capacités antioxydantes de [’organisme
(Betteridge, 2000). Dans un organisme sain, la production de radicaux libres est normale et ne
constitue pas une situation de stress oxydant puisqu’il existe des systémes permettant de les
supprimer. Par exemple, des enzymes telles que la superoxyde dismutase, la catalase et la
glutathion peroxydase participent aux défenses antioxydantes de I’organisme. Cependant,
certaines pathologies comme 1’obésité sont caractérisées par un stress oxydant élevé, mesuré
par une augmentation de la production de radicaux libres ou par une diminution de I’activité
de ces enzymes (Salmon, 2016). Le stress oxydant induit des dommages cellulaires,
notamment au niveau de I’ADN, des protéines ou des lipides. Les AGPI sont notamment une
cible des radicaux libres et leur oxydation peut induire des dommages tissulaires (Vigor et al.,
2014). Le stress oxydant peut également induire la mort cellulaire par apoptose. Ces
dommages peuvent contribuer au développement de maladies telles que les cancers, des

maladies cardiovasculaires ou certaines maladies neurodégénératives.
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1. Généralités sur les antioxydants

L’apport d’antioxydants exogenes, apportés notamment par I’alimentation, suscite un
grand intérét dans le domaine de la santé. Par definition, un composé antioxydant doit étre
capable de retarder et/ou d’inhiber significativement 1’oxydation du substrat (par exemple des
lipides) par les radicaux libres, et cela a de faibles concentrations (Halliwell and Gutteridge,
1990). Lorsque le stress induit par les espéces radicales de 1’oxygeéne est supérieur aux
capacités antioxydantes de la cellule, celle-ci peut initier son processus d’apoptose, évitant
ainsi une toxicité générale au niveau du tissu ou de I’organisme. L apport d’antioxydants dans
notre alimentation est susceptible d’améliorer le niveau des défenses antioxydantes et par
conséquent de prévenir I’apparition des pathologies associées au stress oxydant. Les
composés antioxydants naturels peuvent étre issus de sources animales ou végétales. Chez les
vegétaux, il y a de nombreux composés ayant une activité antioxydante, et les sources sont
tres nombreuses et variees: plantes, fruits, légumes, céréales, graines... Les composés
principaux provenant des végétaux sont les tocophérols, I’acide ascorbique, les caroténoides

et les composés phénoliques.

De facon intéressante, les composés antioxydants possédent, au-dela de leur activité
antioxydante, de puissantes propriétés anti-inflammatoires. Par exemple, la consommation de
polyphénols est inversement associée a la concentration plasmatique de CRP dans la
population générale adulte (Chun et al., 2008). En accord avec cette observation, de
nombreuses interventions nutritionnelles montrent que les antioxydants fournis par
I’alimentation sont capables de moduler la production de cytokines. En effet, la
consommation de polyphénols extraits de muyrtille pendant 3 semaines diminue la
concentration plasmatique de cytokines et chémokines pro-inflammatoires (IL-4, IL-13, IL-8
et IFN-a) chez des individus sains adultes (Karlsen et al., 2007). On observe également que
chez des patients en phase précoce de la maladie d’Alzheimer, la consommation d’un régime
riche en polyphénols extraits de thé vert et de pomme pendant 8 mois diminue les niveaux
sériques d’IL-2, d’IFN-y et de TNF-a, qui sont plus élevés que chez les témoins (Rubio-Perez
and Morillas-Ruiz, 2013).Chez des sujets obeses ou diabétiques de type 2, la consommation
de curcumine ou de vitamines C et E (acide ascorbique et a-tocophérol, respectivement)
pendant 4 semaines diminue la concentration de cytokines inflammatoires circulantes comme
I’IL-1B et le TNF-a (Ganjali et al., 2014; Jamalan et al., 2015). Dans un modele murin
d’obésité induite par un régime hypercalorique consommé pendant 15 semaines, 1’ajout de

cassis, riche en composés phénoliques, dans 1’alimentation empéche le développement de
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I’inflammation induite par 1’obésité dans le tissu adipeux (Benn et al., 2014). Chez le rat age,
la consommation d’un régime enrichi en vitamine E pendant 9 semaines permet également
d’empécher I’augmentation du stress oxydatif et de 1’activité de 1’axe corticotrope (Kobayashi
et al., 2009). Enfin, dans un modele murin de sclérose en plaques, une pathologie également
caractérisée par une neuroinflammation, la consommation de coenzyme Q10 (CoQ10)
pendant 3 semaines diminue I’inflammation, en réduisant notamment 1’expression de TNF-a
dans le cerveau (Soleimani et al., 2014). De fagon intéressante, des études ont mis en évidence
un lien entre la consommation d’antioxydants et I’amélioration des altérations métaboliques
dans des modéles d’obésité. Ce lien semble impliquer une amélioration des altérations de la
composition du microbiote intestinal dans ces modeles (Anhe et al., 2016; Anhe et al., 2015b).
Par exemple, la consommation de régimes riches en polyphénols (contenant par exemple de la
canneberge) augmente la proportion de la bactérie Akkermansia dans les intestins des souris
obéses nourries avec un riche en lipides et sucres. Cette augmentation est associée a une
amélioration des altérations métaboliques, de I’inflammation intestinale et du stress oxydatif

associées a 1’obésité (Anhe et al., 2015a).

2. Antioxydants et troubles neuropsychiatriques

Des études récentes suggérent une association entre la consommation de fruits et
légumes, riches en antioxydants, et ’amélioration des fonctions cognitives, ainsi que la
diminution du risque de développer des maladies neurodégénératives liées a 1’age (Panickar
and Jang, 2013; Rendeiro et al., 2015; Spagnuolo et al., 2016; Vauzour et al., 2015). En
particulier, une consommation augmentée de polyphénols est positivement associée aux
performances de mémoire épisodique chez 1’adulte (Kesse-Guyot et al., 2012) et a une
diminution du déclin cognitif chez le sujet 4gé de 70 ans et plus (Devore et al., 2013). Au
laboratoire, une étude réalisée sur des souris montre qu’une supplémentation en polyphénols
extraits de raisin et de myrtille empéche les altérations de mémoire liées a 1’age dans le test de
la piscine de Morris. De fagon intéressante, cet effet protecteur est associé a la modulation de
I’expression hippocampique de génes impliqués dans la plasticité neuronale (Bensalem et al.,
2016). Dans une autre étude réalisée sur un modéle murin de la maladie d’Alzheimer, la
consommation d’épigallocatechin-3-gallate, un puissant composé antioxydant, améliore
I’apprentissage et la mémoire spatiale en réduisant la résistance a 1’insuline dans
I’hippocampe (Jia et al., 2013). Dans un modéle de dépression induite par le TNF-a, la

vitamine E diminue les comportements de type dépressif (Manosso et al., 2013).
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L’obésité étant associée a des altérations métaboliques, une augmentation de
I’inflammation centrale et périphérique, un stress oxydant ¢élevé et des altérations
neuropsychiatriques, 1’utilisation d’antioxydants semble donc étre une stratégie thérapeutique
non pharmacologique particulierement prometteuse. En accord avec cette notion, une étude
réalisée sur 30 sujets obeses décrit une amélioration des symptoémes anxieux, mais pas des
symptomes dépressifs, aprés la consommation de curcumine pendant 30 jours (Esmaily et al.,
2015). Une étude préclinique sur des souris nourries avec un régime hyperlipidique montre
qu’une supplémentation de 16 semaines avec de la lutéoline, un polyphénol de la famille des
flavonoides, améliore la mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe, diminue Ila
neuroinflammation et le stress oxydant et rétablit I’expression de protéines impliquées dans la
plasticité synaptique dans I’hippocampe et le cortex de ces souris. Ces résultats sont associés a
une amélioration des altérations métaboliques, dont la résistance a I’insuline, et de
I’inflammation périphérique (Liu et al., 2014). Ainsi, les antioxydants pourraient, comme les
AGPI n-3, améliorer les troubles neuropsychiatriques associés a 1’obésité en agissant sur des
systémes biologiques altérés chez les individus obéses, comme [’axe corticotrope et la

neuroinflammation.

C. Les prebiotigues

1. Généralités sur les prébiotigues

Comme décrit précédemment, les changements de la composition du microbiote
intestinal associés a l'obésité jouent un rdle majeur dans l'induction de I'inflammation
périphérique et centrale a bas bruit. Les interventions nutritionnelles permettent de moduler la
composition du microbiote intestinal. Ce type de stratégie semble améliorer les altérations
métaboliques observées dans le syndrome métabolique, ainsi que certaines comorbidités
associees (Erejuwa et al., 2014; Petra et al., 2015). Ces améliorations ont notamment été
décrites dans des études utilisant des probiotiques (Delzenne et al., 2011). Les probiotiques
sont définis par I'OMS comme des "micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés
en quantité suffisante, exercent un effet bénéfique pour la santé de 1’hote". Les prébiotiques,
quant a eux, sont des carbohydrates non-digestibles qui stimulent la croissance et le
métabolisme de micro-organismes entériques associes a des effets bénéfiques pour la sante.
De facon similaire aux probiotiques, l'utilisation de prébiotiques stimule la croissance de
bactéries commensales spécifiques. L’oligofructose (OFS), les galacto-oligosaccharides et le

lactulose sont trois prébiotiques qui ont la capacité de modifier la composition du microbiote

88



INTRODUCTION GENERALE

intestinal, en augmentant les proportions de Bifidobacteria et de Lactobacillus, deux familles
de bactéries ayant des effets bénéfiques sur la santé (Macfarlane et al., 2006). En particulier,
I’OFS diminue le poids corporel, améliore I'noméostasie du glucose, le profil lipidique
plasmatique et I'inflammation périphérique (Cani et al., 2007; Cani and Delzenne, 2007, 2009;
Mallappa et al., 2012). Des données suggérent que ces effets bénéfiques soient dus a la
capacité des Bifidobacteria a réduire I’inflammation induite par endotoxémie (Kootte et al.,
2012). Ces composés pourraient donc étre particulierement intéressants pour prévenir et/ou

diminuer les altérations comportementales associées a 1’obésité.

2. Prébiotiques et troubles neuropsychiatrigues

L’impact de ces prébiotiques sur I’inflammation centrale associée a 1’obésité ou a
d’autres pathologies a composante inflammatoire est moins bien décrit. De maniere générale,
on sait que le microbiote intestinal est capable de moduler les fonctions cérébrales (Gareau,
2016; Moloney et al., 2014; Neufeld et al., 2011). Des interactions entre le microbiote
intestinal et le cerveau ont été décrites récemment mais les voies de communications
(neurales, hormonales ou immunes) qui relient ces deux systémes sont encore mal
caractérisées (Cryan and Dinan, 2012; Moloney et al., 2014). Il semble que des altérations de
la communication intestin-cerveau en conditions de stress, telles qu’un stress précoce, soient
associées a des altérations de I’humeur et de la cognition (Cryan and Dinan, 2012; Savignac et
al., 2015). La forte comorbidité entre des symptdmes neuropsychiatriques induits par un
stress, comme 1’anxiété, et les troubles gastro-intestinaux, renforce 1’existence de ce lien. Des
approches expérimentales ont également montré que des souris dépourvues de microbiote
développent des altérations de la réponse au stress et un comportement de type anxieux, qui
peuvent étre restaurés apres recolonisation de I’intestin avec un microbiote normal (Collins et
al., 2012). L’administration de prébiotiques ou de probiotiques permet de diminuer les
comportements de type anxieux (Tarr et al., 2015), I’activité de 1’axe corticotrope, ainsi que
les altérations de plasticité synaptique et de neurogenése induits par un stress (Ait-Belgnaoui
et al., 2014). Bien que ces études mettent en évidence un réle du microbiote dans la régulation
du comportement, peu de données sont disponibles quant a son impact sur les altérations
émotionnelles et cognitives associées a 1’obésité. Il a récemment été décrit que la
transplantation du microbiote intestinal provenant de souris obese suite a la consommation
d’un régime hypercalorique a une souris mince suffit pour induire une activation microgliale
ainsi que des déficits cognitifs et des comportements de type anxieux, et ceci en l'absence

d'obésité (Bruce-Keller et al., 2015). Ceci est en accord avec la notion selon laquelle les
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altérations du microbiote dans l'obésité peuvent moduler les voies de communication de I'axe
intestin-cerveau et conduire au développement de comorbidités neuropsychiatriques,
associées a une neuroinflammation. Ainsi, l'utilisation de composés capables de moduler la
composition du microbiote pourrait étre un moyen daméliorer les comorbidités

neuropsychiatriques chez les patients obeses (Dinan and Cryan, 2012).

Comme nous 1’avons décrit dans cette introduction, 1’obésité est devenue une véritable
pandémie au niveau mondial. Cette pathologie complexe aux causes multifactorielles est
associée non seulement a un grand nombre de comorbidités (diabéte de type 2, maladies
cardiovasculaires...), mais également a une prévalence élevée de troubles neuropsychiatriques
dont la dépression, des troubles anxieux et des altérations cognitives. Ces altérations
comportementales augmentent le risque de développer des comorbidités telles que des
troubles cardiovasculaires et altérent la qualité de vie, ainsi que la prise en charge des patients.
Ainsi, la compréhension des mécanismes impliqués dans le développement des altérations
neuropsychiatriques chez les sujets obéses est un enjeu majeur de santé publique. Des
données épidémiologiques, cliniques et expérimentales suggerent que I’impact sur le cerveau,
en particulier sur I’hippocampe, de I'inflammation a bas bruit qui accompagne 1’obésité
pourrait étre impliqué dans le développement de ces troubles. Cependant, bien que de
nombreuses associations entre neuroinflammation et altérations neuropsychiatriques aient été
décrites, un lien causal reste a mettre en évidence dans le contexte de I’obésité.
L’identification des mécanismes impliqués dans ces troubles est en effet cruciale puisque ces
mécanismes pourraient étre la cible de potentielles approches préventives et/ou

thérapeutiques, notamment nutritionnelles.
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La prévalence de I’obésité augmente de maniére drastique dans le monde. Or, I’obésité
est associée a un risque élevé de développer des altérations émotionnelles (dépression,
troubles anxieux) et cognitives (dont des troubles mnésiques). La prise en charge de ces
troubles comportementaux chez le sujet obese est capitale puisque la mauvaise estime de soi
et ’auto-négligence qu’ils entrainent sont associées a un mauvais suivi des traitements et a
une diminution de la qualité de vie. La compréhension des mécanismes impliqués dans
I’association entre obésité et altérations comportementales est donc nécessaire afin

d’améliorer la qualité de vie du patient et sa prise en charge.

Notre laboratoire a été un des premiers a mettre en évidence un lien entre ces troubles
émotionnels et cognitifs associés a 1’obésité et 1’inflammation (Castanon et al 2014, 2015,
Capuron et al 2016). En effet, I’obésité est associée a un état d’inflammation chronique dit a
bas bruit caractérisé par une augmentation de la concentration de cytokines inflammatoires
circulantes. Deux des facteurs majeurs dans le développement de cet état d’inflammation a
bas bruit sont (1) ’augmentation de la proportion de tissu adipeux blanc et (2) des altérations
du microbiote intestinal associées a une augmentation de la perméabilité intestinale
permettant le passage d’endotoxines bactériennes dans la circulation (Cani et al., 2012). Dans
un contexte plus général, il est clairement établi qu’une inflammation systémique provoque la
mise en place d’une inflammation cérébrale, caractérisée par la production locale de cytokines
inflammatoires (Dantzer 2001). Dans le cerveau, les cytokines sont capables de moduler des
mécanismes neurobiologiques impliqués dans la régulation de I’humeur, dont le métabolisme
et la fonction des neurotransmetteurs (les monoamines), I’activité neuroendocrinienne (dont
celle de I’axe corticotrope), la plasticité neuronale et/ou les connections neuronales entre
différentes structures cérébrales. Il est intéressant de noter que I’inflammation cérébrale
associée a I’obésité est particulieérement marquée dans 1’hypothalamus, si¢ge du contrdle de
I’homéostasie énergétique (Kalin et al., 2015), mais également dans des structures cérébrales
impliquées dans la régulation de I’humeur et de la cognition, telles que 1I’hippocampe (Dinel
et al., 2011, 2014 ; Andre et al., 2014). Par exemple, des modeles animaux d’obésité tels que
les souris db/db (déficientes pour le gene du récepteur de la leptine) présentent des altérations
métaboliques associées a une augmentation de I’expression de cytokines inflammatoires dans
I’hippocampe (IL-1, IL-6, TNF-a). Cependant, bien que de nombreuses associations aient été
décrites entre I’inflammation et les altérations neuropsychiatriques associées a 1’obésité, les

mécanismes sous-tendant cette association restent a déterminer.
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L’objectif général des études réalisées dans ce travail de thése a donc eté de
déterminer quels sont les mécanismes sous-tendant les troubles émotionnels et cognitifs
associés a I’obésité, afin d’identifier de potentielles cibles permettant de développer de
nouvelles stratégies préventives et/ou thérapeutiques. Pour cela, nous avons dans un premier
temps ¢évalué si I’inflammation, en particulier au niveau de I’hippocampe, avait un lien causal
dans la mise en place des altérations émotionnelles associées a 1’obésité dans le modéle murin
d’obésité db/db et quels étaient les intermédiaires impliqués dans cette relation. Les résultats
ayant suggéré un réle du TNF-a dans la mise en place de ces troubles comportementaux, nous
avons ensuite testé directement son implication et évalué les mécanismes potentiellement
impliqués (objectif 1). Dans un second temps, nous avons utilisé des approches
nutritionnelles permettant de cibler de maniére non spécifique différentes fonctions altérées
chez ces souris et connues pour étre potentiellement impliqués dans le développement des
troubles de I’humeur et de la cognition (objectif 2). Ce deuxiéme objectif nous a permis non
seulement d’évaluer I’effet de ce type d’approches sur les altérations métaboliques et
comportementales associées a 1’obésité, mais d’étudier également les mécanismes

potentiellement impliqués.

= Objectif1:
Etude du réle de I’inflammation dans le développement de comportements de type
anxieux associés a I’obésité chez la souris db/db et des mécanismes potentiellement impliqués

dans cette relation.

v" Objectif 1a : Etude du role causal de I’inflammation dans le développement des

comportements de type anxieux associ€s a I’obésité.

v' Objectif 1b: Etude du rble du TNF-a dans le développement des

comportements de type anxieux associés a 1’obésité.

»= Objectif2:
Etude des conséquences de la consommation de nutriments d’intérét sur les altérations
métaboliques et comportementales associées a 1’obésité chez la souris db/db et identification

des mécanismes potentiellement impliqués.
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v Obijectif 2a: Etudes des conséquences d’un régime enrichi en AGPI n-3 et
antioxydants sur les altérations métaboliques et comportementales associées a

I’obésité et sur leurs corrélats neurobiologiques.

v Obijectif 2b: Etudes des conséquences d’une manipulation du microbiote
intestinal par I’administration d’un prébiotique sur les altérations métaboliques
et comportementales associées a 1’obésité et sur leurs corrélats

neurobiologiques.
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Nowadays, the prevalence of obesity is rapidly increasing worldwide. Importantly,
obesity is associated with a high risk of developing mood disorders (depression and anxiety)
and cognitive alterations (including memory deficits). The management of these behavioral
alterations in obese patients is critical since poor self-esteem and self-neglect associated to
these disorders are associated with poor treatment monitoring and decreased quality of life.
Identifying the mechanisms underlying the relationship between obesity and neuropsychiatric
disorders is therefore urgently needed.

Our laboratory is one of the first to highlight a relationship between obesity-associated
neuropsychiatric alterations and inflammation (Castanon et al 2014, 2015, Capuron et al
2016). Indeed, obesity is associated with chronic low-grade inflammation characterized by
increased levels of circulating inflammatory cytokines. Two majors mechanisms involved in
the development of this low-grade inflammation are (1) an increased white adipose tissue
mass and (2) gut microbiota dysregulations associated to an increased gut permeability which
facilitates the translocation of gut bacterial endotoxins in the blood (Cani et al., 2012). In a
more general context, it has been described that systemic inflammation induces
neuroinflammation, which is characterized by central production of inflammatory cytokines
(Dantzer 2001). Within the brain, cytokines can influence neurobiological systems involved in
the regulation of mood, including neurotransmitters (monoamines) metabolism and function,
neuroendocrine activity (e.g. HPA axis), neuronal plasticity and/or connectivity between brain
areas. Interestingly, the neuroinflammation associated with obesity has been particularly
reported in the hypothalamus, a key structure in the regulation of energetic homeostasis
(Kalin et al., 2015), but also in brain areas involved in the regulation of mood and cognition
such as the hippocampus (Dinel et al., 2011, 2014 ; Andre et al., 2014). For instance, rodent
models of obesity such as the db/db mice (in which leptin receptor is inactivated) display
metabolic alterations associated with increased expression of pro-inflammatory cytokines
within the hippocampus (IL-1pB, IL-6, TNF-a). However, although several studies report an
association between inflammation and obesity-related neuropsychiatric alterations, the

biological mechanisms underlying this association still need to be clearly identified.

The aim of this thesis was hence to determine what are the mechanisms underlying the
emotional and cognitive alterations associated with obesity, in order to identify potential
targets allowing the development of new preventive and/or therapeutic strategies. To answer
this question, we have first assessed the potential role of inflammation, especially in the
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hippocampus, in the development of emotional alterations associated with obesity in the db/db
mice and what were the potential mediators underlying these relationships. Since the first
results obtained suggested a role for TNF-a in inducing these emotional alterations, we have
then tested this hypothesis and tried to identify the mechanisms potentially involved
(objective 1). Secondly, we have used dietary interventions to non-specifically target different
mechanisms known to be altered in db/db mice and potentially involved in the development
of their neuropsychiatric alterations (objective 2). In this second part of the project, we not
only measured the impact of such strategies on metabolic and behavioral alterations
associated with obesity, but we also evaluated what were the mechanisms potentially

involved.

= Objective 1:
Assessing the role of inflammation in the development of anxiety-like behaviors
associated with obesity in the db/db mice and identifying the mechanisms potentially

involved,

v" Objective la: measuring if inflammation plays a causal role in anxiety-like

behaviors associated with obesity

v Objective 1b: Assessing the role of hippocampal TNF-a in anxiety-like
behavior associated with obesity

= Objective 2:
Assessing the impact of nutrient supplementation on metabolic and behavioral
alterations associated with obesity in db/db mice and identifying the potential underlying

mechanisms

v Objective 2a: Assessing the impact of a n-3 PUFAs/antioxidants enriched diet
on metabolic and behavioral alterations associated with obesity and on their

neurobiological correlates.

v Objective 2b: Assessing the impact of gut microbiota manipulation through
prebiotic administration on metabolic and behavioral alterations associated

with obesity and on their neurobiological correlates.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE

I- Choix du modéle utilisé

Afin de répondre aux différents objectifs décrits précédemment, nous avons choisi
d’utiliser le modele murin d’obésité db/db. Ce paragraphe vise a expliquer le choix de ce
modele animal, en le comparant a d’autres modeles d’obésité, en particulier a des modeles

d’obésité induite par le régime.

A. Mod¢éles d’obésité induite par le régime

Chez I’Homme, 1’obésité est majoritairement la conséquence d’une dérégulation de la
balance énergétique, induite notamment par la surconsommation d’aliments hypercaloriques.
Ainsi, les modeles animaux d’obésité induite par un régime hypercalorique sont largement
utilisés afin de se placer dans une situation comparable a celle observée chez I’Homme. En
1949, le premier modele d’obésité induite par le régime a été développé chez le rat grace a un
régime palatable semi-liquide ad libitum. Puis, en 1953, Fenton et Dowling ont utilisé un
régime dans lequel les lipides constituaient 50% de 1’apport énergétique afin d’induire une
obésité¢ chez la souris. Aujourd’hui, de nombreux mod¢les d’obésité induite par le régime
existent. S’ils reposent tous sur un excés de calories apportées par 1’alimentation, ils varient
en revanche quant a la quantité et la provenance de ces calories. D’une maniére générale, les
modéles animaux d’obésité induite par un régime hypercalorique développent une résistance a
la leptine (Morrison, 2008). Cette leptino-résistance observée dans les modeles animaux
d’obésité induite par un régime hypercalorique et/ou hyperlipidique peut étre comparée a celle
observée chez le sujet obése, rendant ces modéles proches de la plupart des situations

d’obésité rencontrées chez I’Homme.

Les modeles d’obésité induite par le régime possédent néanmoins de nombreuses
limitations. En effet, la variabilité du contenu des régimes (ex : source et teneur en lipides)
peut étre a I’origine de nombreuses différences entre les phénotypes observés. De plus, le
choix des lignées animales utilisées explique également la variabilité des résultats rapportés
dans ces etudes. En effet, alors que certaines lignées, comme les souris C57BL/6J sont
susceptibles a une prise de poids induite par la consommation d’un régime hypercalorique
et/ou hyperlipidique, d’autres lignées comme les souris A/J y sont résistantes (Nilsson et al
2012). Une autre limitation de ce type de régime concerne 1’étiologie de 1’obésité chez
I’Homme. La vulnérabilité a devenir obese ne dépend pas de la capacité a prendre du poids en

consommant un régime hypercalorique de fagon forcée, mais varie en fonction des différences
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interindividuelles quant a la propension a choisir une alimentation hypercalorique ou un

régime équilibré (Speakman 2007).

B. Mod¢éles monogéniques d’obésité

Parmi les différents modéeles génétiques d’obésité tels que la souris mutée sur le géne
MC4R (codant pour un récepteur de la mélanocortine), les modeles affectant la leptine sont
ceux dont I’utilisation est la plus courante. En effet, les animaux dont la voie de signalisation
de la leptine est altérée, en particulier dans I’hypothalamus, développent un phénotype
d’obésité sévere. Ces modeles incluent les animaux chez qui la leptine n’est pas produite ou
ne peut plus agir sur son récepteur. Les mutations observées dans ces modeles peuvent étre
dues a des modifications génétiques, notamment au niveau des protéines impliquées dans la
signalisation en aval du récepteur de la leptine ou étre spontanées (cas des modeéles ob/ob et
db/db décrits ci-dessous).

1. Mutation spontanée ob/ob

Le phénotype ob/ob a été découvert par hasard en 1949 dans les laboratoires Jackson,
chez des souris ayant un fond génétiqgue C57BL/6J. Ce phénotype est di a une mutation
spontanée du géne « obese » (ob). A la naissance, les souris mutées ob/ob ont un phénotype
similaire a celui des souris non mutées, mais elles prennent ensuite du poids rapidement et
leur poids a 1’age adulte peut atteindre jusqu’a trois fois celui des souris controles. Le gene
muté n’a pas ét¢ identifi¢é pendant environ 50 ans, jusqu’en 1994, lorsque les travaux de
Zhang ont identifié le gene de la leptine comme étant responsable de ce phénotype. Les souris
ob/ob présentent donc un déficit de production de leptine, qui comme nous ’avons vu, joue
un roéle important dans la régulation de la prise alimentaire. Ainsi, ces souris qui sont
caractérisées par une prise alimentaire non régulée et donc particulierement augmentée,
développent une obésité associée a une insulino-résistance et a une hyperinsulinémie. Le
traitement de ces souris avec de la leptine permet de normaliser leur phénotype (Lindstrom,
2010). Cependant, la majorité des cas d’obésité chez ’Homme se traduit plutot par une hyper-

sécrétion de leptine et/ou une résistance a la leptine, et non par une absence de leptine.

2. Mutation spontanée db/db
Le phénotype obese db/db a été identifie chez la souris en 1966 au sein des

laboratoires Jackson. Ce phénotype est di a une mutation du géne codant pour le récepteur de
la leptine, qui induit un défaut de signalisation de cette protéine. Ce défaut de signalisation de

la leptine, notamment dans I’hypothalamus, entraine une hyperphagie permanente et ainsi une
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obésité sévere associée a une hyperleptinémie, une hyperinsulinémie, une hyperglycémie et
une résistance a I’insuline. De par la mutation de leurs récepteurs a la leptine, ces souris sont
résistantes aux traitements par la leptine, et sont donc un modele plus proche de l'obésité et du
DT2 chez I'Homme.

Le modéle db/db est un modéle approprié¢ pour étudier 1’étiologic des troubles de
I’humeur et de la cognition associés a 1’obésité. En effet, les troubles métaboliques qui
caractérisent ces souris sont accompagnés de comportements de type anxieux (Dinel et al.
2011) et d’altérations de la mémoire spatiale dépendante de 1’hippocampe dans les tests du
labyrinthe en Y et de la piscine de Morris (Stranahan et al., 2008 ; Dinel et al. 2011 ; Erion et
al., 2014). Ces altérations comportementales s’accompagnent d’une inflammation chronique a
bas bruit, a la fois périphérique et centrale (Dinel et al., 2011, 2014), caractérisée par des
concentrations ¢levées de cytokines inflammatoires dans le plasma et par I’expression
exacerbée de ces cytokines dans I’hippocampe, structure clé dans la régulation du
comportement, en comparaison a leurs controles, les souris db/+. Cette inflammation est
associée a une augmentation de la corticostérone plasmatique, suggérant des
dysfonctionnements de I’axe corticotrope dans ce modele (Dinel et al., 2011). De plus, les
déficits mnésiques de ces souris sont diminués lorsque les taux plasmatiques de corticostérone
sont maintenus a un niveau physiologique. Les altérations comportementales observées chez
les souris db/db sont également associées a des altérations de la plasticité neuronale. La
production de protéines impliquées dans la plasticit¢ (BNDF, psd95, synaptophysin et
synpatophilin) est en effet diminuée dans 1’hippocampe des souris db/db en comparaison a des
souris db/+ ou a des souris C57BL/6J. Enfin, des processus impliqués dans la plasticité
neuronale comme la neurogenése et la PLT sont altérés chez les souris db/db (Stranahan et al.,
2008; Erion et al, 2014).

Ainsi, les souris db/db sont un modeéle particulierement utile pour étudier les
mécanismes impliqués dans la mise en place des troubles de I’humeur et de la cognition

associés a 1’obésité.
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I1- Choix des tests comportementaux

A. Evaluation de la mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe

1. Labyrinthe aguatigue de Morris (ou de la Piscine de Morris)

L’épreuve du labyrinthe aquatique mise au point par Morris (Morris, 1984), permet de
mesurer les capacités d’apprentissage et de mémoire spatiale chez I’animal. L’implication de
I’hippocampe dans ce test de mémoire spatiale a été montrée par des études lésionnelles (de
Hoz et al., 2005), des études pharmacologiques (Micheau et al., 2004), de transgénése (Cho et
al., 1998), d’¢électrophysiologie (Moser et al., 1998) ou bien encore a 1’aide de marqueurs
d’activité cellulaire (Teixeira et al.,, 2006). Un des avantages de ce test est qu’il permet
d’évaluer a la fois I’apprentissage et la mémoire, deux processus cognitifs faisant appel a des
mécanismes distincts. De plus, ce test permet d’évaluer la mémoire a long terme (72 h apres
la fin de I’apprentissage) et compléte ainsi d’autres tests comme celui du labyrinthe en Y qui
permettent de mesurer la mémoire a court terme. Dans notre protocole expérimental, cette
épreuve mettait plus particulierement en jeu la mémoire spatiale de référence dépendante de la
formation hippocampique. En effet, la tdche comportementale consistait pour 1’animal a
localiser un "but" spatial fixe, représenté ici par une plateforme immergée dont la localisation
reste constante, en utilisant des indices spatiaux distaux. Le protocole choisi se déroule en 4
étapes (Fig. 19):

1-la familiarisation : qui permet aux souris de se familiariser a la nage et au fait de

monter sur une plateforme.

2-I’apprentissage indicé : permet d’évaluer la présence de déficits moteurs ou visuels
et accentue la familiarisation. Les animaux doivent trouver une plateforme immergée indiquée

par un indice.

3-Iapprentissage spatial de référence : les animaux doivent trouver une plateforme

immergée et non visible en utilisant les indices visuels distaux.

4-le probe test : permet d’évaluer la mémoire spatiale. Les souris cherchent pendant 1

min dans la piscine sans plateforme.
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Figure 19 : Etapes du protocole utilisé dans le test de la piscine de Morris (Bensalem et al., 2016)

2. LabyrintheenY
Le test du labyrinthe en Y permet de tester la mémoire a court terme dépendante de

I’hippocampe. Le principe de ce test est basé sur la curiosité des rongeurs pour I’exploration
et sur leur capacité a discerner un environnement qu’ils ont déja exploré (familier), d’un
environnement qu’ils n’ont encore jamais découvert (nouveau). Ce test présente divers
avantages dont celui de pas nécessiter d’apprentissage de la part des animaux, et celui de ne
pas exposer les souris a des conditions trop stressantes. Il s’agit dans ce test de laisser les
animaux explorer librement un environnement restreint (2 bras sur 3 possibles = phase
d’acquisition) dans un labyrinthe en forme de Y, puis, apres un certain délai, de les replacer
dans ce méme environnement avec cette fois-ci la possibilité d’explorer la totalité du
dispositif (3 bras sur 3 possibles = phase de rappel) (Fig. 20). Il a été montré que lorsque le
délai entre les 2 expositions est suffisamment important, la capacité de ’animal a dissocier le
bras familier du bras nouveau s’apparente a de la mémoire spatiale de travail (Conrad et al.,

1996 ; Paul et al., 2009).

Familier Nouveau Familier

—

ITI = 30 min
1 |
Acquisition Rappel
5 min 5 min

Figure 20 : Procédure comportementale dans le labyrinthe en Y
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B. Evaluation des comportements de type anxieux

Etant donné I’hétérogénéité et la complexit¢ des symptomes de 1’anxiété chez
I’Homme, les tests utilisés chez les rongeurs ne permettent pas de modéliser la pathologie
dans son ensemble mais plutot des symptomes de fagon individuelle. L’état d’anxiété étant
une réponse normale et adaptative face aux dangers, les tests développés chez I’animal sont
basés sur I’hypotheése que 1’anxiété normale et I’anxiété pathologique impliquent les mémes
systemes neurobiologiques. Les tests comportementaux sont ainsi basés sur les
comportements naturels des rongeurs et sont donc pertinents d’un point de vue éthologique
(Cryan and Holmes, 2005). Les tests les plus couramment utilisés sont ceux basés sur le
conflit entre la tendance a approcher un environnement nouveau et celle a éviter une zone
potentiellement dangercuse. L’ensemble des tests utilisés au cours de cette these ont une
valeur prédictive, c’est-a-dire que les comportements d’évitement dans ces tests sont réduits

par ’administration d’anxiolytiques efficaces chez ’Homme.

1. Test de champ ouvert (ou Open Field)

Le test de champ ouvert ou test de I’Open Field est un test tres couramment utilisé
pour mesurer les comportements de type anxieux chez I’animal (Prut and Belzung 2003).
L’avantage de ce test est qu’il permet d’évaluer simultanément I1’habituation a un
environnement nouveau, ’activité locomotrice des rongeurs et les comportements de type
anxieux (Bailey and Crawley, 2009). Dans ce test, la souris est placée dans une aréne carreée,
fortement éclairée au centre, dont elle ne peut s’échapper grace a la présence de parois autour
de I’aréne (Fig. 21). Les rongeurs préferent spontanément la périphérie (comportement de
thigmotaxie) a la partie centrale de I’open field qui est considérée comme anxiogene. On
consideére qu’une diminution du temps passé au centre de 1’aréne refléte un comportement de
type anxieux. Ce test est couramment utilisé pour tester les effets anxiolytiques de composés
pharmaceutiques, mais également pour tester leur effet stimulant puisqu’il permet aussi

d’évaluer la locomotion des souris.

-

Figure 21 : Test de champ ouvert (ou Open Field) (source : ncnp.go.jp)
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2. Test du labyrinthe en croix surelevé (ou Elevated Plus Maze)

Les comportements de type anxieux des animaux ont également été évalues dans le test du
labyrinthe en croix surélevé. Ce test est basé sur le conflit approche/évitement puisque les
souris cherchent naturellement a explorer les environnements nouveaux mais ont tendance a
éviter les espaces ouverts et lumineux (Bailey and Crawley, 2009). Le labyrinthe est composé
de 4 bras surélevés : 2 bras opposés sont fermés par des parois et sombres, les 2 autres sont
ouverts et éclairés. En comparaison au test de champ ouvert, ce test induit un stress pour
I’animal puisque les bras du labyrinthe sont situés a 120 cm du sol. Il peut donc permettre de
mettre en évidence des comportements de type anxieux qui n’auraient pas été détectables dans
le test de champ ouvert. Des animaux présentant des comportements de type anxieux évitent
spontanément les bras ouverts, naturellement anxiogenes, et préférent les bras fermés (Fig.
22). En effet, il a été montré que des traitements pharmacologiques par des anxiolytiques

étaient efficaces pour contrecarrer 1’aversion naturelle engendrée par les bras ouverts.

Figure 22 : Schéma du labyrinthe en croix surélevé (source : biotechniques.com)

3. Test de la boite claire/obscure (ou Light/Dark Box)
Le test de la boite claire/obscure ou test de la Light/Dark Box est le troisieme test que

nous avons utilisé pour évaluer les comportements de type anxieux. Comme le test du
labyrinthe en croix surélevée, ce test est basé sur le conflit entre I’aversion innée des rongeurs
pour les espaces fortement éclairés et 1’exploration spontanée des environnements nouveaux.
Le dispositif est constitué d’un compartiment sécurisant, petit (environ 1/3 de I’ensemble) et
sombre, et d’un compartiment fortement éclairé, grand et ouvert, considéré comme anxiogéne
(Fig. 23). Ce test peut étre utilisé pour évaluer les effets anxiolytiques ou anxiogenes de
composés pharmacologiques. Une diminution du temps passé dans le compartiment clair ou

du nombre de transitions entre les deux compartiments est utilisé comme index d’anxiété.
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Lynn Talton ©2007,

Figure 23 : Schéma de la bofte claire/obscure (source : btc.psych.ucla.edu)

I11- Choix des stratégies anti-inflammatoires

Afin de répondre a I’objectif 1 qui vise a étudier le role de I’inflammation dans le
développement de comportements de type anxieux associés a 1’obésité chez la souris db/db,

nous avons utilisé plusieurs approches permettant de diminuer I’inflammation chez ces souris.

A. Restriction alimentaire

Des études ont décrit que des expériences de restriction alimentaire permettaient de
diminuer le poids corporel et les altérations métaboliques associées (Kim et al., 2016 ; Wong
et al., 2012 ; Martinez-Ramirez et al., 2016) mais également de réduire I’inflammation, a la
périphérie et dans le cerveau. En effet, une étude a montré que des souris nourries pendant 9
mois avec 90 % de la quantité de nourriture consommée par les souris témoins présentaient
des modifications de I’expression de certains genes. En effet, I’expression de 56 genes
associés a l’inflammation était diminuée dans le tissu adipeux épidydimal de ces souris
(Higami et al., 2006). Une réduction de I’apport alimentaire de 40 % diminue également la
production de molécules inflammatoires dans le rein (Kim et al., 2006). Une restriction
alimentaire pendant 28 jours empéche [D’activation des cellules microgliales qui est
classiquement observée sur des coupes d’hypothalamus de souris suite a 1’administration de
LPS (Radler et al., 2015). De fagon intéressante, ce type d’approche a également montré des
effets bénéfiques sur I’humeur et la cognition (Kim et al., 2015, Redman et al., 2011). Dans
notre premicre étude, nous avons donc utilisé cette approche afin de diminuer d’une part le
poids et les altérations métaboliques associ¢es mais également de réduire I’inflammation de
maniere non spécifique. Les souris db/db soumises a la restriction alimentaire ont été nourries

chaque jour avec la quantité moyenne de nourriture consommeée par les souris db/+, soit une
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restriction alimentaire d’environ 30 %. Le méme taux de restriction a été appliqué pour les

souris db/+.

B. Administration d’ibuproféne

Afin de cibler plus spécifiquement I’inflammation, nous avons également utilisé une
approche basée sur 1’administration d’un anti-inflammatoire, 1’ibuproféne. Des effets
bénéfiques de ’administration d’agents anti-inflammatoires comme 1’aspirine et 1’ibuproféne
sur les symptémes neuropsychiatriques ont déja été décrits dans des contextes de pathologies
inflammatoires comme certains cancers (Norden et al, 2015), la maladie d’Alzheimer
(Llorens-Martin et al, 2014) et la maladie de Parkinson (Zaminelli et al., 2014). Nous avons
donc choisi d’utiliser cette approche car elle permet de cibler spécifiquement 1’inflammation
et donc de s’affranchir d’un potentiel effet de la perte de poids sur les altérations
comportementales comme cela peut étre le cas avec 1’approche de restriction alimentaire.
Comme décrit precédemment (Ghosal et al 2010; Lim et al 2001; Llorens-Martin et al 2015),
I’ibuproféne a été intégré dans les croquettes (régime standard) a une concentration finale de
375 ppm. Les souris ont été nourries avec ce régime pendant 7 semaines alors que les souris

contréles étaient nourries avec un régime standard isocalorique.

C. Inhibition du TNF-a cérébral par I’Etanercept

Afin d’inhiber spécifiquement le TNF-o dans le cerveau, nous avons utilis€¢ une
appproche permettant d’inhiber I’activité de cette cytokine par 1’administration d’etanercept
(récepteur leurre du TNF-a). En effet, I’inhibition du TNF-o par I’etanercept a déja montré
des effets positifs sur les troubles de I’humeur dans des pathologies a composante
inflammatoire comme le psoriasis et la polyarthrite rhumatoide (Kekow 2011, Fleming 2015,
Tyring 2006). L’etanercept ne passant pas la BHE (McGeer et al., 2009), son administration
périphérique n’aurait pas permis de cibler la neuroinflammation chez les souris db/db. Nous
avons donc choisi d’injecter celui-ci par voie icv. L’administration chronique de I’etanercept a
été réalisée par diffusion continue pendant 28 jours grdce a une mini-pompe osmotique
implantée sous la peau des souris au niveau du dos. Le mode d’aministration et la dose (0,11

ul/h) ont été choisis sur la base d’une étude précédente (Guggilam et al., 2011).
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IV-  Choix des régimes

Afin de répondre a I’objectif 2 qui vise a étudier les conséquences de la consommation
de nutriments d’intérét sur les altérations métaboliques et comportementales associées a
I’obésité et a identifier les mécanismes potentiellement impliqués, nous avons choisi dans un
premier temps de nourrir les souris avec un régime contenant des AGPI n-3 et des
antioxydants. Dans un second temps, nous avons utilisé des prébiotiques afin de modifier la
composition du microbiote intestinal et d’étudier I’impact de cette modification sur les

altérations métaboliques et comportementales des souris db/db.

A. AGPI n-3 et antioxydants

Comme décrit dans I’introduction, les AGPI n-3 et les antioxydants peuvent agir de
maniere non spécifique sur les altérations biologiques et comportementales associées a
I’obésité. En particulier, ils possédent des propriétés anti-inflammatoires qui pourraient
contribuer a I’amélioration des troubles neuropsychiatriques observés dans ce contexte. En
effet, des études montrent que ces nutriments peuvent améliorer les émotions et/ou la
cognition dans des contextes a composante inflammatoire comme le vieillissement (Labrousse
et al.,, 2012 ; Bensalem et al., 2016), le stress chronique (Larrieu et al., 2014), la maladie
d’Alzheimer (Jia et al., 2013) et la dépression (Manosso et al., 2013). De plus, les niveaux
plasmatiques d’AGPI n-3 sont corrélés aux symptdémes dépressifs chez les sujets obéses
(Chalut-Carpentier et al., 2015). Une co-supplémentation d’AGPI n-3 sous forme d’ALA et
d’a-tocophérol possede des effets bénéfiques sur ’homéostasie du glucose ainsi que sur les
concentrations de cholestérol et de triglycérides dans le plasma (Taghizadeh et al., 2016).
Nous avons donc choisi d’administrer un régime enrichi en AGPI n-3 et antioxydants pendant
13 semaines aux souris db/+ et db/db. Les AGPI n-3 ont été apportés dans 1’alimentation sous
forme du précurseur ALA, qui possede des effets bénéfiques sur les altérations métaboliques
(Oliveira et al., 2015) et inflammatoires (Egert et al., 2014) associées a 1’obésité et sur les
émotions et la cognition (Bourourou et al., 2016 ; Pan et al., 2015 ; Blondeau et al., 2015). Il
est intéressant de noter que ces effets de I’ALA peuvent étre sous-tendus par I’augmentation
des taux d’EPA et de DHA en périphérie et dans le cerveau, mais qu’ils peuvent aussi en étre
en partie indépendants (Poudyal et al., 2013). Les antioxydants apportés dans le régime (a-
tocophérol, CoQ10 et canolol) ont été choisis sur la base de leurs effets béenéfiques sur le
métabolisme (Geddawy et al., 2016 ; Khatami et al., 2016 ; Sohet et al., 2009 ; Kruse et al.,
2015 ; Lin et al., 2013) et sur I’inflammation (Khatami et al., 2016 ; Chung et al., 2010 ;

112



DEMARCHE EXPERIMENTALE

Kruse et al., 2015) chez des modéles animaux d’obésité et chez des patients obeses. De plus,
le CoQ10 et I’a-tocophérol améliorent la mémoire chez des animaux agées lorsqu’ils sont
administrés ensemble (McDonald et al., 2005) ou individuellement (Shetty et al., 2013, Ramis
et al., 2016). Les souris contrdles étaient nourries avec un régime isocalorique dépourvu de ce
cocktail d’antioxydants et contenant une proportion d’AGPI n-3 moindre en comparaison au

régime enrichi.

B. Oligofructose

Des études recentes suggeérent que des modulations de la composition du microbiote
intestinal induites par des approches nutritionnelles pourrait avoir un effet thérapeutique sur
les altérations métaboliques et/ou comportementales associées a 1’obésité ((Erejuwa et al.,
2014; Petra et al., 2015 ; Cani and Knauf, 2016; Cryan & Dinan, 2012; Moloney et al., 2013).
En particulier, des prébiotiques tels que I’OFS pourrait améliorer I’homéostasie du glucose, le
profil lipidique plasmatique (Mallappa et al., 2012) mais également I’inflammation
périphérique (Cani et al., 2007; Cani et al., 2016). Dans notre troisieme étude, nous avons
donc choisi d’administrer de fagon chronique de I’OFS dans 1’eau de boisson des souris, a la
concentration de 0.6 g/jour/souris sur la base d’une étude précédente qui montre que 1I’OFS
améliore les altérations glycémiques des souris db/db (Everard et al., 2011). Les souris db/+

et db/db contréles consommaient quant a elles de I’eau du robinet.
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Chapitre 1

BRAIN TNF-a MEDIATES ANXIETY-LIKE BEHAVIOR IN A MOUSE
MODEL OF OBESITY

Célia Fourrier, Clémentine Bosch-Bouju, Raphaél Boursereau, Julie Sauvant, Agnes Aubert,

Lucile Capuron, Guillaume Ferreira, Sophie Layée and Nathalie Castanon
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Objectif :

L’objectif de cette étude était d’établir le role de I’inflammation dans la mise en place
des troubles de I’humeur associés a 1’obésité chez la souris db/db et d’identifier les
mécanismes potentiellement impliqués. Dans ce but, des souris db/+ et db/db ont tout d’abord
été soumises a une restriction alimentaire, une approche connue pour ses effets anti-
inflammatoires, en plus de ses effets bénéfiques sur la gestion du poids et des troubles
métaboliques. De fagon intéressante, la restriction alimentaire diminue les comportements de
type anxieux, ainsi que les concentrations plasmatiques de corticostérone et d’IL-6 et
I’expression de ’ARNm du TNF-a hippocampique. Ces différents facteurs représentaient
donc autant de candidats potentiels reliant inflammation et anxiété. Afin d’évaluer si 1’axe
HPA était effectivement impliqué dans cette relation, nous avons ensuite mesuré les
conséquences de I’inhibition des GR. L’administration chronique de mifespristone n’a pas
amélioré les comportements de type anxieux chez les souris db/db, ce qui plaide contre un
réle majeur de 1’axe HPA dans I’amélioration des comportements de type anxieux induite par
la restriction alimentaire. Dans le but de cibler plus spécifiquement I’inflammation, de
I’ibuproféne a ensuite ét¢ administré dans I’alimentation de fagon chronique. L’ibuproféne
diminuait les comportements de type anxieux des souris db/db, ainsi que 1’expression génique
du TNF-a dans I’hippocampe, suggérant que le TNF-a cérébral pourrait étre impliqué dans la
mise en place des comportements de type anxieux chez ces souris. Afin de tester cette
hypothése, de I’etanercept (récepteur leurre du TNF-a) a été administré aux souris par voie
icv de fagon chronique. L’inhibition cérébrale du TNF-a a en effet permis de diminuer les
comportements de type anxieux des souris db/db. Afin de comprendre les mécanismes
potentiellement impliqués dans ces effets du TNF-a, la transmission synaptique
glutamatergique a été¢ évaluée sur des tranches d’hippocampe ventral incubées en présence
d’etanercept. Ce traitement diminuait la fréquence, 1’amplitude et le « decay time » des
mEPSCs dans I’hippocampe ventral des souris db/db. Ces résultats mettent en évidence un
réle du TNF-a hippocampique dans la mise en place des comportements de type anxieux
associés a 1’obésité chez la souris db/db. Ce réle du TNF-a semble impliquer une modulation
de la transmission synaptique glutamatergique dans 1’hippocampe ventral de ces souris. Cette
étude suggere ainsi que le TNF-a pourrait étre une cible de choix dans le développement de

stratégies visant a diminuer les troubles de I’humeur chez les patients obeses.
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Objective:

This study aimed to assess the role of inflammation in the development of mood
alterations associated with obesity in db/db mice and to identify the potential underlying
mechanisms. For this purpose, db/+ and db/db mice have been submitted to a chronic food
restriction procedure, as it is well-known not only to improve body weight and metabolic
alterations, but also inflammation. Chronic food restriction decreased anxiety-like behaviors
in db/db mice, along with plasma corticosterone and IL-6 levels and TNF-o mRNA
expression in the hippocampus of db/db mice. Each of these factors may therefore potentially
contribute to the behavioral improvement induced by food restriction. To first assess the role
of HPA axis, we inhibited GR activity through chronic mifepristone administration. This
treatment did not improve anxiety-like behavior in db/db mice, suggesting that decreased
corticosterone levels unlikely mediated behavioral improvement induced by food restriction.
To target more specifically inflammation, we then chronically administrated ibuprofen into
the food. Interestingly, this treatment decreased anxiety-like behavior in db/db mice, as well
as hippocampal TNF-oo mRNA expression, suggesting that brain TNF-a could participate to
the development of anxiety-like behaviors in db/db mice. To test this hypothesis, etanercept
(TNF-a decoy receptor) was chronically icv administrated. TNF-o inhibition indeed decreased
anxiety-like behavior in db/db mice. To start identifying the potential mechanisms underlying
behavioral effect of TNF-a, the impact of its inhibition on glutamatergic synaptic
transmission was measured in ventral hippocampus slices incubated with etanercept.
Etanercept decreased mMEPSCs frequency, amplitude and decay time in the ventral
hippocampus of db/db mice. Altogether, these results highlight a role of TNF-a in the
development of anxiety-like behavior associated with obesity in db/db mice and suggest that
this may involve modulation of glutamatergic synaptic transmission in the ventral
hippocampus. Hence, this study p TNF-a as a potential target in the development of strategies

aiming at improving mood disorders in obese subjects.
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Abstract

The prevalence of mood disorders is continuously increasing worldwide, especially in
medical conditions such as obesity and metabolic syndrome, which are associated with a high
risk of developing neuropsychiatric symptoms. These symptoms aggravate obesity and
promote the development of serious comorbidities such as cardiovascular diseases and type 2
diabetes. It is therefore crucial to identify the pathophysiological mechanisms underlying the
development of mood disorders in the context of obesity, in order to reduce the risk of
developing multiple disorders in chain. Based on converging evidence reporting chronic low-
grade inflammation in both obesity and mood disorders, we hypothesized that inflammation

may play a central role in the etiology of obesity-related mood alterations.
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We tested this hypothesis in a genetic model of obesity, the db/db mice, which display
increased anxiety-like behavior, along with increased peripheral and central inflammation,
compared to their lean db/+ littermates. We measured the behavioral (anxiety-like behavior)
and neurobiological (brain cytokine expression) impact of complementary anti-inflammatory
interventions, namely chronic food restriction and ibuprofen administration. Both
interventions improved anxiety-like behavior in db/db mice, as assessed in the open-field and
the elevated-plus maze, and concomitantly reduced hippocampal TNF-a mRNA expression.
In order to test if TNF-a may be a potential player in the development of obesity-related
anxiety-like behavior, we then measured the consequences of chronically inhibiting brain
TNF-a with the TNF-o decoy receptor etanercept. This inhibition indeed decreased anxiety-
like behavior in db/db mice. Lastly, by directly assessing the consequences of TNF-o
blockade on the hippocampal synaptic processes underlying this behavior, we showed that
TNF-a inhibition improved glutamatergic synaptic transmission in the ventral hippocampus,
an important area for mood regulation. These findings point to TNF-a as an important player
in the onset of obesity-related anxiety, and may prove valuable for introducing novel
approaches to treat neuropsychiatric complications associated with chronic inflammatory

medical conditions.

Keywords: obesity; metabolic syndrome; db/db mice; hippocampus; ventral
hippocampus; inflammation; TNF-a; anxiety; synaptic transmission

1. INTRODUCTION

Mood disorders currently represent a major public health concern, as their prevalence
is continuously growing worldwide and they relate to a substantial increased risk of morbidity
and death (Ferrari, et al., 2013). The situation is further compounded by the concurrently
increasing prevalence of other chronic medical conditions, such as obesity and metabolic
syndrome, which are associated with a high risk of neuropsychiatric comorbidities,
particularly depressive and anxiety disorders (Francis and Stevenson, 2013; Luppino, et al.,
2010). Interestingly, mounting evidence actually suggests intricate bidirectional relationships
between obesity and mood disorders, obesity being associated with a higher vulnerability for
mood disorders, while the latter reciprocally relate to an increased risk of weight gain and
obesity (Brunault, et al., 2012; Dawes, et al., 2016; Dixon, et al., 2003; Luppino, et al., 2010;
Mazzeschi, et al., 2012). Importantly, both conditions not only mutually facilitate their co-
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occurrence, but they also promote the development of additional complications, such as
cardiovascular diseases and type 2 diabetes (Capuron, et al., 2016; Haslam and James, 2005).
These coexisting complications suggest common pathophysiological mechanisms for obesity
and mood disorders whose identification may help to reduce the risk of developing multiple

disorders in chain.

Among the mechanisms likely to be involved, inflammation has recently drawn much
attention, as it stands at the interface between metabolic, vascular and central nervous system
(CNS) pathways, and plays a pivotal role in the etiology of disorders affecting these systems
(Capuron, et al., 2016; Castanon, et al., 2014; Castanon, et al., 2015; Lasselin, et al., 2014).
Indeed, systemic chronic low-grade inflammation originating from the adipose tissue and the
gut microbiota increasingly appears as a key component of obesity (Cancello and Clement,
2006; Cani, et al., 2009; Gregor and Hotamisligil, 2011; Lasselin, et al., 2014). Experimental
research also reports inflammation within the brain, particularly in areas controlling behavior
and mood such as the hippocampus (Boitard, et al., 2014; Dinel, et al., 2011; Dinel, et al.,
2014; Erion, et al., 2014) and the cortex (Pistell, et al., 2010). Interestingly, a key role for
dysregulated inflammatory processes and related alterations of brain functions in the
induction of anxiety- and depression-related symptoms has been abundantly documented in
different chronic inflammatory conditions (Capuron and Castanon, 2016; Capuron and Miller,
2011; Dantzer, et al., 2008). Treatment with anti-inflammatory drugs reduces emotional
alterations in animal models of inflammatory diseases such as Alzheimer’s disease (Llorens-
Martin, et al., 2014), Parkinson’s disease (Zaminelli, et al., 2014) or cancer (Norden, et al.,
2015). Of note, mounting clinical and experimental findings point to tumor necrosis factor
(TNF)-a as an important cytokine in that context (Dean, et al., 2010; Himmerich, et al., 2008).
Depressed patients indeed display increased circulating TNF-o levels (Dowlati, et al., 2010),
whose reduction correlates with therapeutic improvement (Lanquillon, et al., 2000). TNF-a
antagonism is effective in reducing depressive symptoms in antidepressant-resistant patients,
particularly those with higher basal inflammation (Raison, et al., 2013). Inhibition of TNF-a
also improves mood alterations in patients suffering from psoriasis or rheumatoid arthritis
(Fleming, et al., 2015; Kekow, et al., 2011; Tyring, et al., 2006). In rodents, induction of
TNF-o production (Grippo, et al., 2005; O'Connor, et al., 2009) or direct systemic or intra-
hippocampal TNF-o administration (Kaster, et al., 2012; Klaus, et al., 2016), promote the
development of depression-like and anxiety-like behaviors, whereas blocking TNF-o with a
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selective inhibitor such as etanercept counteracts this effect (Bayramgurler, et al., 2013; Haji,
etal., 2012; O'Connor, et al., 2009).

Converging evidence suggests that obesity-related inflammation may similarly be
relevant to the onset of neuropsychiatric comorbidities (for review see (Capuron, et al., 2016;
Castanon, et al., 2014; Castanon, et al., 2015), although the underlying mechanisms still need
to be clearly identified. Clinical findings show positive associations between peripheral
inflammatory status and mood symptoms in subjects suffering from obesity or metabolic
syndrome (Capuron, et al., 2008; Chirinos, et al., 2013; Dixon, et al., 2008; Ladwig, et al.,
2003), inflammation even appearing as a major determinant of depressive symptoms in some
studies (Capuron, et al., 2008; Daly, 2013). Conversely, reduction in inflammatory markers
following surgery-induced weight loss (Cancello and Clement, 2006) correlates with
significant improvement in the emotional status and depression scores of these patients
(Capuron, et al., 2011; Emery, et al., 2007). Akin with clinical findings, caloric restriction in
rodents also reduces inflammation (Higami, et al., 2006; Kim, et al., 2006) and related
behavioral changes (MacDonald, et al., 2014), as well as hippocampal-dependent cognitive
deficits reported in rodent models of obesity (Kim, et al., 2016). Interestingly, the occurrence
of cognitive and emotional alterations in these models is associated with higher hippocampal
expression of inflammatory cytokines (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014; Erion, et al.,
2014; Kanoski and Davidson, 2011). Importantly, inhibiting hippocampal interleukin-1p8 (IL-
1B) in the db/db mice, a classical model of severe obesity, reduces their cognitive deficits by
normalizing local synaptic dysfunction (Erion, et al., 2014). Of note, similar improvement is
obtained after normalization of circulating corticosterone levels, which are particularly
elevated in obesity (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014; Stranahan, et al., 2008), and tightly
associated with hippocampal microglial activation (Dey, et al., 2014; Hryhorczuk, et al.,
2013). These findings provide therefore valuable information on the mechanisms promoting
obesity-related cognitive deficits which, together with mood alterations, contribute to
compromise well-being and health in obese individuals. Despite their huge prevalence and
impact, similar knowledge is however still missing regarding the mechanisms underlying
obesity-related mood alterations. In particular, the relevance of some inflammatory markers
shown to be important in other conditions, such as TNF-a (Dean, et al., 2010; Himmerich, et

al., 2008), has not been investigated.

124



RESULTATS

In the present study, we addressed these issues by measuring the consequences of
different complementary anti-inflammatory strategies on the emotional alterations displayed
by the db/db mice, which suffer from severe obesity and associated systemic metabolic and
inflammatory alterations as a consequence of an inactivating mutation in the leptin receptor.
These mice are particularly suitable for this study as they exhibit increased anxiety-like
behavior, together with a marked inflammation in the hippocampus (Dinel, et al., 2011; Dinel,
et al., 2014). Results presented here confirm the causal link between inflammation and
increased anxiety. Importantly, they point to brain TNF-o as a crucial neurobiological
substrate for the development of anxiety-like behavior in obesity. Finally, by directly
assessing the consequences of TNF-a blockade on the hippocampal synaptic processes
underlying this behavior, we provide new and valuable cues to further decipher the complex

interactions between mood disorders and inflammation.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1.  Animals

Experiments were conducted in accordance with the European Community Council
Directive (2010/63) and approved by local ethical committee (approval ID: 5012047-A).
Five-week old male db/db (C57BLKS/J-lepr®/lepr®) and db/+ (C57BLKS/J-lepr®*) mice
(Charles River Laboratories, France) were housed individually under a normal 12-h light:dark
cycle with free access to food and water unless otherwise specified. Body weight, food intake
and water consumption were measured once a week. Mice were individually handled once
daily for 1 week before starting behavioral measurement to minimize stress reactions to

manipulation.

2.2. Treatments and experimental procedures

Independent groups of naive mice (n=10/group) were treated with one of the different

drugs listed below or exposed to chronic food restriction.

Mifepristone: Pellets (Innovative Research of America, FL, USA) designed to
continuously release for 21 days the glucocorticoid receptor (GR) antagonist mifepristone
(Sigma-Aldrich, MO, USA) or its inert carrier substance were implanted subcutaneously

beneath the dorsal skin surface, as previously described (Larrieu, et al., 2016). Dose used (25
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mg/kg/day) was chosen based on previous studies (Liu, et al., 2005; Wang, et al., 2011; Yang,
et al., 2008).

Ibuprofen: As previously described (Ghosal, et al., 2010; Lim, et al., 2001; Llorens-
Martin, et al., 2014), the non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) ibuprofen (Sigma-
Aldrich, MO, USA) was formulated into standard animal chow at a final concentration of 375
ppm (Research Diet D0933105, NJ, USA). Ibuprofen-supplemented db/db mice were fed ad
libitum with this chow for 7 weeks, whereas control db/db and db/+ mice were provided
isocaloric standard chow (Research Diet D10001). Both db/db groups displayed similar body

weight and food intake.

Etanercept (ETN): This human recombinant TNF-a receptor fusion protein, which
competitively binds TNF-a (Enbrel; Wyeth Pharmaceuticals, France) or artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) were continuously infused into the cerebral ventricle (28 days,
0.11 pl/h) as previously described (Guggilam, et al., 2011; Haji, et al., 2012). Briefly, an
intracerebroventricular (icv) cannula was implanted into the right lateral cerebral ventricle
(stereotaxic coordinates: 0.3mm posterior to bregma, 1.0mm lateral from midline, 2.8mm
from the skull surface) under ketamine/xylazine anesthesia. The cannula was connected to an
osmotic mini-pump (Alzet, model 1004D) implanted subcutaneously in the back of the mouse
in order to deliver ETN (5 pg/kg/h) or aCSF.

Chronic food restriction: On arrival, mice were first fed ad libitum for 4 days and 24h-
food intake was monitored. Half of the mice of each genotype (n=10/group) was then
randomly allocated to control (fed ad libitum) or food restricted group. As anticipated, food
intake was higher in db/db mice than in db/+ mice, but both control and restricted groups of
each genotype displayed similar food intake and body weight when restriction begun. As
previously described (Bates, et al., 2005), restricted db/db mice were provided each day for 7
weeks the average amount of food consumed by control db/+ mice, leading to a food
restriction of about 30% compared to unrestricted db/db mice. Similar restriction rate was
applied to restricted db/+ mice.

2.3. Behavioral measurements

Behavioral testing was always performed in the morning, under conditions of dim
light and low noise and started either after 2 weeks of recovery post-surgery (for mifepristone
and etanercept experiments) or after 4 weeks of exposure to ibuprofen-supplemented diet or
food restriction procedure (i.e. in 8-12 wk-old mice). Anxiety-like behavior was assessed in
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the open-field (OF) and elevated plus-maze (EPM) and automatically recorded and scored
using the Smart Videotrack System (Bioseb, France) as previously described (Andre, et al.,
2014; Dinel, et al., 2011). All equipments were thoroughly cleaned between each session.
Mice were randomly placed in alternate corners of the OF apparatus, which was made of an
unknown inescapable square area (40x40x16cm) without bedding litter, and allowed freely
exploring for 10 min. The OF was virtually divided in two zones (a central more anxiogenic
zone and its periphery) in which total distance covered, number of entries and percent of time
spent were analyzed as anxiety-like indexes. Seven days later, mice were exposed to the EPM
apparatus made of 4 arms (30x8cm), 2 of them closed with walls providing shelter as
compared to open-arms which are more anxiogenic since the EPM was placed 120cm above
the floor. Mice were placed in the center facing an open-arm and the number of arm entries
(scored as such when all four limbs were placed into an arm), as well as percent of time spent
in open-arms, was recorded for 5min. Reduced frequency of risk assessment behaviors such
as stretch-attend posture (when mouse stretched forward in an open-arm with forelegs only
and then retracted back to its original position) and unprotected head-dips (defined as peering
over the edge of an open-arm with head, neck and shoulders) were used as additional anxiety-
like indexes (Wall, et al., 2003).

2.4. Biochemical measurements

After behavioral testing, mice were euthanized with terminal isoflurane anesthesia.
Blood samples were immediately collected via cardiac puncture and mice were perfused with
chilled PBS via the ascending aorta to remove all traces of blood from tissues. Brains were
rapidly dissected and the hippocampus and prefrontal cortex were immediately collected,
dried frozen and stored until assaying.

Hormones and cytokines assay: As previously described (Andre, et al., 2014; Dinel, et
al., 2011; Dinel, et al., 2014), plasma leptin, insulin, IL-1f3, IL-6, TNF-o. and IFN-y were
measured with the mouse adipokine and cytokine Milliplex kits (Merk-Millipore, France).
Total plasma corticosterone was measured with an in-house radioimmunoassay (RIA)

(Richard, et al., 2010). All samples were run in duplicate.

Quantitative gRT-PCR: Total RNA was extracted from hippocampus and/or prefrontal
cortex using TRIzol (Invitrogen) and reverse-transcribed as previously described (Dinel, et
al., 2011; Dinel, et al., 2014). Real-time RT-PCR for IL-1p, IL-6 and TNF-a was performed

using Tagman gene expression assays for sequence-specific primers purchased from Applied
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Biosytems (Foster City, CA) (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014). Relative expression
levels were calculated using the comparative threshold cycle (Ct) method and plotted as fold
change relative to the appropriate control condition.

Western Blot analysis: After RNA extraction using Trizol and DNA removal, proteins
were purified in denaturating conditions. Protein concentration was then assessed by
bicinchoninic acid assay (Interchim, Montlugon, France). 25ug of proteins were loaded and
blotted as described previously (Delpech, et al., 2015). Primary antibodies were diluted as
follows: anti-GR 1:10000 (Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-GR 1:5000 (Cell
Signaling), anti-GAPDH 1:5000 (Cell Signaling). The blots were developed and quantified as
described (Brossaud 2013). Between each revelation, membranes were incubated for 15 min
in Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution (Millipore) in order to erase the previous
antibody.

2.5. Electrophysiology

Horizontal hippocampal slices (350um) were prepared using a vibrating blade
microtome (VT1000S, Leica Microsystems) as previously described (Thomazeau, et al.,
2016). Slices recording started after at least 1 h of rest at room temperature. The aCSF
solution for storage contained (in mM): 23 NaHCO3, 130 NaCl, 11 glucose, 2.4 MgCI2 , 2.5
KCI, 1.2 CaCl2 , and 1.2 NaH2PO4. The aCSF solution for recordings contained (in nM): 23
NaHCO3, 130 NaCl, 11 glucose, 1.2 MgCl2, 2.5 KCI, 2.4 CaCl2, and 1.2 NaH2PO4. To
assess the electrophysiological consequences of inhibiting TNF-a, etanercept was added to
this solution for at least 3h at a final concentration of 10 pg/mL. Recordings were performed
at room temperature, and slices were continuously superfused with recording aCSF. Miniature
excitatory postsynaptic currents (MEPSCs) were recorded in voltage-clamp by whole-cell
patch-clamp in the CAL stratum radiatum of the ventral hippocampus (vVHPC) (Maggio and
Segal 2007; Thomazeau et al. 2016). mEPSCs were recorded at the holding potential of -
60mV with borosilicate glass pipettes filled with balanced intracellular solutions (in mM):
128 cesium methane-sulfonate, 20 NaCl, 1 MgCI2, 1 EGTA, 0.3 CaCl2, 2 Na2+-ATP, 0.3
Na+-GTP, 10 glucose buffered with 10 HEPES, pH 7.3, osmolarity 290mOsm. Whole-cell
access resistances measured in voltage clamp were in the range of 5-20 mQ. For mEPSCs
analysis, amplitude, rise time, decay time and inter-event interval time were analyzed with
Axograph X (Haji, et al., 2012; Thomazeau, et al., 2016). One or two cells per animal and per
condition (aCSF = etanercept) were recorded and at least 4 distinct animals from each
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experimental group were employed. In the text, “n” in electrophysiological results refers to

the number of cells.

2.6. Statistical analysis

Data are presented as mean+SEM and were analyzed using student’s t tests (for the
ibuprofen experiment) or two-way ANOVA (genotype x treatment) with repeated
measurement on the time factor where appropriate for the other experiments. Between-group
differences were determined using post-hoc Fisher’s LSD test when interactions were
significant. Pearson’s correlation coefficients were calculated to determine potential
relationships between behavioral and biochemical changes induced by the different
treatments. For electrophysiological recordings, fEPSPs were normalized to 10min baseline
prior to plasticity induction and EPSPs amplitude changes after HFS were calculated with
respect to baseline. All values reported refer to 40min after HFS. To compare mEPSCs
between control aCSF and etanercept-treated slices in db/+ and db/db mice, unpaired t tests

were used.

3. RESULTS

3.1. Chronic food restriction (CFR) reduced anxiety-like behavior, plasma

corticosterone levels and cytokine production in db/db mice

CFR significantly blunted body weight gain in both genotypes compared to their
respective controls (CFR: F32=30.6, P<0.001; Fig. 1A), although db/db mice remained
heavier than db/+ mice by the end of the CFR period (genotype: F(1,32=129.2, P<0.001). CFR
did not significantly improve high plasma leptin levels displayed by db/db mice, and only
increased plasma insulin in restricted db/+ mice (genotype x CFR: F(1,35=31.1, P<0.001; data

not shown).

Since weight loss has been shown to improve obesity-associated neuropsychiatric
symptoms (Brinkworth, et al., 2009; Capuron, et al., 2011), we assessed whether CFR may
improve increased anxiety-like behavior in db/db mice (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al.,
2014). Percent of time spent exploring the anxiogenic central area of the OF was smaller in
db/db mice than db/+ mice (genotype: F(1,32=45.2, P<0.001; Fig. 1B), but this difference was
attenuated by CFR (F,32=4.5, P<0.05) that increased this time, particularly in db/db mice.
Similarly, CFR drastically reduced the latency of the first entry into the central area in
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restricted db/db mice compared to their non-restricted counterparts (49.9 + 14.3 vs.126.6 *
23.7 sec; genotype x CFR: F(1,32=7.4, P<0.01), whereas both db/+ groups displayed the same
latency (34.8 + 6.9 and 35.2 + 5.9 sec). Further analysis of the time-course of central entries
confirmed that CFR effect was significant in db/db but not in db/+mice (CFR: F,60=11.7,
P<0.01; CFR x time: F@60)=7.0, P<0.001; data not shown). Similarly, db/db mice displayed
less entries into the anxiogenic open-arms of the EPM than db/+ mice (genotype: F(1,33=23.1,
P<0.001; Fig. 1C) and tended to spend less time in this area (genotype: F(31=3.7, P=0.06;
data not shown). CFR significantly increased both the number of visits (F,33=4.6, P<0.05;
Fig. 1C) and time spent (F(,31=5.3, P<0.05) in the open-arms, this increase being particularly
notable in restricted db/db mice. Of note, improvement of anxiety-like behavior was not due
to locomotor changes since total distance travelled in the OF or EPM was unaltered by CFR
(data not shown). A question arose then of what biological correlates might underlie these

behavioral improvements.
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Figure 1. CFR reduced anxiety-like behavior, plasma corticosterone levels and cytokine production in db/db mice. A). Body
weight gain. B). Time in the central area of the OF. C). Number of entries in the open arms of the EPM. D). Plasma
corticosterone levels. E). Plasma IL-6 levels. F). IL-1p, IL-6 and TNF-a mRNA expression in the hippocampus and G). in the
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treatment effect)
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Among the main biological factors altered in db/db mice and able to modulate
behavior by acting within the brain, corticosterone and cytokines are likely candidates
(Anisman, et al., 2008; Marques, et al., 2009; McEwen and Stellar, 1993). We therefore
determined whether CFR may normalize hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis and/or
inflammatory disturbances reported in db/db mice (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014;
Stranahan, et al., 2008). Plasma corticosterone levels were higher in db/db mice than db/+
mice (genotype: Fq35=15.2, P<0.001; Fig. 1D), but selectively reduced by CFR in db/db
mice (genotype x CFR: F(,35=7.5, P<0.01; controls vs. restricted-db/db mice: P<0.05).
Similarly, CFR abolished the increase in 1L-6 levels displayed by db/db mice fed ad libitum
compared to their db/+ counterparts (P<0.05) by differentially altering IL-6 levels according
to the genotype (genotype x CFR: F(30=7.3, P<0.05; Fig. 1E). On the contrary, db/+ and
db/db mice displayed similar plasma levels of IL-1f, TNF-a and IFN-y, regardless feeding
conditions (data not shown). Regarding brain inflammation, increased hippocampus mRNA
expression of IL-1B (genotype: F32=8.2, P<0.01), IL-6 (F(133=7.9, P<0.01), and TNF-a
(F1,32=24.3, P<0.001) was confirmed in db/db mice compared to db/+ mice (Fig. 1F).
Interestingly, CFR selectively reduced the hippocampus expression of TNF-a in db/db mice
(CFR: F,32=4.6, P<0.05; genotype x CFR: Fq,32=4.0, P=0.05; ad libitum-vs. restricted-db/db
mice: P<0.05), whereas the expression of the other cytokines was unchanged. As shown in the
hippocampus, db/db mice displayed higher prefrontal cortex mRNA expression of IL-1B
(genotype: F1,33=11.7, P<0.01), IL-6 (F(1,34=5.8, P<0.05), and TNF-a (Fq32=4.5, P<0.05)
than db/+ mice (Fig. 1G). Again, CFR did not alter IL-1p and IL-6 mRNA expression
regardless the genotype, but it tended to reduce TNF-oo mRNA expression in restricted-db/db
mice (genotype x CFR: Fw32=4.1, P=0.05). Of note, significant correlations were found
between hippocampal, but not cortical, TNF-a mRNA expression and open-arms entries in the
EPM (r=-0.41; P<0.05), first entry latency (r=0.75; P<0.001) and percent of time spent in the
center of the OF (r=-0.53; P<0.01), which also slightly correlated with plasma corticosterone
levels (r=-0.38; P=0.05). The next step was then to identify the respective role potentially
played by HPA axis over-activation and/or inflammation in mediating increased anxiety-like

behavior.
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3.2. Chronic glucocorticoid receptor (GR) antagonism did not improve

anxiety-like behavior in db/db mice

GR activation, particularly in the hippocampus, represents an important modulator of
both HPA axis activity and anxiety-like behavior (Oitzl, et al., 1998; Tronche, et al., 1999).
Here, db/db mice displayed similar hippocampal GR protein expression than db/+ mice (Fig
2A), but higher GR protein phosphorylation (P-GR/GR ratio: t=3.03; P<0.01; Fig 2B),
suggesting higher GR activation. In order to determine its potential contribution to the
enhanced anxiety-like behavior, behavioral consequences of chronic GR antagonism with
mifepristone were measured. Regardless the genotype, neither total distance travelled in the
OF nor body weight differed between treated or untreated mice (data not shown), supporting
the lack of unspecific effects of the treatment. Anxiety-like behavior was higher in db/db mice
than db/+ mice, as revealed by reduced total number (genotype: F(1,34=5.5, P<0.05) or time-
course of entries in the center of the OF (genotype x time: Fa,144=3.0, P<0.05; data not
shown). Importantly, this was true whatever the treatment, suggesting that it did not improve
anxiety-like behavior in db/db mice. Of note, the percent of time spent in the center of the OF
was reduced by mifepristone in db/+ but not db/db mice (genotype x mifepristone: F1,35=4.3,
P<0.05; Fig. 2C) compared to placebo-treated db/+ mice (mifepristone: F(,18=4.4, P<0.05).
On the contrary, this parameter was similar in all db/db mice, and significantly low compared
to control db/+ mice (P<0.05).

As both the HPA axis and the inflammatory system are tightly interrelated (Raison and
Miller, 2003), we measured whether chronic GR antagonism altered plasma levels and/or
hippocampal expression of cytokines. Placebo-treated db/db mice displayed similar plasma
levels of IL-1f3, TNF-a and IFN-y than db/+ mice (data not shown) but higher levels of I1L-6
(genotype: F(1,33=10.2, P<0.01; Fig. 2D). Chronic mifepristone treatment has no impact on
IL-1B, TNF-a and IFN-y levels whatever the genotype (data not shown), but it tended to
selectively blunt plasma IL-6 levels in db/db mice (genotype x mifepristone: F33=4.9,
P<0.05; db/db placebo vs. mifepristone: P=0.06; Fig. 2D). On the contrary, hippocampal
MRNA expression of IL-6 remained higher in db/db mice than db/+ mice (genotype:
F,36=10.2, P<0.01, Fig. 2F) independently of treatment, whereas it tended to normalize IL-
18 mRNA in db/db mice (genotype: F(1,32=5.7, P<0.05; genotype x mifepristone: F 32=3.4,
P=0.07; Fig. 2E). Lastly, hippocampal TNF-a. mRNASs expression was higher in db/db than
db/+ mice (genotype: F(134=6.4, P<0.05, Fig. 2G) regardless their treatment (mifepristone:
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F1,34=3.2, P=0.08), although mifepristone-treated db/+ mice clearly displayed higher TNF-a

MRNAs expression than their placebo-treated counterparts (placebo vs. mifepristone, P<0.01).

Taken together, these results argued against a main contribution of HPA axis activation in

increased anxiety-like behavior and hippocampal inflammatory alterations displayed by db/db

mice.
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3.3.  Chronic anti-inflammatory treatment reduced anxiety-like behavior and

hippocampal TNF-o. mRNA expression in db/db mice

We then tested whether directly targeting inflammation in db/db mice by
administrating ibuprofen may improve anxiety-like behavior. In the EPM (Fig. 3A), db/db
mice displayed less entries (genotype: F1,15=6.4, P<0.05) and reduced percent of time in the
open-arms than db/+ mice (genotype: F12=5.8, P<0.05; data not shown) whatever their
treatment. Ibuprofen treatment increased however in db/db mice the number of stretch-attend
postures (F,16=6.4, P<0.05) and head dips (F,13=6.6, P<0.05), two risk assessment
behaviors rarely displayed by untreated db/db mice compared to db/+ mice (genotype:
F15=11.2, P<0.01 and F(1,12=32.9, P<0.001 respectively). Akin with this, control db/db
mice spent significantly less time in the center of the OF than db/+ mice (genotype:
F(1,15=8.3, P<0.05; Fig. 3B), but not anymore after ibuprofen treatment (db/+ vs. ibuprofen-
treated db/db mice: P>0.1). Importantly, both db/db groups displayed the same total distance
travelled in the OF (data not shown), which supports an anxiolytic effect of chronic anti-
inflammatory treatment, independent from unspecific changes in locomotion. The next
question was then to know what neurobiological mechanisms may potentially underlie this
effect.

Akin with the above mentioned data discarding a main contribution of HPA axis
activation in the behavioral profile of db/db mice, ibuprofen treatment improved anxiety-like
behavior without changing plasma corticosterone levels, which remained elevated in all db/db
mice (genotype: F,15=6.6, P<0.05; data not shown). Whatever their treatment, db/db mice
also displayed similar plasma levels of IL-1f, TNF-a, and IFN-y than db/+ mice (data not
shown), as well as higher body weight (F(,132)=33.8, P<0.001; data not shown), plasma IL-6
levels (F@,13=7.2, P<0.05; Fig. 3C), and hippocampal mRNA expression of IL-1p (genotype:
F(1,13=7.3, P<0.05) and IL-6 (F(1,14=32.9, P<0.001) (Fig. 3D). Ibuprofen treatment selectively
reduced however the increased hippocampal TNF-a mRNA expression displayed by
untreated-db/db mice compared to db/+ mice (treatment: F14=4.7, P<0.05; genotype:
F1,13=31.0, P<0.001; Fig. 3D). Data obtained after CFR or ibuprofen treatment converged
therefore to suggest that increased brain TNF-a expression may contribute to increase

anxiety-like behavior in db/db mice.
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3.4. Chronic blockade of brain TNF-a improved anxiety-like behavior in db/db

mice

To directly assess the role of brain TNF-a in anxiety-like behavior, db/db mice were

chronically icv infused with ETN, a TNF-a inhibitor. Behavioral tests were performed once

mice have totally recovered from surgery, as confirmed by similar body weight than in the

previous experiments by the time of behavioral assessment (genotype: F,27y=115.9, P<0.001;
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data not shown), regardless treatment condition. Control aCSF-infused db/db mice displayed
increased anxiety-like behavior compared to db/+ controls, as reflected by significantly lower
number of visits (F,23=9.4, P<0.01; Fig. 4A) and distance travelled in the center of the OF
(F,23=8.6, P<0.01; data not shown). Both measures were increased by chronic ETN infusion
(respectively F23=4.4, P<0.05; Fig. 4A, and F(,23=4.0, P<0.05; data not shown). Similarly,
total percent of time spent in this area, which was smaller in control db/db than db/+ mice
(P<0.01; Fig. 4B), was significantly increased by ETN in db/db mice (aCSF vs. ETN:
P<0.05). Interestingly, detailed time-course analysis of the time spent in this area confirmed
the effect of ETN in db/db mice (treatment: F52=4.7, P<0.05; Fig. 4C), whereas it has no
effect in db/+ mice. Consistent with these findings, control db/db mice visited less often
(genotype: F@,22=8.7, P<0.01; Fig 4D) and spent proportionally less time (genotype x ETN:
F(1,22=5.7, P<0.05; Fig 4E) in the anxiogenic open arms of the EPM than db/+ mice.
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However, this last difference was abolished after ETN infusion, which increased the
percent of time spent by db/db mice in the open-arms (aCSF vs. ETN for db/db mice:
P<0.05), whereas this parameter was unchanged in db/+ mice. Of note, ETN did not change
total distance travelled in the OF or EPM, nor the total number of arm entries in the EPM
(data not shown). This behavioral improvement was also likely independent from any changes
of peripheral inflammatory and/or metabolic alterations as brain ETN infusion has no
significant impact on plasma cytokine or corticosterone levels whatever the genotype (data
not shown). Taken together, the results obtained after chronic icv infusion of ETN uphold the
role of brain TNF-a as an important player in exacerbating anxiety-like behavior in db/db

mice.

3.5. Ex-vivo blockade of TNF-0 modulated synaptic transmission in the ventral
hippocampus (VHPC) of db/db mice

To decipher the neurobiological mechanisms linking increased hippocampal TNF-a
and anxiety-like behavior, we then measured the impact of TNF-a blockade on local
excitatory synaptic transmission, whose alterations have been related to anxiety in other
inflammatory conditions (Centonze, et al., 2009; Christoffel, et al., 2011). TNF-a is indeed
known to directly alter glutamatergic synaptic transmission and neuronal excitability (Beattie,
et al., 2002; Furukawa and Mattson, 1998; Pickering, et al., 2005). Moreover, it has been
shown to induce anxiety-like behavior in a model of multiple sclerosis by increasing decay
time and half width of mEPSCs (Haji, et al., 2012). Conversely, ETN may act on anxiety in
db/db mice by reducing those parameters, particularly in the vHPC which has been
specifically related to mood regulation (Bannerman, et al., 2002; Bannerman, et al., 2003;
Zhang, et al., 2014). To test this hypothesis, whole-cell patch-clamp recordings was used to
examine glutamatergic mEPSCs in CAl pyramidal neurons (Fig. 5A). Although basal
glutamatergic transmission was similar in db/+ and db/db mice, ETN differentially affected
the mEPSCs according to the genotype. Whereas no detectable effect was found in db/+mice,
ETN reduced in db/db mice both the mEPSCs frequency (t@)=2.636, p<0.05) and amplitude
(t)=2.407, p<0.05) (Fig. 5B-C). Moreover, mEPSC rise time was not impaired by ETN (Fig.
5D), whereas it decreased decay time in db/db mice (t7=2.480, p<0.05, Fig. 5E).
Collectively, these results suggest that TNF-a signaling inhibition improved glutamatergic

synaptic transmission in the vHPC of db/db mice.
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4. DISCUSSION

Although dysregulated inflammatory processes and related alterations of brain
functions are well-known to directly contribute to the onset of mood disorders in different
chronic inflammatory conditions (Capuron and Castanon, 2016; Capuron and Miller, 2011;
Dantzer, et al., 2008), their relevance in the context of obesity was still elusive. By using
complementary approaches ultimately reducing inflammation, we report here a causal link
between obesity-related inflammation and increased anxiety in a murine model of severe
obesity. More importantly, this study points for the first time to hippocampal TNF-a as an
important contributor of increased anxiety-like behavior, which is improved by antagonizing
brain TNF-a. Moreover, we provide evidence that changes in vHPC glutamatergic synaptic

transmission may contribute to this improvement.
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In the present study, we first used a CFR approach since it has been shown to impact
metabolic and inflammatory functions in obese or aged animals (Chung, et al., 2001; Fenton,
et al., 2009; Higami, et al., 2006; K.E. Kim, et al., 2016; Martin, et al., 2010), and to improve
depressive symptoms in animal models of depression (Lutter, et al., 2008) and mood in non-
depressed obese humans (Redman and Ravussin, 2011). In obese db/db mice, CFR improved
anxiety, without affecting locomotion, but by concomitantly decreasing body weight, IL-6
and corticosterone plasma levels, and hippocampal TNF-a mRNA expression. Although each
of these parameters may potentially contribute to the reported behavioral improvement, their
respective involvement has been clarified by the other data reported here. Decreased body
weight is unlikely involved by itself since it is unchanged by ibuprofen and ETN
interventions, which however improved anxiety. This is consistent with findings showing that
altered metabolism unlikely mediates the development of behavioral alterations in obese
rodents. Indeed, anxiety-like behavior can be improved in db/db mice by a formula containing
ten medicial herbs, independently of any metabolic improvement (Zhao, et al., 2012).
Moreover, although leptin and insulin, which are related to body weight and can modulate
behavior by acting within the brain (Akanmu, et al., 2009; Finger, et al., 2010), are increased
in the plasma of db/db mice, they don’t play a main role in inducing their behavioral
alterations. CFR and running indeed enhance exploratory behavior in db/db mice without
decreasing leptin levels (Stranahan, et al., 2009). Morover, normalizing corticosterone levels
can improve memory in db/db mice independently of leptin signaling pathway restoration
(Stranahan, et al., 2008; Stranahan, et al., 2009). Similarly, normalizing hyperglycemia in
db/db mice does not reduce anxiety-like behavior in the open-field (Stranahan, et al., 2009).
Although elevated systemic IL-6 has been related to increased depressive symptoms in obese
patients (Capuron, et al., 2008), a main role for CFR-induced normalization of IL-6 levels in
the behavioral improvement reported here can likely be discarded, since restricted-db/+ mice
displayed similar IL-6 plasma levels than non-restricted db/db mice, but still less anxiety.
Conversely, ibuprofen did not normalized 1L-6 plasma levels, but did improve anxiety in
db/db mice, whereas the opposite was found following mifepristone treatment. Moreover,
increased anxiety has already been associated with normal circulating IL-6 and corticosterone
concentrations in high-fat diet fed mice (Andre, et al., 2014). In addition, increased plasma
corticosterone levels in rats fed with a high-fat diet is not associated with increased anxiety-
like behavior (Boitard, et al., 2015). These findings, together with the lack of behavioral

improvement despite GR blockade in db/db mice, argue against an important role for
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enhanced HPA axis activation in increasing obesity-associated anxiety, in contrast with what
has been shown regarding memory deficits (Stranahan, et al., 2008; Wosiski-Kuhn, et al.,
2014). The fact that ibuprofen improved anxiety-like behavior in db/db mice without
normalizing plasma corticosterone levels also strengthens the assumption of a mechanistic
dissociation between obesity-related cognitive and emotional alterations. Supporting this,
several studies show that cognitive alterations displayed by obese mice fed with a high-fat
diet are not associated with increased anxiety-like behavior (Boitard, et al., 2012; Boitard, et
al., 2015; Wang, et al., 2016). Moreover, we recently reported a time-delay between the onset
of memory deficits and anxiety-like behavior in a diet-induced obesity model (Andre, et al.,
2014).

Converging studies previously reported a role for TNF-a in inducing mood alterations
in different chronic inflammatory conditions (Fleming, et al., 2015; Himmerich, et al., 2008;
Kekow, et al., 2011; Tyring, et al., 2006). Both chronic peripheral TNF-a. administration
(through intraperitoneal injections or osmotic micropumps) and AAV-mediated brain TNF-a
expression induce sickness behavior, and depressive- and anxiety-like symptoms in mice
(Klaus, et al., 2016). Interestingly, these behavioral effects of TNF-a are higher when injected
within the hippocampus than icv or within the amygdala (Klaus, et al., 2016). The present
study extends these findings by highlighting a role of TNF-a role in the development of
obesity-related anxiety. Indeed, all experimental conditions improving anxiety in db/db mice
(CFR, ibuprofen or ETN treatment) also reduced hippocampal TNF-a mRNA expression.
Reciprocally, mifepristone-treated db/+ mice displayed both increased hippocampal TNF-a
MRNA expression and anxiety-like behavior compared to their controls. Further supporting a
specific involvement of hippocampal TNF-a in increasing anxiety, we recently showed that
reducing hippocampal mRNA expression of IL-6, but not TNF-a, failed to improve anxiety in
db/db mice (Fernandez de Cossio, et al., 2016). It could still be argued that changes in mMRNA
expression are not necessarily associated with changes of functional protein levels, which then
directly contribute to downstream neurobiological and behavioral responses. This is however
unlikely since correlations between cytokine mRNA expression and corresponding protein
levels have been already reported, in particular for TNF-a (Shebl, et al., 2012), including in
db/db mice (Kumari, et al., 2011). Moreover, blocking brain TNF-a at the protein level with
ETN did reduce anxiety-like behavior in db/db mice, and related synaptic activity, further
suggesting that increased TNF-o mRNA expression indeed translates to increased protein

levels and downstream actions on related targets.
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Anxiolytic effects of several anti-TNF-a interventions, including with ETN, have been
already shown in several chronic inflammatory conditions, such as patients suffering from
rheumatoid arthritis (Uguz, et al., 2009) or murine models of multiple sclerosis
(Bayramgurler, et al., 2013; Camara, et al., 2015; Haji, et al., 2012). Interestingly, these last
experimental studies report a link between ETN-induced decreased anxiety and modulation of
glutamatergic transmission (Haji, et al., 2012). Similarly, we found that ex-vivo ETN
administration was able to improve glutamatergic synaptic transmission in the vHPC of db/db
mice, in which TNF-a is in excess (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014), since its inhibition
locally decreased mEPSCs decay time. Moreover, it also decreased mEPSC frequency and
amplitude, suggesting that changes can have occurred at the pre-synaptic levels (Wierenga, et
al., 2006). Indeed, an enhancement of mMEPSC amplitude and frequency (Bacci, et al., 2001,
Burrone, et al., 2002; Thiagarajan, et al., 2002) has been previously associated with increased
presynaptic terminal size and probability of neurotransmitter release (Murthy, et al., 2001,
Thiagarajan, et al., 2005). More investigations are now necessary to study these parameters in
db/db mice. As mEPSCs were unchanged by ETN in db/+ mice, it may be postulated that
TNF-o only affects glutamatergic synaptic transmission when its concentrations largely
exceed physiological levels, as it occurs in the vHPC of db/db mice. Improved anxiety was
found in the in-vivo experiment after icv ETN administration, meaning that other brain areas
may, in addition to VHPC, participate. Whatever the case, VHPC is likely a key area in
mediating behavioral effect of TNF-a since it is well-known to regulate emotional behavior
(Bannerman, et al., 2002; Bannerman, et al., 2003; Zhang, et al., 2014). Moreover, no
correlation was found here between prefrontal cortex TNF-o expression and anxiety-like
behavior. To our knowledge, this is the first report of a link between inflammation and
synaptic transmission in the vVHPC in a model of obesity. Altogether, the present results
suggest that TNF-a may change anxiety-like behavior in db/db mice by modulating synaptic
networks and synaptic transmission, particularly in the vHPC.

In conclusion, the present study points to brain TNF-a as an important mediator of
obesity-related anxiety and provides important clues about how it may act to modulate brain
function and ultimately alter mood and behavior. Although more studies are now needed to
deeply understand the underlying mechanisms, we provide here information which should be
useful to identify potential new therapeutic strategies aiming to improve mood disorders

associated with many inflammatory conditions.
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Objectif :

L’objectif de cette étude était d’évaluer 1’impact d’un régime enrichi en AGPI n-3 et
antioxydants sur les altérations métaboliques et comportementales associées a 1’obésité chez
les souris db/db, et sur les mécanismes neurobiologiques potentiellement impliques dans la
mise en place de ces altérations. Pour cela, des souris db/+ et db/db ont été nourries soit avec
un régime contréle, soit avec un régime enrichi en AGPI n-3 et antioxydants (a-tocophérol,
CoQ10 et phénols) pendant 13 semaines. Bien que le régime enrichi n’ait pas amélioré le
poids et la consommation d’eau et de nourriture, il diminuait sensiblement la glycémie post-
prandiale et la sensibilité a I’insuline chez les souris db/db. Ces améliorations de la régulation
du metabolisme du glucose étaient associées & une diminution de 1’expression de I’ARNm de
PPARy dans le foie. De fagon intéressante, le régime enrichi n’améliorait pas les
comportements de type anxieux, mais il restaurait les performances de mémoire spatiale des
souris db/db dans le test de la piscine de Morris. Ces améliorations de la cognition n’étaient
pas associées a une diminution de l’inflammation périphérique et centrale, ni a une
amélioration de la neurogenése ou de la résistance a 1’insuline dans I’hippocampe, des
fonctions pourtant connues pour leur participation a la mise en place de troubles cognitifs
dans d’autres conditions. En revanche, la composition des récepteurs glutamatergiques
AMPA et NMDA, qui joue un réle important dans la mise en place des processus mnésiques,
était modifiée par le régime, puisqu’il diminuait ’expression des sous-unités GIUN2A et
GIuN2B (NMDA) dans I’hippocampe des souris db/+ et db/db et qu’il restaurait celle de la
sous-unité GIuR2 (AMPA) chez les souris db/db. Pour conclure, cette étude montre qu’un
régime enrichi en AGPI n-3 et antioxydants améliore sensiblement le métabolisme du glucose
des souris db/db, en particulier au niveau hépatique. Ce régime restaure également la mémoire
spatiale dépendante de 1’hippocampe. Les résultats obtenus suggeérent que cette amélioration
comportementale pourrait impliquer une amélioration de la plasticité synaptique dans
I’hippocampe. Ainsi, une approche nutritionnelle a base d’AGPI n-3 et d’antioxydants
pourrait représenter une stratégie non pharmacologique particulierement intéressante pour

diminuer les altérations cognitives associées a I’obésité.
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Objective:

This study aimed at assessing the impact of a n-3 PUFAs/antioxidants dietary
supplementation, not only on metabolic and behavioral alterations associates with obesity in
db/db mice, but also on the neurobiological mechanisms potentially involved in the
development of these alterations. For this purpose, db/+ and db/db mice have been fed either
with a control diet, or a n-3 PUFAs/antioxidants (a-tocopherol, CoQ10 and phenols)
supplemented diet for 13 weeks. Although enriched diet did not improve body weight and
food and water consumption, it slightly decreased fed glycemia and insulin sensitivity in
db/db mice. These metabolic improvements were associated to decreased PPARy mRNA
expression in the liver. On the other hand, enriched diet did not improve anxiety-like behavior
but it restored spatial memory performances in db/db mice in the Morris water maze task.
These behavioral alterations were not associated with decreased peripheral and brain
inflammation, improved neurogenesis or hippocampal insulin resistance, which are all well-
known to participate to the induction of memory impairments in other conditions. However, it
induced modifications of AMPA and NMDA glutamatergic receptor composition, which
plays a key role in memory formation, since it decreased GUN2A and GIuN2B (NMDA)
expression in the hippocampus of db/+ and db/db mice and it restored GIuR2 (AMPA)
expression in db/db mice. To conclude, this study reports that n-3 PUFAs/antioxidants
supplemented diet slightly improves glucose metabolism in db/db mice, especially in the
liver. Moreover, it restores hippocampus-dependent spatial memory, likely by modulating
hippocampal synaptic plasticity. Hence, a nutritional intervention with nutrients such as n-3
PUFAs and antioxidants could represent a non-pharmacological strategy to improve cognitive
deficits associated with obesity.

156



RESULTATS

Omega-3 antioxidants supplemented diet improves cognitive alterations

associated with metabolic syndrome

Célia Fourrier*2, Clémentine Bosch-Bouju®?, Agnés Aubert?, Camille Kropp*?,
Laurence Fonséca®, Sandrine Djoukitch®, Carole Vaysse®, Sophie Layé>?, Corinne Joffre'-

and Nathalie Castanon®?*

'INRA, Nutrition and Integrative Neurobiology, UMR 1286, 33076 Bordeaux, France

2Université de Bordeaux, Nutrition and Integrative Neurobiology, UMR 1286, 33076

Bordeaux, France

3 ITERG, Institut des corps gras, 33600 Pessac, France

Corresponding author:

*Nathalie Castanon

Nutrition et Neurobiologie Intégrée, INRA UMR 1286

Batiment UFR Pharmacie, 2° tranche, 2° étage, Case courrier 34,
Université Victor Ségalen, 146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux, France.

E-mail : nathalie.castanon@bordeaux.inra.fr
Phone: 33 557 574 505
Fax: 33 557 571 227

Abstract

Metabolic syndrome is a metabolic and inflammatory disorder that represents a major
risk factor for development of comorbidities such as cardiovascular diseases or diabetes. It is
also associated with an increased prevalence of mood and cognitive dysfunctions that
represent important risk factor for aggravation of obesity and related outcomes. Reducing the
development of such disorders in the context of metabolic syndrome may therefore allow

improving both health and quality of life of obese subjects. Experimental studies have
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suggested that inflammatory processes and neuronal plasticity, which are known to be altered
in animal models of metabolic syndrome, might contribute to the development of emotional
and cognitive alterations, in particular when these alterations occur in brain areas associated
with mood and cognition such as the hippocampus. Interestingly, nutriments such as n-3
polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAS) or antioxidants have been shown to protect against
the development of both metabolic and behavioral alterations in different pathological
conditions, in part by improving inflammation or neuronal plasticity. Although they may
similarly be beneficial against obesity-related alterations, their effect in that context still
remains to be studied. Thus, the aim of this study was to evaluate if a diet supplemented with
n-3 PUFAs and antioxidants was able: 1) to improve metabolic and behavioral alterations
displayed by a genetic mouse model of metabolic syndrome (the db/db mice), and 2) to affect
the biological mechanisms potentially underlying these alterations. Chronic consumption of
the supplemented diet for 13 weeks slightly improved peripheral sensitivity and hepatic
MRNA expression of genes regulating glucose metabolism. Moreover, it did not improve
anxiety-like behavior or peripheral and hippocampal inflammation, but it reversed
hippocampus-dependent spatial memory deficits displayed by control diet-fed db/db mice in a
water maze task. It also changed the subunit composition of glutamatergic AMPA and
NMDA receptors in the hippocampus, suggesting that improvement of local neuronal
plasticity may underlie the improvement of cognitive performances displayed by db/db mice
fed with the supplemented diet. These findings should provide valuable data for introducing
new nutritional strategies for the treatment of behavioral complications associated with

metabolic syndrome.

1. INTRODUCTION

The metabolic syndrome (MetS) is a medical condition characterized by abdominal
obesity, hypertension, hyperglycemia, hypertriglyceridemia and low LDL cholesterol. The
prevalence of MetS and associated comorbidities, such as insulin resistance or cardiovascular
diseases, is continuously increasing worldwide. Beyond metabolic alterations, numerous
studies have highlighted a higher risk to develop mood symptoms and cognitive alterations in
patients with MetS than in the control aged-matched population (Alosco and Gunstad, 2014;
Lasselin and Capuron, 2014). Such neuropsychiatric symptoms not only impair the quality of
life of affected patients, but also compromise the management of the disease (Brunault, et al.,
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2012; Dixon, et al., 2003; Kinzl, et al., 2006). Moreover, they potentiate the risk of
developing others comorbidities such as metabolic alterations and cardiovascular diseases,
leading to the instauration of a vicious circle. Hence, although the management of
neuropsychiatric symptoms in patients with MetS is often neglected, it is important to

understand the mechanisms underlying these complications to improve treatment options.

Converging clinical and preclinical studies point to inflammation as a key player in the
development of MetS-associated mood and cognitive alterations (Capuron, et al., 2016;
Castanon, et al., 2014; Castanon, et al., 2015). MetS is indeed characterized by a low-grade
inflammation originating from the adipose tissue (Cancello and Clement, 2006; Park, et al.,
2005) and the gut microbiota (Cani, et al., 2012; Cani, et al., 2009). In agreement with
findings reporting immune-to-brain communication in other chronic inflammatory conditions
(Capuron and Miller, 2011; Dantzer, et al., 2008), abundant evidence indicates that peripheral
inflammation associated with MetS also induces production of brain inflammatory cytokines
(e.g TNF-q, IL-6 and IL-1p), including in key areas for the regulation of mood and cognition,
especially the hippocampus (Boitard, et al., 2014; Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014). In
particular, db/db mice, which display obesity and metabolic alterations characteristic of MetS,
also exhibit increased hippocampal expression of inflammatory cytokines, as compared to
their lean controls, the db/+ mice (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014). Furthermore,
increased hippocampal inflammation is associated with increased anxiety and memory
deficits (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014; Erion, et al., 2014). Interestingly, a causal role
for increased hippocampal IL-1pB in inducing behavioral deficits was recently reported in
db/db mice (Erion, et al., 2014). Along with increased hippocampal inflammation, MetS
negatively affects several neurobiological systems known to be involved in the regulation of
cognition and mood. MetS-induced behavioral alterations have been indeed associated with
impaired synaptic plasticity (i.e decreased long-term potentiation (LTP) and reduced
expression of pre- and post-synaptic protein density), decreased neurogenesis, altered insulin
signaling pathway, and reducted hippocampal expression of neurotrophic factors (Erion, et al.,
2014; Hao, et al., 2015; Stranahan, et al., 2008). Identifying therapeutic strategies able to
reduce inflammation and/or normalize neuronal plasticity in the context of MetS could

therefore be a promising way to improve associated cognitive and mood alterations.

There is a growing interest in developing non pharmacological interventions to reduce

obesity/MetS and related comorbidities, such as weight loss programs or nutritional
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approaches, since their economic cost and side effects are decreased, compared to
pharmacological strategies. In that context, nutritional interventions with essential nutrients,
which have been shown to impact both systemic (Lehtonen, et al., 2011; Lombardo, et al.,
2007) and brain functions (Bazinet and Laye, 2014; Vauzour, et al., 2015), seem to present a
promising therapeutic potential in the management of MetS and associated comorbidities.
Eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) and docosapentaenoic acid (DHA, 22:6n-3), two n-3
PUFAs converted from their precursor a-linolenic acid (ALA, 18:3n-3) (Leonard, et al., 2002)
are told as essential fatty acids because they cannot be synthetized de novo by mammals and
need to be provided through the diet. Several studies already report that ALA and its
derivatives EPA and DHA can improve metabolic and inflammatory alterations in patients
with MetS and animal models of MetS. Among others, they can decrease body weight,
improve glucose metabolism (Bhaswant, et al., 2015; Fedor and Kelley, 2009; Flachs, et al.,
2014; Kasbi-Chadli, et al., 2014), and decrease systemic inflammation (Karlsen, et al., 2010;
Kolehmainen, et al., 2012; Wang and Huang, 2015) in this context. Similarly, antioxidants,
well known to their beneficial effect on oxidative stress (Halliwell and Gutteridge, 1990), can
also improve metabolic alterations associated with MetS. Indeed, AO can decrease body
weight and glycemic alterations in obese patients (Lehtonen, et al., 2011; Ruel, et al., 2013;
Stull, et al., 2010; Wilson, et al., 2010; Wilson, et al., 2008). Moreover, dietary AO such as
polyphenols display potent anti-inflammatory properties (Accomando, et al., 2010).
Interestingly, abundant data also suggest that both n-3 PUFAs and antioxidants (AO) improve
mood and/or cognitive alterations reported in other chronic inflammatory conditions (Bazinet
and Laye, 2014; Vauzour, et al., 2015). Importantly, n-3 PUFAs are crucial to normal brain
development and function (Hadley, et al., 2009; Innis, 2008). For instance, a dietary
supplementation in EPA and DHA in aged mice restores spatial memory performances in the
Morris water maze task (Labrousse, et al., 2012). This cognitive benefit is associated with an
improvement of the over-activation of the neuronal activity marker c-fos in the hippocampus.
In addition, EPA/DHA supplementation in students during a stress period of exams decreases
their anxious symptomatology (Kiecolt-Glaser, et al., 2011). Dietary EPA/DHA
supplementation also prevents anxiety-like behaviors induced by a chronic social defeat stress
in mice (Larrieu, et al., 2014). AO may also be protective against behavioral alterations
reported in inflammatory diseases. Interestingly, polyphenols from grape and blueberry
prevent aged-associated spatial memory deficits in mice and increase hippocampal mRNA

expression of genes involved in neuronal plasticity (Bensalem, et al., 2016). AO also
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improved spatial learning and memory in a mouse model of Alzheimer’s disease (Jia, et al.,
2013). Interestingly, this was associated with decreased hippocampal insulin resistance (Jia, et
al., 2013), which has been reported to be involved in cognitive deficits in Alzheimer’s disease
(Bedse, et al., 2015), but also in animal models of obesity (Biessels and Reagan, 2015). In
addition, vitamin E decreased depressive-like behaviors in a mouse model of TNF-a-induced
depression (Manosso, et al., 2013). Although the effect of these nutrients on mood and
cognition remains understudied in the context of MetS, some recent data suggest they may
constitute an efficient strategy. For instance, depressive symptoms in patients with MetS are
negatively correlated to n-3 PUFAs plasma levels (Chalut-Carpentier, et al., 2015). Moreover,
the consumption of the AO curcumin improves anxious symptoms in patients with MetS
(Esmaily, et al., 2015). Finally, dietary supplementation with the polyphenol luteolin
improves spatial memory, neuroinflammation and plasticity in obese mice fed with high-fat
diet (Liu, et al., 2014). To our knowledge, the impact of a combination of n-3 PUFAs and AO
on metabolic and behavioral alterations associated with obesity has never been assessed.
Taken together, these findings suggest that both n-3 PUFAs and AO may have a positive
impact on mood and cognition in MetS. However, this hypothesis remains to be tested and the

underlying mechanisms identified.

In this study, we assessed the effect of a diet enriched in a combination of n-3 PUFAs
and AO on metabolic and behavioral alterations displayed by a genetic mouse model of MetS,
the db/db mouse. Moreover, we investigated the potential underlying neurobiological
mechanisms by measuring the consequences of this intervention on brain systems known to
be involved in the regulation of mood and cognition. The db/db mice, which display classical
features of MetS (including obesity, insulin resistance and hyperglycemia) because of a
spontaneous mutation inactivating the leptin receptor, are notably suitable is the context of
this study. Indeed, their metabolic alterations have been associated with mood and cognitive
alterations, along with increased inflammation (Dinel, et al., 2011,; Dinel, et al., 2014; Erion,
et al., 2014) and decreased neuronal plasticity in the hippocampus (Erion, et al., 2014;
Stranahan, et al.,, 2008). Hence, this model allows assessing the effect of dietary n-3
PUFAS/AO supplementation on MetS-related metabolic alterations, but also on associated
behavioral alterations and their potential underlying neurobiological mechanisms, in
particular hippocampal inflammation and neuronal plasticity. We showed here that dietary
supplementation with n-3 PUFAS/AQ slightly improved metabolism, but did restore spatial

memory performances in db/db mice. Moreover, we provided interesting evidence pointing to
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the involvement of changes in neuronal plasticity-associated protein expression in the

reported cognitive improvement.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals and Diets

All animals experiments were conducted according to the relevant French (Directive
87/148, Ministére de I’Agriculture et de la Péche) and international (Directive 2010/63,
European Community) legislation. They adhered to protocols approved by the Animal Care
and Use Committee from Bordeaux University (approval ID: 5012047-A). Every effort was
made to minimize suffering and the number of animal used. Five weeks old male db/db
(C57BLKS/J-leprdb/leprdb; n=25) and db/+ (C57BLKS/Jleprdb/+; n=24) mice (Charles
River Laboratories, France) were housed individually in an air-conditioned (21 = 1°C)
animal-keeping room under a normal 12-h light:dark cycle, with food and water available ad
libitum (unless otherwise noted). On arrival, mice were randomly allocated to Control Diet
group (CD) or Enriched Diet group (ED) (see table 1 for detailed composition). Body weight,
food intake, and water intake were measured once a week over a 12-week period. Mice were
handled for a few minutes daily for 3 days before the experiment onset to minimize stress
reactions to manipulation. They were 10 to 15 week-old at the time of behavioral assessments.
Sacrifice occurred after 13 weeks of diet exposure.

Table 1. Composition of Control Diet (CD) and Enriched Diet (ED)

CcD ED

Protein content 20 % 20%
Carbohydrate content 62 % 62 %
Mineral and vitamins 6% 6%
Lipid content 12 % 12%
Linoleic acid (LA) 18:2 n-6 10 % 14 %
a-linolenic acid (ALA) 18:3 n-3 0.15 % 6%
LA/ALA 68 2

Total tocopherols / 1700 mg/kg oil
Coenzyme Q10 / 300 mg/kg oil
Canolol / 600 mg/kg oil
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2.2. Behavioral measures

Experiments were performed in the morning under conditions of dim light and low
noise, with a one-week interval between tests. All testing sessions were recorded with a
Panlab SMART video tracking system. Testing equipments were thoroughly cleaned between

each session.

2.2.1. Light/dark box (L/D bhox).

The L/D box test was used to evaluate anxiety-like behaviors. This test is based on the
innate aversion of rodents for illuminated areas and on their spontaneous exploratory behavior
in response to mild stressors, that is, novel environment and light. The apparatus consisted of
two plexiglass chambers: a first one small and dark (14 x 21 x 21 cm) and a second one large
and light (30 x 21 x 21 cm). Both chambers were connected by a 7 x 5 cm opening. As
previously described (Fernandez de Cossio, et al., 2016), each mouse was placed individually
in the dark chamber and recordings were made over a 10-min period. A reduction of the time

spent in the light chamber was considered as an anxiety-like index.

2.2.2. Elevated plus maze (EPM).

The EPM test was used to assess anxiety-like behaviors. The apparatus consisted of a
plus shaped acryl maze with two opposing open arms (30 x 8 x 15 cm) connected by a central
platform (8 x 8 cm) and elevated 120 cm above the floor. Each mouse was placed individually
in the center of the EPM over a 10-min period and the number of arm entries and the percent
of time spent in open arms were recorded. A reduction of the percent of time spent in the open

arms was considered as an anxiety-like index.

2.2.3. Open field (OF).

Open field test was used to assess anxiety-like behavior. The apparatus consisted of a
square area (40 x 40 cm) from which escape is prevented by surrounding walls (16 cm high).
The square area was virtually divided into a central area and the periphery defined as the rest
of the apparatus. Each mouse was placed randomly in one of the corner of the apparatus and
allowed to freely explore the OF for 10 min. The number of entries and the percent of time
spent in the central area were recorded. A reduction of the percent of time spent and number

of entries in the central area was considered as an anxiety-like index.
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2.2.4. Morris water maze.

Spatial learning and memory were assessed in a Morris water maze as previously
described (Bensalem, et al., 2016). Briefly, mice were first submitted to two familiarization
days to familiarize with swimming and to avoid jumping during training. Then, they were
tested in a cued task to evaluate potential visuo-motor deficits. Mice were then trained to
locate the submerged platform by using distal extra-maze cues with six trials per day for 4
consecutive days. Latency and distance to find the platform were analyzed by Imetronics
videotrack system (France). Spatial memory was evaluated 72 h after the last training session,
after the platform was removed, by the percentage of time spent swimming in the quadrant
were the platform was located during training (target quadrant) using the Panlab SMART
system (Bioseb, France). Day 1 path lengths were not included in the analysis because too
many mice did not reach the platform before the 90 s cut-off and this had an impact on path

length since db/db mice travelled less distance during the 90 s.

2.3. Glucose tolerance test

A glucose tolerance test was performed after 11 weeks of diet consumption in
overnight food-deprived mice, as previously described (Fernandez de Cossio, et al., 2016).
Fasting glycaemia was measured before an intraperitoneal (ip) injection of glucose (2 g/kg
prepared in NaCl solution), and 15, 30 and 120 min after. A small drop of blood was collected
through an incision to the tail and glucose level was immediately measured with a glucometer
at each time point (Accu-Check, Roche Diagnostic). Food was returned just after the last

blood glucose measurement.

2.4. Insulin sensitivity test

The insulin sensitivity test was performed after 11 weeks of diet consumption, as
previously described in ad libitum fed mice (Fernandez de Cossio, et al., 2016). Glucose was
measured before an ip injection of insulin (0.75 Ul/kg, Glargine, Lantus), and after 15, 30, 60
and 120 min, as described for the glucose tolerance test.

2.5. Tissue sampling

After 13 weeks of diet consumption, mice were anesthetized by isoflurane inhalation.
Blood samples were immediately collected through cardiac puncture into citrate-treated tubes.
After centrifugation (10 min, 1000 g, 4 °C), aliquots of plasma were stored at -80 °C for
further analysis. Mice were transcardially perfused with cold PBS (pH 7.4) to remove all
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traces of blood from tissues. Livers were collected and stored at -80°C for western blot and
gPCR analysis. Brains were rapidly extracted from the skull and the two hemispheres were
separated. The right hemisphere was immersed into a 4 % paraformaldehyde fixative solution
(prepared in PBS, pH 7.4) for 3 weeks and in a sucrose solution for 1 week before being
sliced in 50 um sections on a vibratome (Leica). Brain slices were then stored in a freezing
solution at -20°C for further immunochemistry labelling. The left hemisphere was rapidly
dissected and the hippocampus and the cerebral cortex were removed and stored at -80 °C for

further analysis.

2.6. Multiplex assays

As previously described, plasma adiponectin, insulin, resistin, TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-
10 and IFN-y were measured with the Mouse Cytokine/Chemokine and the Mouse Metabolic
Hormone magnetic bead panel multiplex assays (Millipore, France) following manufacturer’s

instructions (Dinel, et al., 2011).

2.7. Measurement of Thiobarbituric Acid-Reactive Substances (TBARS)

The measurement of TBARS is a well-established method to assess lipid peroxidation,
an indicator of oxidative stress in tissues. It is based on the formation of malondialdehyde
(MDA), a product of lipid peroxidation. The measurement of TBARS was done using a
commercially available TBARS Assay Kit (10009055; Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,

USA), according to the manufacturer’s instructions.

2.8. Plasma fatty acid and AO content

Total lipids were extracted from plasma and its fatty acid composition was determined
as previously described (Letondor, et al., 2014). CoQ10 and a-tocopherol levels were assessed
by HPLC according to the method previously described (Kume, et al., 2016; Smith, et al.,
2006).

2.9. Brain fatty acids content

Analysis of fatty acid levels in brain lipids was carried out in the cortex in order to
minimize the number of animals (the same mice were used for western blots, gPCR and
immunostaining in the hippocampus). Previous studies have however shown that fatty acid
content in the hippocampus and in the cortex changed in similar ways following dietary n-3

PUFAs deficiency or supplementation (Marteinsdottir, et al., 1998). Fatty acids composition
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from the cortex was analyzed as previously described (Labrousse, et al., 2012), and was

expressed as the percentage of total fatty acids.

2.10. Plasma triglyceride levels

Plasma levels of triglycerides were determined using a colorimetric enzymatic assay
following manufacturer’s instructions (Triglyceride PAP 150™ kits, BioM¢érieux, Marcy-

I’Etoile, France). The lower limit of detection was 0.17 g/L.

2.11. RNA and protein extraction

Total RNA was extracted from hippocampi and livers using Trizol. The below phase
contained DNA and proteins. After DNA removal, proteins were purified in denaturating

conditions.

2.12. RT-gPCR

RNA purity and concentration were determined using a Nanodrop spectrophotometer
(Nanodrop technologies, Wilmington, DE) and reverse-transcribed as previously described
(Fernandez de Cossio, et al., 2016). Real-time qPCR for cytokines (IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-
10) and proteins involved in glucose metabolism (PEPPCK, G6P, GLUT2) was performed
using Tagman gene expression assays for sequence-specific primers purchased from Applied
Biosytems (Foster City, CA) as previously described (Fernandez et al., 2016; Dinel et al.,
2011; 2014). To measure expression of liver PPAR and GLUT4, quantitative PCR was
performed using SYBR® Assay (Eurogentec, Seraing, Belgium) following the protocol
previously described (Fernandez de Cossio, et al., 2016; Madore, et al., 2014). Primers
sequences were designed using Primer Express® Software (GLUT4 5’-3°F:
TCCCTTCAGTTTGGCTATAACATTG, 5’-3’R: CTACCCAGCCACGTTGCATT; PPARYy
5’-3’F: CACAATGCCATCAGGTTTGG, 5’-3’R: GTCGGTCGATATCACTGGAGA; B2m
5’-3’F: CTGATACATACGCCTGCAGAGTTAA, 5’-3’R: GATCACATGTCTCGATCCC
AGTAG). Fluorescence was determined on an ABI PRISM 7500-sequence detection system
(Applied Biosystems, Foster, CA). The calculation of relative expression levels was
performed according to the methods of Schmittgen & Livak (2008) and plotted as fold change

relative to the appropriate control condition.

2.13. Western Blot analysis

Protein concentration was assessed by bicinchoninic acid assay (Interchim,

Montlucon, France) according to the manufacturer’s instructions. Equal amounts of protein
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(25ug) were loaded and separated on SDS-polyacrylamide gels (8% or 10%) and transferred
onto polyvinyl difluoride membranes (Millipore). Membranes were saturated with a blocking
solution containing 5 % non fat dried milk and 0.05 % Tween-20, and incubated overnight in
a solution containing 5% BSA with the primary antibodies listed in Table 2. After washing,
membranes were incubated 1 h with the appropriate peroxidase-conjugated secondary
antibody (1:5000, Jackson Immuno Research laboratories, Westgrove, PA, USA). The blots
were developed using Western Lighting Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Life
Science, Waltham, MA, USA). Chemiluminescence was captured by a ChemiDoc detection
system and quantified by Image Lab software. Between each revelation, membranes were
incubated for 15 min in Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution (Millipore) in order
to erase the previous antibody.

Table 2. Antibodies used for western blots

Protein Molecular weight (kDa) Commercial designation Dilution used
GAPDH 38 #5174 (cell signaling) 1/5000
p38 38 #9212 (cell signaling) 1/1000
Phospho-p38 38 #4511 (cell siganling) 1/500
p44/42 44742 #9102 (cell signaling) 1/1000
Phospho-p44/42 44 /42 #9101 (cell signaling) 1/500
STAT3 79/86 #4904 (cell signaling) 1/1000
Phospho-STAT3 79/86 #9145 (cell signaling) 1/500
GIuR1 106 sc-55509 (santa cruz) 1/1000
GluR2 100 sc-7611-R (santa cruz) 1/1000
GIluN1 115 5c-9058 (santa cruz) 1/1000
GluNZ2A 177 sc-1468 (santa cruz) 1/1000
GluN2B 178 sc-1469 (santa cruz) 1/1000

2.14. Immunohistochemistry

Adult neurogenesis was examined by immunolabeling for doublecortin (Dcx), a
marker of newborn immature neurons, 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 (Touyarot, et al., 2013).

2.15. Data analysis

Results are presented as mean = SEM and were analyzed using a two-way ANOVA
(genotype x diet) followed by a Bonferroni post-hoc test when appropriate. Probe test
comparisons of each group with chance level have been performed with a one sample t-test.
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Spatial learning analysis was analyzed using a 3-way ANOVA with repeated measures

(genotype x diet x days) followed by a post-hoc Fisher PLSD test.

3. RESULTS

3.1. EDslightly improved glycemic regulation in db/db mice

MetS-related metabolic alterations can be reduced by both n-3 PUFAs and AO (Anhe,
et al.,, 2015). The effects of ED on metabolic parameters are presented in Table 3. In
agreement with our previous findings (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014; Fernandez de
Cossio, et al., 2016), db/db mice gained significantly more weight (genotype: F(1,44=17.62;
p<0.001), ate (genotype: F,44=504.7; p<0.001) and drank (genotype: F(,44=359.6; p<0.001)

more than db/+ mice during the entire experiment, whatever their diet.

Altered plasma levels of adiponectin (genotype: F1,32=17.70; p<0.001), insulin
(genotype: F1,33=10.66; p<0.01), and triglycerides (genotype: F(1,42=11.74; p<0.01, table 3)
found in db/db mice compared to db/+ mice were not normalized by ED. On the contrary,
statistical analysis revealed a significant interaction between genotype and diet for plasma
resistin levels (genotype x diet: F(134=4.618; p<0.05). Whereas plasma resistin levels were
decreased in CD db/db mice in comparison to CD db/+ mice, this was not anymore the case
when mice were fed with the ED. Indeed, resistin levels were similar between CD db/db and
ED db/db mice. Interestingly, ED improved decreased insulin levels in db/db mice since
resistin levels were in between CD db/+ mice and CD db/db mice. Systemic inflammation
was not observed in db/db mice since IL-6, TNF-a, IL-1p and IL-10 were undetectable in
both genotype, whatever the diet (data not shown). Finally, increased oxidative stress
displayed by db/db mice, and revealed by increased plasma levels of MDA (genotype:
F(1,34=169.,2; p<0.001) tended to be improved by ED (diet: F,34=3.655; p=0.06).

As db/db mice are known to display glycemic dysregulations, we also assessed the
impact of ED on basal blood glucose levels in both fasted and fed conditions, and during
glucose tolerance and insulin resistance tests. As previously described (Fernandez de Cossio,
et al., 2016), db/db mice exhibited higher basal fasted (genotype: F(1,43=88.17; p<0.001) and
fed (genotype: F(142=595.6, p<0.001) blood glucose levels, when compared to db/+ mice
(table 3). Whereas ED failed to improve blood glucose levels in fasted conditions, it
significantly improved basal glycaemia in fed conditions (diet: F142=4.223, p<0.05).
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Similarly, ED significantly improved insulin sensitivity (diet: F(1,42=4.043; p=0.05; Fig. 1A),
in particular in db/db mice, which displayed decreased insulin sensitivity in comparison to
db/+ mice, as observed with the increased area under the curve (genotype: F(142=4220;
p<0.001). However, decreased glucose tolerance displayed by db/db mice (genotype:
F(1,42=1808; p<0.001) was not improved by ED (Fig. 1B).

Table 3. Effect of ED on body weight gain, food and water intake, glycemia, plasma triglycerides, metabolic hormones and
MDA (n=11-13/group. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. When interaction, **p<0.01 vs CD db/+).

db/+ db/db Statistics
cD ED ch ED Genotype effect Diet effect Interaction
Mean + SEM Mean = SEM Mean + SEM Mean + SEM
Total body weight gain (g) 7.81 £ 0.39 7.57 + 0.18 11.84 + 1.65 1455 + 1.83 wk
Cumulative water intake (mL) 322.50 + 16.46 288.60 + 8.54 2316.00 + 12750 2296.00 + 153.30 HokE
Cumulative food intake (g) 311.00 + 5.28 30290 + 483 584.30 + 16.89 61690 + 17.17 HokE
Fasted glycemia (mg/dL) 95.50 + 6.50 92.82 + 459 338.80 + 37.55 334.20 + 33.19 *h
Fed glycemia (mg/dL) 180.20 + 8.83 167.00 + 8.06 574.40 + 15.08 524.30 + 23.32 rx *
Plasma triglycerides (mmol/L) 349 £ 0.35 3.43 + 0.30 5.99 + 0.78 5.02 + 0.76 ok
Plasma adiponectine (pg/mL) 10.89 + 0.56 9.04 + 0.61 6.72 + 0.86 7.36 + 0.72 ek
Plasma insulin (ng/mL) 0.98 + 0.26 1.13 + 0.24 1.84 + 0.21 220 + 043 ok
Plasma resistin (ng/mL) 8.17 + 0.41 6.57 + 0.75 557 + 0.75 749 + 1.12 *
MDA (uM) 27.03 + 1.641 30.13 + 1.585 82.41 + 8.199 97.32 + 4.58 o p=0.06

Because the liver is a key organ in the regulation of glycemic control (Rines, et al.,
2016), mRNA expression of genes associated with glucose control was assessed. Statistical
analyses revealed an interaction between genotype and diet on PPARy mRNA expression
(genotype x diet: F1,39=4.626; p<0.05; Fig. 1C). Indeed, it was increased in CD db/db mice in
comparison to CD db/+ mice (t19=10.72; p<0.001). Interestingly, ED decreased PPARYy
MRNA levels in db/db mice in comparison to CD db/db mice (t19=2.217; p<0.05). mRNA
expression of PEPCK, the enzyme catalyzing the first step of neoglucogenesis, was not
changed by the genotype and the diet (Fig. 1D). On the contrary, the mMRNA expression of
G6Pase, the enzyme which catalyzes the last step of neoglucogenesis, was increased in db/db
mice (genotype: F(1,35=7.698; p<0.05; Fig. 1E). Interestingly, statistical analysis revealed a
slight tendency to an interaction between genotype and diet (F(,32=2.786; p=0.10), ED
tending to decrease G6P mMRNA expression in db/db mice (tqu7=1.714; p=0.10). We also
assessed the liver mMRNA expression of glucose transporters GLUT2 and GLUT4. There was
no significant diet or genotype effect on GLUT4 mRNA expression (Fig. 1F), although ED
tended to decrease this expression in db/db mice (t1=1.794; p=0.09). Finally, GLUT2

MRNA expression tended to be increased in the liver of db/db mice in comparison to db/+
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mice (genotype: F(1,38=3.629; p=0.06; Fig. 1G), regardless the diet. Taken together, these data

suggest that ED-induced improvement of hepatic glucose metabolism may contribute to

decrease insulin resistance in db/db.
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Figure 1. Effect of ED on glucose homeostasis. A) Area under the curve (AUC) of plasma glucose response to ip insulin

injection during insulin resistance test. B) AUC of plasma glucose response to glucose injection during glucose tolerance test.
C-G) Hepatic mRNA expression of PPARy, PEPCK, G6P, GLUT4 and GLUT2. (n=11-13/group. **p<0.01; ***p<0.001

genotype effect; #p<0.05 diet effect. When interaction *p<0.05; **p<0.01; p<0.001)

Table 4. Effect of ED on plasma fatty acid composition (n=6-7/group. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. When interaction,

#p<0.05; ##p<0.001 vs CD same genotype; *p<0.05; ***p<0.001 vs db/+ same diet).

db/+ db/db Statistics
CD ED (o)) ED Genotype effect Diet effect Interaction
Mean + 5D Mean +SD Mean +SD Mean + SD
Fatty acids
SFA 33.085 £ 1.772 32.864 £ 2.157 33.262 £ 0.666 31.065 * 0.733 *
MUFAs 32.942 + 2.214 29.898 + 2.575 26.613 * 3.127 25.145 % 2179 Hork *
18216 1832 + 1.09 19.84 + 1.04 21.94 + 2.32 24926 *+ 1.56 ok ok
20:2n-6 012 1 0.03 0.14 + 0.02 0.08 + 0.02 0.101 % 0.02 Hoxn =
20:3n-6 1.68 + 0.22 1.67 + 037 157 + 0.19 1.747 % 051
20:4n-6 922 + 139 803 + 1.72 12.80 + 2.32 9.865 + 2.05 ** *
22:4n-6 0.14 + 0.04 0.12 + 0. 0.19 + 0.04 0.080 + 0.01% ok -
22:516 0.59 + 0.10 0.14 + 0.03*** 022 + 008" 0.040 + 0.01###" ko ok v
n-6 30.312 + 2.598 30.191 £ 2.799 37.079 = 3.218 37.006 * 2.235 Hork
20:5n-3 (EPA) 018 + 029 095 + 0.33 0.17 + 013 1.248 + 032 ok
22:5n-3 0.09 1 0.07 031 + 0.067%* 020 + 011" 0597 + 0.04F## s ok -
22:6n-3 (DHA)  1.06 % 0.81 412 + 1.047*# 194 + 93" 3757 + (.24#H ok *
n-3 1.443 + 1.279 5.869 + 1.220 2.432 + 0.439 6.343 + 0.206 * ok
n-6/n-3 28.231 * 9.847 5.270 £ 0.799 15.637 + 2.754 5.831 + 0.256 ** ok e
20309 151 4 029 057 4 0.09%* 02z + 009" 0135 2 006" s wa s
PUFAs 33.324 x 3.601 36.673 £ 3.959 39.745 x 3.229 43.489 = 2423 woxx *
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To confirm that ED has increase plasma n-3 PUFAs and AO levels, we have measured
the concentration of these nutrients in the plasma. Surprisingly, n-3 PUFAs levels were higher
in the plasma of db/db mice when compared to db/+ mice (genotype F(1,22)=4.458; p<0.05,
Table 4). This can be explained by the increased level of total fatty acids in db/db mice
(genotype F(1,22)=5.805; p<0.05, data not shown). As expected, chronic ED consumption for
13 weeks increased plasma n-3 PUFAs content in both db/+ and db/db mice (diet:
F(1,22)=145; p<0.001). More specifically, ED increased plasma EPA content in both
genotypes (diet: F(1,22)=78.46; p<0.001). On the contrary, there was a significant interaction
between genotype and diet for plasma DHA levels (genotype x diet: F22=5,884; p<0.05).
Indeed, they were increased in CD db/db mice when compared to CD db/+ mice (tq1)=2.746;
p<0.05), and ED increased DHA content in both genotype (CD db/+ vs. ED db/db:
t(10)=5.670; p<0.001; CD db/db mice vs. ED db/db: t(12)=15,07; p<0.001). Because n-3
PUFAs are highly incorporated within the brain (Wainwright, 2002), brain fatty acid content
has been assessed in the cortex (Table 5). A significant genotype by diet interaction appeared
for n-3 PUFAs content in the cerebral cortex (genotype x diet: F1,20=19.08; p<0.001). Post-
hoc analysis showed that n-3 PUFAs levels were increased in the brain of CD db/db mice in
comparison to CD db/+ mice (t@o) =9.796; p<0.001). ED increased n-3 PUFAs levels in both
db/+ and db/db mice (diet effect: F,20=104.0; CD db/+ vs. ED db/+: t10=5.531; ED db/db
vs. ED db/db: t10=8.572). Regarding AO (Table 6), analysis showed that db/db mice
displayed increased plasma levels of CoQ10-one (genotype: F(1,17)=225.6; p<0.001), total
CoQ10 (genotype: F(1,18=199.1; p<0.001) and a-tocopherol (genotype: F,20=27.69;
p<0.001) when compared to db/+ mice. ED increased plasma a-tocopherol levels (diet:
F(1,20=8.789; p<0.01); however, it was difficult to conclude about its effect on CoQ10 levels
because of the high intra-group variability.

To conclude, ED slightly improved glycemic dysregulation in the liver of db/db mice,
as well as their insulin resistance. Moreover, ED increased plasma n-3 PUFAs and o-
tocopherol, and brain n-3 PUFASs in both db/+ and db/db mice.
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Table 5. Effect of ED on brain fatty acid composition (n=6/group. *p<0.05; ***p<0.001. When interaction, #p<0.05;
#p<0.01; #p<0.001 vs CD same genotype; **p<0.01; ***p<0.001 vs db/+ same diet).

db/+ db/db Statistics
cD ED cD ED Genotype effect Diet effect Interaction

Mean + SD Mean +SD Mean +SD Mean +SD
Fatty acids
SFA 44,0 £ 0.15 439 + 0.22 44.6 + 0.10 44.6 + 0.14 wht
MUFAs 209 + 0.26 21.1 £ 0.15 19.7 £ 0.17 19.6 + 0.14
18:2n-6 0.3 + 001 04 + 0.01 0.6 + 0.02 0.7 + 0.03 ok kK
20:2 -6 0.1 + 0.002 0.1 + 0.002 0.1 + 0.006 0.1 + 0.007 e wox

HHH

20:3n-6 0.2, 0.003 044 0.004 03+ 001" 0.4 + 0.004"#% e v e
20:41-6 85 + 0.11 7.8 + 0.07 85+ 0.07 8.1+ 0.06 ok
22:41-6 24+ 003 2.0 + 0.03 23+ 003 23+ 0.03
22:5n6 144 004 03 , 001" 04+001"" 0.2 + 0,047 e e =
n-6 13 £ 0.17 11 £ 0412 123 + 012 115+ 0.1 ok o
20:5n-3 (EPA) 007 + 0.004 0.07 + 0.002 0.06 + 0.003 0.05 + 0.007
22:5n-3 0.1 + 0.02 0.2 + 0.03 0.2+ 0.02 0.3 + 0.02 xx ok
22:6n-3(DHA) 1324 021 15.1 , 0.15"## 151+ 014 15.8 + 0.07%%" s whk ok
n3 134 + 0.19 15.4 + 0.147%% 153 £ 014" 16.2 + 0.06™7%"" wx v o
n-6/n-3 0.97 + 0.007 0.71 + 0.0047%% 0.80 = 0.014™ " 0.71 + 0.0057%% wx ok ok
20:3n-9 0.2 4 0.004 0.1 ; 0.002#% 01 + 0,003 0.1 + 0.003% wx v *
PUFAs 26.6 + 0.35 26.6 + 0.25 27.8 + 0.16 27.7 + 0.14 i

Table 6. Effect on ED on CoQ10 and a-tocopherol composition (n=6/group).

db/+ db/db Statistics
CcD ED CcD ED Genotype effect Diet effect Interaction
Mean + SD Mean £ SD Mean £ SD Mean + SD
CoQ10-ol 6.5 +4.336 2.537 + 3.491 3.479 + 2.936 2.601 + 2.458
CoQ10-one 30.5 + 12359 19.419 + 5.212 198.507 + 145.914 173.134 + 31.726 i
Total CoQ10 37.0 £10.83 21.96 + 3.79 201.99 * 147.44 175.735 % 31.56 i
a-tocopherol 3.2 *0.18 3.83 £0.38 4.54 * 0.59 5.786 + 1.35 ik ki

3.2. ED improved spatial memory deficits, but not anxiety-like behavior in
db/db mice

We and others previously reported increased anxiety-like behavior and altered
hippocampus-dependent spatial memory in db/db mice (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014;
Erion, et al., 2014; Fernandez de Cossio, et al., 2016; Stranahan, et al., 2008). Based on our
previous findings demonstrating a beneficial effect of n-3 PUFAs or AO supplementation on
mood (Larrieu, et al., 2014) and cognition (Bensalem, et al., 2016; Delpech, et al., 2015a;
Labrousse, et al., 2012), we tested if a n-3 PUFAS/AO ED may similarly improve behavioral
alterations displayed by db/db mice. Akin with our previous studies, db/db mice visited less
often (genotype F(1,43)=77.49; p<0.001) and spent less time (genotype F(1,43)=41.95;
p<0.001) than db/+ mice in the anxiogenic central area of the OF, whatever the diet (Fig. 2A).
Similarly, when compared to db/+ mice, all db/db mice spent less time in the open arms of
the EPM (genotype F(1,42)=9.812; p<0.01; Fig. 2B), and in the light chamber of the L/D box
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(genotype F(1,44)=47.68; p<0.001; Fig. 2C), which are considered as more anxiogenic than
the closed arms or the dark chamber, respectively. These results confirmed that db/db mice
displayed increased anxiety-like behavior in comparison to db/+ mice. Importantly, ED failed

to decrease anxiety-like behavior in these three behavioral tests, whatever the genotype.
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Figure 2. Effect of ED on anxiety-like behaviors and spatial learning and memory performances. A) Number of entries (left)
and percent of time spent (right) in the center of the OF. B) Percent of time spent in the open arms of the EPM. C) Time in
the light chamber of the L/D box. D) Spatial learning (left) and memory (right) performances in the water maze test (n=8-
13/group **p<0.01; ***p<0.001 genotype effect; for spatial memory, *p<0.05 vs chance level).

In the MWM task, mice spent the same time swimming (data not shown) and travelled
the same distance (data not shown) to reach the platform in the familiarization step and in the
cued learning respectively, whatever the genotype and the diet. Swimming speed of db/db
mice was strongly decreased in comparison to db/+ mice (genotype F(,28=307.3, p<0.001,;
data not shown). Hence, we decided to use path length to assess performances during the
learning phase. The four groups of mice travelled significantly less distance to reach the
platform between day 2 and day 4 (time: F56=4.057; p<0.05; Fig. 2D, left), indicating that
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all learned the platform location. Across the days, all mice displayed similar performances to
learn this location since path length did not differ between db/+ and db/db mice and between
CD and ED. Spatial memory was finally assessed 72 h after the end of the training phase. One
sample t-test comparing to the chance level (25 %) revealed that CD db/db mice displayed
spatial memory deficits since they swam randomly across the four quadrants (tx=2.057;
p=0.08; Fig. 2D, right), whereas CD db/+ mice spent significantly more than 25 % of the time
in the target quadrant (te=3.011; p<0.05). Interestingly, ED db/db mice also spent
significantly more than 25 % of the time in the target quadrant (t)=2.693; p<0.05), showing
that ED improved spatial memory deficits displayed by db/db mice. Of note, it decreased
spatial memory performances in db/+ mice since this group swam randomly in the water
maze (t7=1.419; p=0.20). Hence, ED improved spatial memory, but not anxiety-like
behaviors in db/db mice. The next step was then to try identifying the biological mechanisms

potentially underlying improvement of Mets-related memory deficits.

3.3.  ED-induced cognitive improvement was not associated with changes in

neuroinflammatory processes in the hippocampus of db/db mice

Inflammatory processes, especially in the hippocampus, participate to the regulation of
cognition (Bazinet and Laye, 2014; Delpech, et al., 2015b; Vauzour, et al., 2015) and can be
modulated by both n-3 PUFAs (Bazinet and Laye, 2014; Vauzour, et al., 2015) and AO
(Accomando, et al.,, 2010). We therefore assessed the effect of ED on hippocampal
inflammation by measuring both local expression of cytokines and activation of their main
signaling pathways. As previously described (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014,
Fernandez de Cossio, et al., 2016), hippocampal mRNA expression of proinflammatory
cytokines IL-6 (genotype: F43=20.39; p<0.001, Fig. 3A) and TNF-a (genotype:
F(1,41=44.20, p<0.001; Fig. 3B) was increased in db/db mice when compared to db/+ mice,
regardless the diet. On the contrary, statistical analysis revealed an interaction between
genotype and diet for IL-1p mRNA expression (genotype x diet: F(1,41)=5.343; p<0.05; Fig.
3C), ED increasing expression of IL-1p mRNA in db/db mice to the level of CD db/+ mice
(CD db/db vs ED db/db: t1)=2.309, p<0.05). Interestingly, hippocampal expression of the
anti-inflammatory cytokine IL10 mRNA tended to be increased by ED (diet: F(1,39=3.757;
p=0.06; Fig. 3D), particularly in db/db mice. In agreement with increased hippocampus
cytokine expression, levels of phosphorylated p44/42 (genotype: F(1,39=4.235; p<0.05; Fig.
3E) and p38 proteins (genotype: F1,37)=22.38; p<0.001; Fig. 3F) were higher in db/db than
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db/+ mice, whatever the diet. These proteins belong to MAPK signaling pathways activated
by both IL-1B and TNF-a, whereas IL-10 and IL-6 rather activate the STAT3 signaling
pathway. As expected, STAT3 phosphorylation was also increased in db/db mice (genotype:
F1,41)=18.52; p<0.001; Fig. 3G) in comparison to db/+ mice, regardless the diet. Hence,
activation of these signaling pathways was increased in the hippocampus of db/db mice, in
agreement with their local inflammation, but it was not reduced by ED despite its effects on
IL-1p and IL-10 mRNA expression.
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Figure 3. Effect of ED on hippocampal inflammatory processes. A-D) Hippocampal mRNA expression of 1L-6, TNF-a, IL-
1B and IL-10. E-G) Phosphorylation levels of p44/42, p38 and STAT3 proteins. H) Blots of GAPDH, phospho-p44/42,
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3.4. ED did not improve neurogenesis in the DG but altered the composition of
AMPA and NMDA receptors within the hippocampus

Deficits or supplementation in n-3 PUFAs and/or AO are known to modulate
processes involved in neuronal plasticity, such as neurogenesis (Shukitt-Hale, et al., 2008) or
synaptic plasticity (Delpech, et al., 2015a; Lafourcade, et al., 2011). Similarly, ED-induced
modulation of these processes may participate to the cognitive improvement reported in ED-
fed db/db mice. Decreased neurogenesis in the DG of the hippocampus is classically
associated with impaired spatial memory (Lieberwirth, et al., 2016), including in db/db mice

(Fernandez de Cossio, et al., 2016; Stranahan, et al., 2008). We therefore measured whether
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ED may improve spatial memory by acting on neurogenesis in the DG. Here, db/db mice
indeed displayed reduced neurogenesis compared to db/+ mice (genotype: F140=25.52;
p<0.001, Fig. 4B). Moreover, among the newborn neurons, the proportion of neurons with
ramifications was lower in db/db mice than in db/+ mice (genotype: F40=7.947; p<0.01;
Fig. 4C), suggesting that less neurons are involved in a process of maturation. However, both

the formation and maturation of newborn neurons were unaffected by ED.
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Figure 4. Effect of ED on hippocampal neurogenesis. A) DCX staining in the dentate gyrus of mice. B) Total DCX* cell. C)
DCX* cells with ramifications. (n=11-13/group. ***p<0.001 genotype effect)

Numerous studies have highlighted a role of hippocampal insulin resistance in the
development of cognitive deficits associated with MetS (Dey, et al., 2014; Nuzzo, et al., 2015;
Spolcova, et al., 2014). Although this causal link has not yet been demonstrated in db/db
mice, they did display impaired insulin signaling pathway activation in the hippocampus
(Dey, et al., 2014), together with memory impairments. We therefore evaluated hippocampal
insulin signaling pathway activation in ED-fed mice by measuring the phosphorylation levels
of the three main proteins of this pathway, namely IRS-1, Akt, and GSK3p. As anticipated,
db/db mice displayed higher phosphorylation levels of IRS-1 (genotype: F(1,35=5.238; p<0.05;
Fig. 5A), Akt (genotype: F(1,40=6.649; p<0.05; Fig. 5B) and GSK3p (genotype : F1,38=23.61;
p<0.001; Fig. 5C), but no significant effect of ED was detected, suggesting that its pro-mnesic

effect did not involve changes in hippocampal insulin signaling pathway activation.

Neuronal plasticity also involves synaptic plasticity processes, such as LTP, which is
known to be altered in the hippocampus of db/db mice. Two main glutamatergic receptors are
strongly involved in the regulation of LTP, namely NMDA and AMPA receptors, which are
both constituted of specific subunits: GIuN1, GIuN2A and GIuN2B for NMDA, and GluR1
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and GIuR2 for AMPA receptors. Interestingly, the subunit composition of these receptors can
be modulated by n-3 PUFAs and AO (Calon, et al., 2005; Schroeter, et al., 2007). Hence, such
a modulation may similarly participate in the present study to ED-induced cognitive

improvement. GIuUN1 protein expression was not affected by the genotype or ED (Fig. 6A).
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Interestingly, ED decreased however hippocampal levels of GIUN2A (diet: F(141)=6.371;
p<0.05; Fig. 6B) and GIuN2B subunits (diet: F(,41)=5.070; p<0.05; Fig. 6C) in both db/+ and
db/db mice. Regarding now the composition of AMPA receptors, GIUR1 expression was
similar in all four groups (Fig. 6D), whereas GIuR2 expression analysis revealed a significant
interaction between genotype and diet (genotype x diet: F(1,41)=4.369; p<0.05; Fig. 6E).
Indeed, GIuR2 levels were decreased in CD db/db mice in comparison to CD db/+ mice
(t2s=2.351; p<0.05), but ED normalized this levels in db/db mice (t13=2.546; p<0.05). In
summary, enhanced spatial memory in db/db mice fed with ED was associated with changes
in the composition of AMPA and NMDA receptors, which may contribute to modulate

synaptic plasticity.
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4. DISCUSSION

In the present study, we aimed to assess the impact of a nutritional intervention with
important nutrients (n-3 PUFAs and AO) on metabolic and behavioral alterations associated
with MetS, as well as on some of their main neurobiological correlates. This work shows that
this supplementation slightly improved some metabolic alterations displayed by db/db mice,
but had no impact on their anxiety-like behavior. However, n-3 PUFAS/AQO supplementation
did reverse spatial memory deficits, and this cognitive improvement may involve changes in

synaptic plasticity.

Both clinical and preclinical studies have already reported beneficial effect of dietary
supplementation with n-3 PUFAs or AO on metabolic alterations displayed by patients with
MetS or animal models of the disease (Alcala, et al., 2015; Bhaswant, et al., 2015; Fedor and
Kelley, 2009; Flachs, et al., 2014;Kasbi-Chadli, et al., 2014; Kim, et al., 2013), including
genetic models of MetS (Bang and Choung, 2014; Cho, et al., 2014). Here, we used the db/db
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mice, which progressively develop severe obesity because of an excessive food intake,
associated with most of the metabolic alterations characterizing MetS, including polydipsia
(increased water intake), insulin resistance and hyperglycemia (Dinel, et al., 2011; Everard, et
al., 2014). Here, ED only improved some of the metabolic alterations displayed by db/db
mice. Indeed, it did not improve total body weight gain or excessive food and water intake.
However, although it did not improve fasted glycemia and glucose tolerance, it decreased fed
glycemia and insulin resistance. Consistent with these results, ALA or EPA/DHA
supplementation has been shown to improve insulin secretion and sensitivity in type 2
diabetes patients (Bhaswant, et al., 2015; Fedor and Kelley, 2009; Flachs, et al., 2014; Kasbi-
Chadli, et al., 2014). In our study, the slight but still significant improvement of glycemic
control may be due to the combination of n-3 PUFAs and AO, which was tested for the first
time. A major effect of a-tocopherol can be suggested, since it was increased in the plasma
following 13 weeks of dietary supplementation, in contrast with CoQ10. Consistent with this
hypothesis, a-tocopherol supplementation has been reported to decrease insulin resistance and
plasma triglyceride levels in high-fat diet-induced obesity in rodents (Alcala, et al., 2015;
Kim, et al., 2013; Laight, et al., 1999). n-3 PUFAs and AO are well described to display
systemic anti-inflammatory properties. However, glycemic improvement unlikely involves
changes in systemic inflammation in the present case as it was undetectable in db/db mice.
Alternatively, decreased insulin resistance may be mediated by an improved glucose
regulation in the liver, since local PPARy mRNA expression was normalized, and mRNA
expression of both G6P and GLUT2 tended to be decreased in db/db mice following ED
chronic consumption. Interestingly, PPARY is a strong regulator of insulin action, and it has
been already identified as a target to treat insulin resistance (Olefsky and Saltiel, 2000). It can
be argued that n-3 PUFAs and AO supplementation used in the present study, and/or the
duration of ED exposure, are not sufficient to more largely improve metabolic alterations
displayed by db/db mice. Changing diet composition and/or increasing the duration of
supplementation may indeed allow improving ED effect on metabolic alterations. However, it
is noteworthy that the present conditions of supplementation already increased both peripheral
and brain n-3 PUFAs content, and more importantly reversed cognitive alterations in db/db

mice.

To our knowledge, this is the first attempt to measure the impact of combined n-3
PUFAS/AO supplementation on the behavioral alterations in a model of MetS. Interestingly,

ED differentially affected anxiety-like behavior and memory performances. Indeed, both CD-
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fed and ED-fed db/db mice displayed similar anxiety-like behavior in the different behavioral
paradigms used, which have been all pharmacologically validated (Cryan and Slattery, 2007)
and are routinely used in preclinical studies to model different core symptoms of anxiety.
Hence, these results corroborate previous studies reporting anxiety-like behaviors in db/db
mice (Dinel, et al., 2011; Sharma, et al., 2010; Zhao, et al., 2012), although ED is not
sufficient to improve these behavioral alterations. On the contrary, ED restored spatial
memory performances in db/db mice in the Morris water maze test. This is consistent with
previous studies showing spatial memory improvement following n-3 PUFAs or AO
supplementation in different conditions associated with cognitive deficits (Bazinet and Laye,
2014; Vauzour, et al., 2015), such as aging (Bensalem, et al., 2016; Labrousse, et al., 2012)
and Alzheimer’s disease (Hosono, et al., 2015). A dietary supplementation with natural
polyphenols also improved spatial memory in obese db/db mice in the same task, in
association with reduced inflammation in the hippocampus and the cortex (Infante-Garcia, et
al., 2016). Previous study has already reported cognitive deficits in db/db mice, but both in the
learning and retention phase (Li, et al., 2002; Stranahan, et al., 2008), whereas they displayed
normal learning in the present study. Of note, some studies only report swimming time to
reach the platform (Chen, et al., 2016), whereas it is important to report path length since
swimming speed is decreased in db/db mice (Zhao, et al., 2012). Moreover, important
differences between their experimental protocol and ours can likely explain this apparent
discrepancy. Unlike what has been done here, in those studies no habituation to the test
conditions (water immersion, swimming...), which are obviously highly stressful and likely
interfere with spatial learning performances, is performed before spatial learning (Stranahan,
et al., 2008; Stranahan, et al., 2009; Zhao, et al., 2011). Supporting this assumption, learning
performances in the water maze task have been to be improved when mice are handled or
submitted to habituation (Holscher, 1999).

Since the ED attenuated impairment in glycemic control at the periphery, in particular
insulin resistance, we hypothesized that ED-induced cognitive improvement may somehow
involve decreased insulin resistance in the hippocampus. Indeed, hippocampal insulin
resistance plays a role in memory impairments, in particular in Alzheimer’s disease (Biessels
and Reagan, 2015). Here, we show that insulin signaling pathway was indeed altered in the
hippocampus of db/db mice, but ED failed to improve these alterations. This suggests that
improvement of brain insulin resistance does not mediate the behavioral effect of ED, but also

that n-3 PUFAs and AO differentially influenced insulin resistance at the periphery and within
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the brain. On the contrary, the present n-3 PUFAS/AQO supplementation did impact some of
the hippocampal neurobiological processes known to modulate behavior, in particular
synaptic plasticity. Indeed, ED restored hippocampal levels of the AMPA subunit GIUR2 in
db/db mice, and decreased NMDA subunits GIuN2A and GIuN2B in both db/+ and db/db
mice. The subunit composition of AMPA and NDMA receptors is a key regulator of LTP
(Luscher and Malenka, 2012; Makino, et al., 2011; Paoletti, et al., 2013), the main
neurobiological substrate of spatial memory (Bannerman, et al., 2014; Tsien, et al., 1996).
Both n-3 PUFAs and AO have already been related to changes in NMDA and AMPA receptor
composition (Calon, et al., 2005; Schroeter, et al., 2007), however, this is the first time such
an effect is reported in the context of obesity. Interestingly, DHA has been shown to change
neuronal membrane fluidity, and consequently the localization of membrane receptors (De
Smedt-Peyrusse, et al., 2008). In the present study, n-3 PUFAs may similarly change the
composition and localization of neuronal AMPA and NMDA receptors. Further studies are
necessary to test this hypothesis and to deeply characterize how ED modulates synaptic
plasticity to improve cognition in db/db mice. In particular, the impact of hippocampal LTP
should be studied, since it is impaired in db/db mice (Erion, et al., 2014; Li, et al., 2002;
Stranahan, et al., 2008), and changing n-3 PUFAs and AO dietary levels has already been
shown to modulate LTP in other conditions (Delpech, et al., 2015b; Wang, et al., 2011).
Interestingly, cognitive alterations in db/db mice have been previously related to increased
glucocorticoid levels (Stranahan, et al., 2008). Here however, ED reversed memory deficits
without normalizing corticosterone levels or hippocampal glucocorticoid receptor activation
(data not shown). Hence, this suggests that different, although not mutually exclusive,
mechanisms are likely involved in the development of cognitive deficits in db/db mice. This is
consistent with another study showing that IL-1p also participates to the development of
cognitive deficits in db/db mice (Erion, et al., 2014). Here, we report for the first time that
cognitive alterations were associated in db/db mice, not only with increased hippocampal
expression of cytokines (Dinel, et al., 2011; Dinel, et al., 2014, Erion, et al., 2014), but also
with concomitant over-activation of their intracellular signaling pathways. ED was able to
improve behavioral alterations without apparent impact on hippocampal inflammation.
However, we cannot totally exclude a role of inflammatory processes in ED-induced
cognitive improvement, since ED may affect other cytokines (e.g. IL-4, IL10, IFNy) and
signaling pathways (JNK, NFkB, STAT1/2). Alternatively, we postulated that ED may

reverse reduced neurogenesis displayed by db/db mice. Although it was not the case, it is
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noteworthy that they also displayed a decrease in the number of DCX* cells with
ramifications. We show for the first time that db/db mice not only have fewer neoneurons, but
these new cells are less involved in processes of maturation and network integration.
Importantly, these behavioral data show that different mechanisms are involved in the
regulation of emotional behaviors and cognition in the context of MetS, since ED improved
spatial memory but not anxiety-like behaviors. This is consistent with our previous study in
which we reported a role of TNF-a in the development of anxiety-like behavior in db/db mice
(Fourrier, et al., 2016). In the present study, ED was not sufficient to improve hippocampal

TNF-o mMRNA and anxiety-like behavior, confirming our previous assumption.

In conclusion, n-3 PUFAS/AO supplementation can improve cognitive alterations
associated with obesity. Although more studies are necessary to further characterize the
mechanisms underlying this behavioral improvement, our results point synaptic plasticity as a
contributor of n-3 PUFAS/AO effect on cognition. These results are promising in the context
of cognitive alterations, although such a supplementation should be used with caution since it
seems to impair memory in lean db/+ mice. One can hypothesized a deleterious effect of n-3
PUFAs and/or AO supplementation on neurobiological systems involved in the regulation of
memory in basal conditions. Some studies report a pro-oxidant effect of AO, such as vitamin
C and a-tocopherol, especially when the dose administered is high (Carocho and Ferreira,
2013; Kondakci, et al., 2013). More studies are needed to address this issue. Beyond that, this
study also helps understanding how nutrients such as n-3 PUFAs and AO may act in the brain
to modulate behavior. Hence, these findings contribute to point to n-3 PUFAs and AO
supplementation as a promising nutritional strategy helping to improve the management of
neuropsychiatric symptoms, not only in patients with MetS, but also in other conditions

associated with cognitive deficits.
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Objectif :

Le but de cette étude était d’évaluer I’'impact d’une manipulation du microbiote
intestinal par un prébiotique, 1’oligofructose (OFS), non seulement sur les altérations
métaboliques et comportementales associées a 1’obésité chez la souris db/db, mais également
sur les systémes neurobiologiques potentiellement impliqués dans le développement de ces
troubles. Pour cela, des souris db/+ et db/db ont consommé de I’OFS (dilué dans I’cau de
boisson) pendant 9 semaines. Ce traitement réduisait la prise alimentaire et la consommation
hydrique des souris db/db, ainsi que leurs altérations glycémiques (amélioration de la
résistance au glucose et de la sensibilité a I’insuline). Ces améliorations métaboliques étaient
associées a une diminution des niveaux de résistine et de corticostérone et a une augmentation
des taux d’IL-10 dans le plasma des souris db/db. Au niveau cérébral, I’OFS n’améliorait pas
I’expression des génes des neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation de la
prise alimentaire (NPY, POMC et CART), mais restaurait les niveaux d’ARNm de la cytokine
anorexigene IL-1pB et des protéines de jonctions serrées ZO-1 et occludine, suggérant donc
une amélioration de I’étanchéité de la barriere hématoencéphalique (BHE). Sur le plan
comportemental, I’OFS n’améliorait pas les comportements de type anxieux et les altérations
cognitives dans le test du Y maze. La diminution de neurogenése hippocampique des souris
db/db n’était de méme pas améliorée par ’administration d’OFS. Cependant, il est intéressant
de noter qu’une corrélation négative existait entre les niveaux de neurogenése et la densité des
cellules microgliales dans le DG des souris db/db, et que cette relation influencait les
performances mnésiques dans le test du labyrinthe en Y. Pour conclure, la manipulation de la
composition du microbiote intestinal induite par 1’administration chronique d’OFS améliore
les altérations métaboliques des souris db/db, ceci s’accompagnant d’une diminution sélective
de I’inflammation systémique et centrale et de la perméabilité de la BHE. Cette étude suggere
ainsi que le microbiote intestinal puisse étre une cible dans le développement de stratégies
nutritionnelles et pharmacologiques dans le but de diminuer les altérations métaboliques
associées a 1’obésité. Cette intervention nutritionnelle ne permet pas en revanche d’améliorer
les comportements de type anxieux et des altérations de la mémoire spatiale des souris db/db.
Cependant, la relation qui a été mise en évidence entre le microbiote intestinal, la neurogenése
hippocampique, I’activation microgliale et les déficits cognitifs chez les souris db/db suggere
que de nouveaux meécanismes restent a mettre en évidence dans la mise en place des

altérations comportementales associées a I’obésité.
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Objective:

This study aimed at assessing the impact of gut microbiota manipulation through prebiotic
(oligofructose, OFS) administration, not only on metabolic and behavioral alterations
associated with obesity in db/db, but also on potential biological mechanisms involved in the
development of these alterations. For this purpose, OFS has been chronically (9 weeks)
administrated into the water to db/+ and db/db mice. This treatment improved both food and
water intake and glycemic alterations (glucose intolerance and insulin resistance). These
metabolic improvements were associated to decreased resistin and corticosterone levels and to
increased 1L-10 levels in the plasma of db/db mice. Within the hypothalamus, OFS did not
improve mRNA expression of NPY, POMC and CART peptides, which are well-known to
regulate food intake, but improved mRNA expression of the anorexigenic cytokine IL-1p, as
well as tight junction proteins ZO-1 and occludin. On the other hand, OFS did not improve
anxiety-like behavior, cognitive deficits in the Y maze test, and neurogenesis in db/db mice.
However, it should be noticed that a negative correlation was found between neurogenesis
levels and microglia density in the dentate gyrus of db/db mice. Moreover, this relationship
predicted cognitive performances in the Y maze. To conclude, OFS-induced gut microbiota
manipulation improves metabolic alterations in db/db mice, and this is associated with a
selective decrease of peripheral and brain inflammation and blood-brain-barrier permeability.
Hence, this study points to the gut microbiota as a potential target in the development of
nutritional or pharmacological strategies aiming at decreasing metabolic alterations associated
with obesity. This nutritional intervention did not improve behavior in db/db mice. However,
the reported relationship between gut microbiota, hippocampal neurogenesis, microglial
activation and cognition in db/db mice suggests that new mechanisms still need to be

identified in the regulation of behavioral alterations associated with obesity.
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Abstract

Mounting evidence shows that the gut microbiota, an important player within the gut-
brain communication axis, can affect metabolism, inflammation, brain function and behavior.
Interestingly, gut microbiota composition is known to be altered in patients with metabolic
syndrome (MetS), who also often display neuropsychiatric symptoms. The use of prebiotics,
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which beneficially alters the microbiota, may therefore be a promising way to potentially

improve physical and mental health in MetS patients.

This hypothesis was tested in a mouse model of MetS, namely the obese and type-2
diabetic db/db mice, which display emotional and cognitive alterations associated with
changes in gut microbiota composition and hippocampal inflammation compared to their lean
db/+ littermates. We assessed the impact of chronic administration (8 weeks) of prebiotics
(oligofructose) on both metabolic (body weight, food intake, glucose homeostasis) and
behavioral (increased anxiety-like behavior and impaired spatial memory) alterations
characterizing db/db mice, as well as related neurobiological correlates, with particular

attention to neuroinflammatory processes.

Prebiotic administration improved excessive food intake and glycemic dysregulations
(glucose tolerance and insulin resistance) in db/db mice. This was accompanied by an
increase of plasma anti-inflammatory cytokine IL-10 levels and hypothalamic mRNA
expression of the anorexigenic cytokine IL-1p, whereas unbalanced mRNA expression of
hypothalamic orexigenic (NPY) and anorexigenic (CART, POMC) peptides was unchanged.
We also detected signs of improved blood-brain-barrier integrity in the hypothalamus of
oligofructose-treated db/db mice (normalized expression of tight junction proteins ZO-1 and
occludin). On the contrary, prebiotic administration did not improve behavioral alterations
and associated reduction of hippocampal neurogenesis displayed by db/db mice, despite
normalization of increased hippocampal IL-6 mRNA expression. Of note, we found a
relationship between the effect of treatment on dentate gyrus neurons and spatial memory.
These findings may prove valuable for introducing novel approaches to treat neuropsychiatric

comorbidities associated with MetS.

Keywords: metabolic syndrome; gut microbiota; prebiotics; db/db mice;

hippocampus; hypothalamus; inflammation; cytokines; anxiety; spatial memory

1. INTRODUCTION

The Metabolic Syndrome (MetS) is a widely accepted concept that clusters together
several risk factors for Type 2 Diabetes (T2D) and cardiovascular diseases including:
overweight/obesity, hypertension, hyperglycemia, and disturbances of lipid/carbohydrate

metabolism. Interestingly, low-grade inflammation originating from the adipose tissue and/or
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gut microbiota environment increasingly appears as another key component of MetS
(Cancello & Clement 2006; Cani et al., 2009; Gregor & Hotamisligil 2011). In addition,
clinical data of patients with MetS and experiments conducted in animal models of
obesity/MetS also document an augmented risk for neuropsychiatric disorders (Castanon et al
2015; Farooqui et al., 2012). Due to the breadth of complications resulting from the MetS,
both the quality of life of affected patients is impaired and the costs to health care systems
worldwide have increased. This leads therefore to heightened interest in better understanding
the physiopathological mechanisms underlying MetS-associated complications, with the final

goal of improving treatment options.

There is now compelling evidence for the participation of the gut microbiota in the
systemic low-grade inflammation associated with obesity and related metabolic disorders (for
review see Cani et al., 2012; Nakamura & Omaye, 2012). The gut microbiota is involved in
high-fat diet-induced endotoxemia leading to the chronic low-grade inflammation observed in
obesity, through impaired gut barrier permeability (Cani et al.,, 2016). Gut microbial
population is also altered in genetically obese and diabetic mice (Geurts et al., 2011; Ley et
al., 2005), and transferring the microbial flora from genetically obese mice to germ-free lean
animals induces the obese phenotype in the latter (Turnbaugh et al., 2006). More recent
evidence further suggests that modulating gut microbiota composition through nutritional
interventions may have therapeutic potential in the management of MetS and related co-
morbidities (Erejuwa et al., 2014; Petra et al., 2015). Interestingly, these interventions may
impact both systemic and brain functions, although the nature of the biological pathways
targeted within the so called “gut-brain axis” is still elusive (Cani and Knauf, 2016; Cryan &
Dinan, 2012; Moloney et al., 2013). Improvement of metabolic alterations has been shown
with the use of probiotics, which are live microorganisms able to confer health benefits to the
host when administered in adequate amount (Delzenne et al., 2011). Similarly, prebiotics such
as the nondigestible carbohydrate oligofructose, which selectively stimulate the growth of
some healthy commensal bacteria, have been shown to improve alterations of glucose
homeostasis, plasma lipid profile (Mallappa et al., 2012), and importantly peripheral
inflammation associated with MetS and/or obesity (Cani et al., 2007; Cani et al., 2016).
Indeed, converging studies strongly suggest that oligofructose’s beneficial effects are
mediated by the ability of several commensal bacteria to reduce endotoxemia-induced
systemic inflammation (Cani et al., 2009; Kootte et al., 2012). Much less is known however

about the potential impact on brain inflammation, which is also classically reported in rodent
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models of MetS/obesity (Dinel et al., 2011; 2014; Guillemot-Legris et al., 2016; Pistell et al.,
2010), as well as in other medical conditions sharing systemic inflammation and
neuropsychiatric symptoms as common features (Capuron et al., 2016; Capuron & Castanon,
2016).

Accumulating evidence indicates that the gut microbiota can impact the brain
(Moloney et al., 2013; Neufeld et al., 2011), with which it communicates through neuronal,
hormonal and/or immune pathways (D’Mello et al., 2015; Ochoa-Repéraz & Kasper, 2016).
In addition, studies dealing with the pathophysiological consequences of impaired gut-brain
communication increasingly report mood and cognitive alterations (Collins et al., 2012; Cryan
& Dinan 2012; Savignac et al., 2016). This new research area has recently drawn much
attention, but most of the present knowledge on how microbiota can influence brain function
and behavior comes from studies primarily using germ-free mice, which display
neuroendocrine, neurobiochemical, and behavioral alterations in basal and/or stressful
conditions that can be rescued upon gut colonization with normal microbiota (Bercik et al.,
2011; Crumeyrolle-Arias et al., 2014; Neufeld et al., 2011). Similarly, chronic stress exposure
has also been reported to induce alterations of both microbiota composition and emotional
behavior that can be prevented by prebiotic and/or probiotic treatment (Ait-Belgnaoui et al.,
2014; Desbonnet et al., 2010; Gareau, 2014; Tarr et al 2015). Other compelling data come
from studies showing that antimicrobial treatments, which change the microbiota profile in
mice, induce neurobiochemical changes, as well as emotional and cognitive alterations
(Bercik et al., 2011; Desbonnet et al., 2015; Pyndt-Jorgensen et al., 2015), although some
contradictory data have also been reported (O’Mahony et al., 2014).

While these studies clearly contribute to better understand the role of the gut-brain axis
in those particularly drastic conditions, much less is known regarding MetS-related emotional
and cognitive alterations, although recent evidence points to a relationship between high-fat
diet-related changes in gut microbiota and behavior (Bruce-Keller et al., 2015; Kang et al.,
2014; Magnusson et al., 2015).This issue is however particularly relevant since the MetS
emerges as an important risk factor for neuropsychiatric and neurological disorders including
depression, anxiety, cognitive impairments, stroke, and Alzheimer’s disease (Farooqui et al.,
2012). Conversely, these disorders have been shown to significantly aggravate the MetS and
related health outcomes, including cardiovascular disease or type 2 diabetes (Capuron et al.,
2016; Roberts et al.,, 2010; Wulsin & Singal, 2003). Understanding the etiology of
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neuropsychiatric disorders in MetS patients appears therefore as a major public health
challenge. Given the recent knowledge on the impact of the gut microbiota on brain and
behavior, questions arise as to whether microbiota may play a role in the cognitive and
emotional alterations associated with the MetS and whether prebiotics may have potential

beneficial effects on such behavioral alterations.

In the present study, we addressed these issues by measuring the consequences of
chronic administration of the prebiotic oligofructose on the behavioral alterations displayed
by a genetic model of MetS, the db/db mouse. In addition, we investigated the potential
underlying mechanisms by measuring the consequences on metabolism and systemic
inflammation, but also on brain systems known to be involved in the control of food intake
and behavior. The db/db model, which displays T2D, obesity, hyperglycemia and insulin-
resistance as a consequence of an inactivating mutation in the leptin receptor, is notably
suitable in that context since the metabolic alterations associated with this model have been
related to changes in microbiota composition (Everard et al., 2014; Geurts et al., 2011).
Moreover, previous work from our group further showed that db/db mice also exhibit
emotional and cognitive alterations that are associated with increased inflammation in the
hippocampus, a key area in the regulation of mood and cognition (Castanon et al., 2015; Dinel
et al., 2011; Dinel et al., 2014). By using this model that allows simultaneously assessing the
effect of microbiota manipulation on behavioral alterations associated with the MetS, and on
their main potential systemic and neurobiological correlates, particularly inflammation, we
provided here new and important findings helping to decipher the complexity of the gut brain-

axis in the context of the MetS.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals and Treatment

All animal care and use were conducted according to the relevant French (Directive
87/148, Ministere de 1’Agriculture et de la Péche) and international (Directive 10/63,
European Community) legislation and approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee (approval ID: 5012047-A). Every effort was made to minimize suffering and the
number of animals used. Five week old male db/+ (C57BLKS/J-leprdb/+; n=28) and db/db
mice (C57BLKS/J-leprdb/leprdb; n=28) from Charles River Laboratories (France) were
housed individually under standardized conditions with a 12-h light/dark cycle. Food (Lab
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Diet 5k52, Charles River, France) and water were available ad libitum. On arrival, half of the
mice of each genotype was randomly allocated to the control groups receiving tap water or to
the prebiotic groups drinking tap water supplemented with the prebiotic oligofructose (OFS)
(Orafti®P95 kindly provided by Beneo Orafti, Belgium) in a concentration adequate to reach
an intake of 0.6 g/day/mouse. Food and liquid (water or OFS) intake and body weight were
measured once a week during the 9 weeks of treatment. Mice were individually handled daily

for 1 week before behavioral tests were initiated to minimize stress reactions to manipulation.

2.2. Behavioral Measures

Behavioral measures to assess anxiety-like behaviors and spatial memory began after 4
weeks of supplementation. One behavioral experiment was done per week, always in the
morning, under conditions of dim light and low noise as follows: Open-Field, Y-maze,
Elevated Plus-Maze and Light/Dark box. All behavioral experiments except the Light/Dark
box were automatically scored by Smart tracking software (Bioseb, France). The Light/Dark
box was scored manually by a trained observer blind to treatment. All testing equipment was
thoroughly cleaned between each session.

2.2.1. Open-Field (OF).

To assess anxiety-like behavior mice were exposed to an unknown square area
(40x40cm) with 16cm high walls without bedding litter and placed in a brightly lit room (60
lux in the center), which constitutes an anxiogenic setup (Dinel et al., 2011). A central area
was defined as a virtual 10x10cm square in the middle. Mice were placed in alternate corners
and allowed to freely explore the OF for 10 min. Parameters measured to evaluate anxiety-

like behavior were the number of entries and the percentage of time spent in the central area.
2.2.2. Y-Maze.

Spontaneous spatial recognition in the Y-maze was used as a hippocampal-dependent
test as previously described (Dellu et al., 2000; Dinel et al., 2011; Labrousse et al., 2009). The
apparatus was a Y-shaped maze with three identical arms (34x8x14cm). Visual cues were
placed in the testing room and kept constant during the whole test. Discrimination of novelty
vs. familiarity was based on the different aspects of the environment that the mouse can
perceive from each arm of the Y-maze. In a first trial (acquisition phase) one of the arms was
closed with a door and the mouse could only explore two of the arms for 5 min, the

“Entrance” arm, which was alternated for each mouse and the “Familiar” arm. In the second
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trial (retrieval phase), which occurred after a 30 min inter-trial interval, the mouse was placed
in its previous “Entrance” arm and allowed free access to all three arms. Soiled corncob litter
was used to cover the floor and was mixed before each trial to erase scent cues. The walls of
the maze were also wiped clean before each use. Parameters measured included time spent in
each arm, from which a Discrimination Index (DI) was calculated according to: time spent in
Novel arm/(time spent in Novel + Entrance + Familiar arm) x 100. A DI significantly higher
than chance level (33.33%) indicated recognition.

2.2.3. Elevated Plus-Maze (EPM).

In order to evaluate anxiety-like behavior, mice were placed in a plus-shaped maze
made of four arms (30x8cm), two of which being closed with walls (15cm high) providing
shelter (Dinel et al. 2011). Open arms were anxiogenic since the maze was elevated 120cm
from the floor. Mice were placed in the center of the maze facing one of the open arms and
allowed to freely explore for 5min. A reduction of the percent of time spent and number of
entries into the open arms is considered as an anxiety-like index, independent of locomotor

activity.

2.2.4. Light/Dark box (L/D box).

Anxiety-like behavior was also assessed in the L/D box. The apparatus was composed
by a white acryl box with an open-top compartment (30x21x21cm with 205 [ux)
communicating through an opening (7x5cm) to a black lidded one (14x21x21cm with <5 lux).
The communication between compartments was blocked for 5 seconds after inserting the
mouse in the lidded compartment and the 10-min test began thereafter. Both compartments
were thoroughly cleaned before each use to remove odor cues. The number of transitions
between the two chambers and time spent in the light compartment were recorded to assess
anxiety-like behavior (Bosch-Bouju et al., 2016).

2.3. Glucose tolerance test

A glucose tolerance test was performed after 9 weeks of treatment (age: 14 weeks), as
previously described (Everard et al., 2011). Food was removed before the onset of night cycle
and mice were tested for their tolerance to glucose after 13-h fasting period. Mice were
weighed and fasting glycemia measured before an intraperitoneal (ip) injection of glucose
(29/kg prepared in NaCl solution), and at 15, 30, 60 and 120 min after. Blood sampling of

glucose was made by clipping off the end of the tail to collect a droplet of blood that was
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immediately analyzed with a Glucometer (Accu-Chek; Roche Diagnostics). Food was

returned just after the last blood collection.

2.4. Insulin resistance test

The insulin resistance test was performed after 9 weeks of treatment (age: 14 weeks) in fed
animals. Mice were weighed and glycemia measured before an ip injection of human insulin
(0.751U/kg; Insulin Glargine, Lantus,), and at 15, 30, 45, 60 and 120 min after. Blood
sampling of glucose was done as above. The insulin solution was prepared in an agqueous
vehicle solution (glycerol 0.2 mol/l, m-cresol 0.025 mol/l, ZnCl2 0.2 pumol/l) adjusted to pH
4.0, as previously described (Stammberger et al., 2002).

2.5. Tissue Sampling

After 10 weeks of treatment (age: 15 weeks), overnight fasted mice were anesthetized by
isoflurane inhalation within a few seconds after being picked up from their home cage. Blood
samples were immediately collected via cardiac puncture into EDTA (10%)-coated tubes.
After centrifugation (10 min, 3000g, 4°C), aliquots of plasma were stored at -80°C for further
analysis. Seven to eight mice from each experimental group were immediately perfused with
chilled PBS via the ascending aorta to remove all traces of blood from tissues. Brains were
rapidly extracted from the skulls and carefully dissected. The hypothalamus and hippocampus
were immediately collected into labeled-sterile tubes which were frozen with dry ice and then
stored at -80°C until assaying. The cecal content was also collected post-mortem in RNA-free
tubes, immediately immersed in liquid nitrogen and stored at —80°C until assay for bacteria
composition. The remaining mice of each group were transcardially perfused with PBS (pH
7.4) followed by a 4% paraformaldehyde fixative solution (prepared in PBS, pH 7.4). Brains
were removed, immediately immersed for 24h in fixative, and then processed as described

below (see Immunohistochemistry section).

2.6. Biochemical and histological measures

2.6.1. Plasma Cytokines and Hormones Assay.

Plasma cytokines (IL-1p, IL-6, TNF-o and IL-10) and hormones (GLP-1, insulin,
resistin, ghrelin and glucagon) were measured with the mouse cytokines and metabolic
hormones Milliplex kits (Merk-Millipore, France) following the manufacturer’s instructions
as previously described (Dinel et al., 2011; 2014). Total plasma corticosterone was measured

with an in-house RIA using a highly specific antibody provided by H. Vaudry (University of
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Rouen, France) as previously described (Richard et al., 2010). All samples were run in

duplicate.

2.6.2. Reverse Transcription and Real-Time RT-PCR.

Total RNA was isolated from extracted structures (hippocampus and hypothalamus)
using TRIzol (Invitrogen, Life Technologies™) and reverse-transcribed as previously
described (André et al., 2008; Dinel et al., 2011; 2014). Real-time RT-PCR for cytokines (IL-
1B, IL-6, TNF-q, 1L-10) and tight junction proteins (ZO-1 and Occludin) of the blood brain
barrier (BBB) was performed using Tagman gene expression assays for sequence-specific
primers purchased from Applied Biosytems (Foster City, CA). Reactions were performed in
duplicate according to manufacturer instructions (André et al., 2008; Dinel et al., 2011; 2014).
To measure expression of hypothalamic peptides (CART, POMC, NPY), quantitative PCR
was performed using SYBR® Assay (Eurogentec, Seraing, Belgium) following the protocol
previously described (Madore et al., 2014). Primers sequences (see Table 1) were designed
using Primer Express® Software in order to avoid genomic DNA amplification. mRNA levels
of target genes were normalized from B2-microglobulin expression in each sample.
Fluorescence was determined on an ABI PRISM 7500-sequence detection system (Applied
Biosystems, Foster, CA). The calculation of relative expression levels was performed
according to the methods of Schmittgen & Livak (2008) and plotted as fold change relative to
the appropriate control condition.

Table 1. Sybr green primers sequences

Target gene  Forward 5°-3° Reverse 5°-3°

CART AAGTCCCCATGTGTGACGCT TGGCCCCTTTCCTCACTG
NPY TCCAGCCCTGAGACACTGATT CACCACATGGAAGGGTCTTCA
POMC ACGGAGAGCAACCTGCTGG GCGAGAGGTCGAGTTTGCA

2.6.3. Bacteria analysis.

Metagenomic DNA was extracted from the cecal content using a QlAamp-DNA stool
minikit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. qPCR for total
bacteria, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Roseburia spp., and Bacteroides-
Prevotella spp. was performed as previously described (Everard et al., 2011).
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2.6.4. Immunohistochemistry and unbiased stereological counting of GFAP and Iba-1

positive cells.

After a 24h-period of fixation in a 4% paraformaldehyde solution, brains were
sectioned frontally at a width of 40 um with a cryostat (Leica, Rueil Malmaison, France).
Free-floating sections were processed with a standard immunohistochemical procedure. A
one-in-six section was treated for immunoreactivity. Astrocytes and microglia were
respectively identified in the arcuate nucleus (ArcN) and hippocampus by using a goat
polyclonal GFAP antibody (Santa-Cruz Biotechnology, Dallas, USA; 1/1000) followed by a
biotinylated rabbit anti-goat antibody (Dako Glostrup, Denmark; 1/2000), and a rabbit
polyclonal Iba-1 antibody (Wako, Neuss, Germany; 1/1000) followed by a biotinylated goat
anti-rabbit antibody (Vector, Burlingam, USA,; 1/2000).

The unbiased stereological sampling method based on optical dissector stereological probe
CAl, CA3 and dentate gyrus (DG) (Madore et al., 2014). Stereological analysis was
performed using an Olympus BX51 microscope with a motorized Z and X-Y stage encoders
linked to a computer-assisted stereological system (Mercator digital imaging system, Explora
Nova, La Rochelle, France). For each animal, ArcN, CAl, CA3 and DG boundaries were
delimited at low magnification (x2.5) according to Franklin & Paxinos mouse brain atlas.
ArcN, CA1, CA3 and DG boundaries were drawn on every sixth section and the first was
randomly chosen. Each structure volume was calculated using the formula “V(xx) = XS td”;
where “ZS” is the sum of surface areas (um?), “¢” the average section thickness and “d” the
distance between the sections (Theoret et al., 1999). “¢+” was estimated to 10um after
immunohistochemistry processing and guard zones of 2um were used to ensure that section
top and bottom were never included in the analysis. Eleven sections were used for each
animal. From a random start position, a computer-generated sampling grid placed the
counting frames that were used to count the cellss/mm?/animal for each brain region at a 40x
magnification. Microglia and astrocytes were counted in the whole slice thickness, only if
more than half the cell was inside the two consecutive boundaries taken into account. Split
cell counting error was corrected by using the Abercrombie formula (Abercrombie, 1946). To
estimate the number of positive immunoreactive cells, we used: N = Vxx) (XQ /XV(dis)); where
N is the estimation of the number of positive immunoreactive cells, V the volume of each
brain structure, Q™ the number of cells counted in the frames, and XV is) the total volume of
the frames (Theoret et al., 1999).
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2.6.5. Assessment of microglia morphology.

Iba-1 immunoreactive microglia were visualized under the 100X oil lens [numerical
aperture (NA), 1,25] using a Leica mcd microscope. Number of primary processes was
assessed in CA1, DG and ArcN, as previously described (Madore et al., 2014). Three sections
of a one-in-six series were used for each of these regions. Four microglia cells per section
were used to estimate the number of primary process, giving a total of 12 cells/region of

interest.

2.6.6. Immunohistochemical detection of doublecortin-positive cells.

Neurogenesis was evaluated in the DG region by determining the number of immature
neurons characterized by the endogenous marker doublecortin (DCX), a cytoplasmic protein
transiently expressed in newborn neurons only (Brown et al., 2003). To assess DCX-
immunoreactivity, 40-um sections were incubated with a rabbit polyclonal antibody (Abcam,
Cambridge, UK; 1/800), followed by a secondary biotinylated goat anti-rabbit antibody
(Vector, Burlingam, USA,; 1/200) and avidin-biotin peroxidase complex (Vector, Burlingam,
USA,; 1/1000). The presence of peroxidase was then revealed using diaminobenzidine (DAB)
as a substrate according to the nickel-enhanced glucose oxidase method giving a black
precipitate. The number of DCX-positive cells was estimated by using a modified version of
the optical fractionator method with a systematic random sampling of every 6 sections along
the rostro-caudal axis of the DG. On each section, immunoreactive cells in the granular and
subgranular layers of the DG were counted. All results are expressed as the total number of
cells in the whole DG. The fraction of DCX-immunoreactive new neurons with large vertical
dendrites (mature new neurons) corresponding to a higher level of differentiation was also
counted (Boitard et al., 2014).

2.7. Statistical Analysis

Experiments were conducted as a completely randomized design. Repeated Measures
ANOVA were performed on data collected across several time points to assess main effects
and interactions, and planned contrasts or Fisher’s LSD post-hoc tests were used for punctual
comparisons. A two-way ANOVA was used to evaluate genotype (db/+ vs. db/db) and
treatment (water vs. OFS) effects and post-hoc Student's t tests to look at specific comparisons
when interactions between both factors were significant. Correlations and regression analysis
were also conducted to look at relationships between variables of interest. All results are
graphed as Mean = SEM. Statistical significance was set at p < 0.05.
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3. RESULTS
3.1. Prebiotic (OFS) treatment increased qut levels of Bifidobacterium spp. in
db/db mice

No genotype differences were found between untreated db/+ and db/db mice
regarding total bacteria number or the abundance of Lactobacillus spp., Roseburia spp. and
Bacteroides-Prevotella spp. populations, whatever the treatment (Table 2). On the contrary,
both genotype (F(1,42= 14.7; p<0.001) and OFS treatment (F(1,44)= 8.2; p<0.001) affected the
abundance of Bifidobacterium spp., which was particularly increased in OFS-treated db/db
mice (genotype X treatment: F(44)= 4.0; p=0.05) compared to their controls (water vs.OFS:
p<0.01) or to db/+ groups (p<0.001). As expected, OFS treatment modified the gut
microbiota composition in db/db mice, as previously shown in other rodent models of obesity
(Cani et al., 2007; Everard et al 2011).

Table 2. Effect of oligofructose supplementation on gut microbiota population

Abundance db/+ db/db

(log bacteria/g cecal content) Water Oligofructose Water Oligofructose
Total bacteria 11.18+£0.15 11.28 £0.10 11.36 £0.16 11.28 £0.14
Lactobocillus spp. 8.12+ 045 7.77 = 0.43 7.60 +£0.23 8.01 £0.22
Roseburia spp. 7.57+£0.56 8.44+£0.22 8.55+0.20 8.30+0.33
Bacteroides-Prevotella spp. 9.37+0.18 9.55+0.11 9.57+0.19 945+0.32
Bifidobacterium spp. 7.78 £0.24 7.94 +0.17 8.12+0.17 9.04 £0.18" ==

###; P<0.001 for db/+ vs. db/db
"*: P<0.01 for db/db water vs. db/db oligofructose

3.2. Prebiotic treatment improved eating behavior and glycemic dysregulations in
db/db mice

In agreement with their expected phenotype, db/db mice weighed significantly more
than db/+ mice during the entire experiment (genotype: F( 9= 207.3, p<0.001; time: F(7,343)=
54.3, p<0.001; Fig. 1A). Although OFS treatment did not significantly impact body weight,
db/db mice treated with OFS tended to progressively gain less weight over time than
untreated db/db mice, whereas both db/+ groups displayed similar body weight gain
(genotype: F343= 12.4, p<0.001; genotype X time: F7343)= 2.2, p<0.05; data not shown).
Consequently, OFS treatment abolished the difference of body weight gain found between

control db/+ and db/db mice (genotype: F 175= 19.6, p<0.001; genotype X time: F(,175= 3.4,
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p<0.01). This was associated with a higher food (genotype: F(1,336= 36.4, p<0.001; genotype X
time: F336= 2.2, p<0.05; Fig. 1B) and liquid intake (genotype: F(1343= 68.5, p<0.001;
genotype X time: F(7343= 38.6, p<0.001; Fig. 1C) in control db/db mice than in db/+ mice.
Interestingly, OFS treatment progressively reduced both food (treatment: F1,335= 8.1, p<0.01;
genotype x treatment: F1,336= 14.8, p<0.01) and liquid (treatment: F 343= 21.9, p<0.001,;
genotype X treatment x time: F(7343= 24.7, p<0.001) intake, in particular in db/db mice.
Indeed, OFS-treated db/db mice consumed significantly less food than their controls
(p<0.001), whereas both db/+ groups were not statistically different (p>0.1). Similarly, db/db
mice treated with OFS showed a stable, close to normal liquid intake, whereas untreated
db/db mice were the only ones drastically increasing their drinking over time (treatment x
time: F(7,161= 37.6, p<0.001).
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Figurel: Follow up weight, food intake and liquid intake (oligofructose: OFS and water). A). Blunted weight gain of
supplemented db/db mice. B) Progressive decrease in food intake of supplemented db/db mice. C) Amount of OFS solution
vs. water consumption in db/db mice and similar quantities of OFS intake by db/db and db/+ groups (n=13-14/group.
*p<0.01; "*p<0.001 comparison of db/db group).

As OFS has been previously shown to improve glucose tolerance in several models of

obesity and diabetes (Cani et al., 2006; Everard et al., 2011), and it improved excessive eating
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behavior in db/db mice, we measured its impact on their glycemic dysregulations. We
therefore assessed basal blood glucose levels in both fasted and fed conditions, and during
glucose tolerance and insulin resistance tests. As expected, db/db mice had higher basal fasted
(genotype: Fas0= 461.0, p<0.001; Fig. 2A) and fed (genotype: Fqs0= 305.1, p<0.001; Fig.
2C) blood glucose levels than db/+ mice. OFS treatment significantly reduced these levels in
both fasted (treatment: Fus0= 12.5, p<0.001; genotype x treatment: Fs0= 17.1, p<0.001;
Fig. 2A) and fed db/db mice (treatment: F50= 13.2, p<0.001; genotype x treatment: F 50)=
9.8, p<0.01; Fig. 2C), which displayed in both conditions basal glucose levels still higher than
db/+ groups, but significantly lower than their non-treated counterparts (p<0.001). Blood
glucose levels rapidly increased after ip glucose injection in all treated mice, although the
time-course of such changes depended on both genotype and OFS treatment (genotype:
F(1,50= 896.9 p<0.001; genotype x treatment x time: F,200= 8.9, p<0.001; Fig. 2A). Indeed,
OFS treatment significantly improved glucose tolerance in db/db mice (treatment: F(1,96= 7.1,
<0.05), whereas it had no effect in db/+ mice (p>0.1). Of note, this improvement was likely
underestimated as most control db/db mice displayed blood glucose levels higher than the
highest point of the calibration curve (600 mg/ml). Additionally, these levels remained
elevated during the entire glucose tolerance test in control db/db mice but started reducing 1h
after glucose injection in OFS-treated db/db mice. Akin with these results, calculation of the
area under the curve (AUC) confirmed that supplemented db/db mice had significantly higher
glucose tolerance compared to their controls (genotype x treatment: F s0= 4.4, p<0.05; Fig.
2B), while db/+ mice were the same whether they were treated or not. Interestingly, similar
results were obtained regarding insulin resistance that characterized db/db mice. All db/db
mice maintained high blood glucose levels compared to db/+ mice after being injected with
insulin (genotype: F(50= 305.1, p<0.001; Fig. 2C). Moreover, blood glucose levels slightly
decreased in db/+ mice over the first minutes following insulin injection while they increased
in db/db mice (genotype X time: F250= 15.6, p<0.001). Treatment with OFS selectively
reduced blood glucose levels in db/db mice but not db/+ mice (treatment: F50=13.2,
p<0.001; genotype x treatment: Fs50= 9.8, p<0.01), whatever the time-point post-insulin
challenge (no significant time effect or time by treatment interaction). These findings were
confirmed by calculation of the AUC, which was significantly reduced after OFS treatment in
db/db mice only (genotype x treatment: F 50= 13.4, p<0.001; Fig. 2D). Thus, OFS treatment
improved glycemic dysregulations displayed by db/db mice, although it did not significantly
change plasma levels of insulin (Fig. 2E) and GLP-1 (Fig. 2F), which remained higher in
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db/db than db/+ mice (genotype: F 3= 36.0, p<0.001 and F1,31= 5.2, p<0.05 respectively)
regardless their treatment. On the contrary, resistin levels, which were lower in control db/db
mice than in all other groups (p<0.05; Fig. 2G), were normalized by OFS treatment
(treatment: F(1,34= 3.7, p=0.06; genotype x treatment: F,34= 3.9, p<0.05). Lastly, ghrelin and
glucagon levels were very low and similar in all groups (data not shown). Improved
dysregulated eating behavior and glycemic control in db/db mice were therefore associated

with increased plasma resistin levels.
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Figure 2. Assessment of glucose homeostasis and plasma hormones. A) Hyperglycemia during two hours after glucose
challenge (2 g/kg, ip). B) Comparison of glucose tolerance (AUC) showing milder hyperglycemia for supplemented db/db
mice. C) Glycemia during two hours after insulin injection (0.751U/kg, ip). D) Comparison of insulin resistance (AUC)
showing milder insulin resistance (n=13-14/group. ~p<0.01; "“p<0.001 comparison of db/db groups). E-G) Hormones
measured showing genotype effect with db/db mice remaining higher in insulin and GLP-1 levels, whereas resistin is
normalized by oligofructose (OFS) treatment in db/db mice (n=8-9/group. *p<0.05; #p<0.01 genotype effects; “p<0.05

comparison of db/db groups).
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3.3. Prebiotic treatment failed to improve anxiety-like behavior, spatial memory

deficits and reduced hippocampal neurogenesis displayed by db/db mice

We previously reported increased anxiety-like behavior and reduced spatial memory
performances in db/db mice (Dinel et al., 2011; 2014). Based on mounting evidence
illustrating the impact of gut microbiota on brain and behavior (Cryan & Dinan, 2012), we
tested if OFS treatment could improve these behavioral alterations. As anticipated, db/db mice
spent proportionally less time (genotype: F(1,49=12.8, p<0.001; data not shown) and visited
less often the central area of the OF (genotype: F(1,49=185.2, p<0.001; Fig. 3A) or the lighted
compartment of the L/D box (genotype: F50=42.6, p<0.001; Fig. 3B), which are considered
as more anxiogenic than the periphery or the dark compartment respectively. Similarly, db/db
mice displayed less entries (F1,48= 22.2, p<0.001; data not shown) and reduced time into the
open arms of the EPM (Fu45= 16.5, p<0.001; Fig. 3C) compared to db/+ mice. These
consistent data confirmed greater anxiety-like behaviors in db/db mice than in db/+ mice
since these behavioral alterations were independent of locomotor impairment, as previously
shown (Dinel et al., 2011; 2014). For example, distance covered by db/db mice in the OF was
reduced in the central area compared to db/+ mice but increased at the periphery (p<0.01;
data not shown), suggesting that db/db mice avoided the central area. More importantly,
chronic OFS treatment failed to reduce anxiety-like behavior as no significant effect of
treatment was found whatever the genotype and the behavioral paradigm used (OF, EPM or
L/D box).

Akin with these findings, both OFS-treated and non-treated db/db mice randomly
explored the different arms of the Y-maze as revealed by an index of discrimination
(calculated as the percent of time spent exploring the novel arm) equal to chance level (Fig.
3D). Importantly, these data likely reflect spatial memory deficits rather than motor, sensory
or motivational disturbances since db/db mice were previously shown to preferentially
explore the novel arm compared to familiar arms when tested with a short 2-min inter-trial
interval (Dinel et al., 2011). On the contrary, discrimination index was significantly higher
than chance level in both water (t=2.70, p<0.05) and OFS (t=3.21, p<0.01) db/+ groups,
meaning that they spent more time exploring the novel arm, which they recognized, than the

familiar one.
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Figure 3. Anxiety-like behavior and hippocampal-dependent spatial memory performances. A) Genotype main effect in
entries to center of the open-field. B) Genotype main effect in time spent in lighted room of the light/dark box. C) Genotype
main effect in time spent in anxiogenic arm of the Plus-maze. D) No better than chance mnesic discrimination for db/db mice
in the Y-maze (n=13-14/group. “p<0.05; “p< 0.01 difference from chance level; #p<0.01; *#p<0.001 genotype effects). E)
Genotype main effect in DCX-positive cells in the DG of the hippocampus (n=6/group; *# p<0.001 genotype effects).

As hippocampal neurogenesis was shown to play an important role in spatial memory
(Boitard et al., 2012), we assessed whether it was impaired in db/db mice. Neurogenesis was
evaluated by determining the number of immature neurons in the DG characterized by the
endogenous marker DCX. Interestingly, spatial memory deficits were associated in db/db
mice with a significant reduction in the number of DCX-positive cells (genotype: F1,20=16.9,
p<0.001; Fig. 3E) compared to db/+ mice. A positive correlation, though marginally
significant (r=0.58; p=0.06), was indeed found in db/db mice between this number and the
time spent exploring the novel arm of the Y-maze. In agreement with the failure of OFS

treatment in improving behavioral alterations displayed by db/db mice, no significant
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treatment effect was found on the number of DCX-positive cells whatever the genotype.
However, further exploring how treatment and this number were related to spatial memory
performances with a regression analysis, we found that it was the combined effect of
treatment and number of DCX-positive cells that predicted performances of db/db mice in this
task, while treatment alone was not an effective predictor (table 3). Taken together, these
results confirmed increased anxiety-like behavior and spatial memory deficits in db/db mice,
and although they did not show any detectable beneficial effect of OFS treatment on those
measures, they suggest a link between the treatment, the number of DG neurons, and spatial

memory performances in db/db mice.

Table 3. Regression analysis for time spent in the new arm of the Y-maze in db/db mice

Model Unstandardized Coefficients Standar.dlzed t P
Coefficients
B Std. Error Beta

1 (Constant) 40.273 36.513 1.103  0.299
Treatment 33.947 22.487 0.449 1.51 0.165

2 (Constant) -51.532 39.918 -1.291 0.233
Treatment 41.357 16.378 0.548 2.525 0.036*
Nb. Neurons DG 0.16 0.052 0.663 3.057 0.016*

ANOVA for Model 1: F(1,9)= 2.28 p=0.17, R>=0.202
ANOVA for Model 2: F(2,8)= 6.87 p=0.018*, R’=0.632

3.4. Prebiotic treatment reduced corticosterone release and increased plasma

levels of the anti-inflammatory cytokine 1L-10 in db/db mice

Among the main biological factors shown to be altered in db/db mice and able to act
within the brain to modulate metabolic and/or behavioral reactivity, corticosterone and
cytokines are likely candidates (Gregor & Hotamisligil 2011; Marques et al., 2009). We
therefore determined whether OFS treatment could normalize over-activation of the
hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis and/or inflammatory disturbances displayed by
db/db mice. As previously shown (Dinel et al., 2011; 2014), db/db mice displayed higher
plasma corticosterone levels than db/+ mice (genotype: Fu47= 37.3, p<0.001; Fig. 4A).
Interestingly, OFS treatment significantly reduced corticosterone concentrations in both
genotypes (treatment: F47)= 6.6, p<0.05) but this effect was particularly marked in db/db
mice (genotype X treatment. F47= 4.5, p<0.05). Consequently, OFS-treated db/db mice

213



RESULTATS

displayed plasma levels of corticosterone significantly lower than their untreated controls
(p<0.05).

Regardless their treatment, db/db mice displayed similar plasma levels of IL-13 and TNF-a
than db/+ mice (Fig. 4B,C) and higher IL-6 levels (genotype: Fq 3= 7.8, p<0.01; Fig. 4D),
which appeared to be negatively correlated with the number of DCX-positive cells in the DG
(r=-0.94; p<0.001). Interestingly, OFS markedly increased plasma levels of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (treatment: F(1,31y= 11.8, p<0.01; Fig. 4E), in particular in db/db
mice (treatment x genotype: F(1,31=5.6, p<0.05). Chronic OFS treatment therefore reduced
corticosterone release and stimulated anti-inflammatory mechanisms. The next step was then
to measure its impact on brain function, in particular in the hypothalamus and hippocampus,
two brain areas respectively involved in the control of energetic metabolism and behavior
(Bannerman et al., 2004; Benarroch, 2010).

Plasma
A: Corticosterone B: IL-1p
; #itt .
338 — 6 [] Water
5501 i Bl OFs.
E 200 =
5 150 ER
~ 100 2
504 1
— 0
db/H+ db/db db/+ db/db
C: TNF-a D: IL-6 o E:IL-10
] 30 - #
2.01 8 1 25 ] sk
~ 1.5 ~ 6 =20
g 8 4 5 15
&b 1.0 & S
2 2 ~ 101
0.5+ 24
] . .
db/+ db/db db/+ db/db db/+ db/db

Figure 4. Assessment of corticosterone and main plasma cytokines in water or oligofructose (OFS) groups. A)
Hypercorticism attenuated in supplemented db/db mice (n=13-14/group). B-C) Inflammatory cytokines IL-1p and TNF-a not
significantly different across groups. D) Genotype effect on inflammatory cytokine IL-6. E) Anti-inflammatory cytokine IL-
10 substantially increased in supplemented db/db (n=8-9/group; #p<0.05; #p<0.01 genotype effects; “p<0.05; “p<0.01

comparison of db/db groups).
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3.5. Prebiotic treatment altered brain inflammation and blood brain barrier
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Figure 5. Assessment of hypothalamic mRNA expression of orexigenic or anorexigenic peptides, cytokines and tight-
junction proteins. A-C) Genotype effect on some known anorexigenic (POMC) and orexigenic (NPY) peptides. D-G) IL-18
is reduced in db/db but restored in oligofructose (OFS)-supplemented group, while inflammatory (TNF-a and IL-6) and anti-
inflammatory (IL-10) cytokines are not significantly different across groups. H-1) Tight-junction protein occludin is reduced

in db/db, OFS significantly reduces mRNA expression of both ZO-1 and occludin in db/+ mice (n=8-9/group;
#p<0.05;*%p<0.001 genotype effects; "p<0.05 comparisons within db/+ or db/db groups).

The hypothalamus is a key player in physiological homeostasis, in particular through
the local expression of several key molecules, including orexigenic or anorexigenic peptides
or cytokines, some of which already known to be altered in db/db mice (Dinel et al., 2011;
Reaux-Le Goazigo et al., 2011). In agreement with their increased food intake, db/db mice
displayed here reduced mRNA expression of the anorexigenic peptides CART (genotype:
Fa.25= 4.0, p=0.057; Fig. 5A) and POMC (F@23= 7.6, p<0.05; Fig. 5B), together with
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increased expression of the orexigenic peptide NPY (Fq26= 67.5, p<0.001; Fig. 5C).
However, OFS treatment did not normalize the expression levels of these peptides. Both db/+
and db/db mice also displayed similar hypothalamic TNF-o, IL-6, and IL-10 mRNA
expression levels (Fig. 5E-G), independently of being or not treated with OFS, but they
differed regarding the anorexigenic cytokine IL-18 (Fig. 5D). Indeed, reduced IL-1 mMRNA
expression displayed by control db/db mice compared to db/+ mice (genotype: F20= 20.0,
p<0.001) was normalized by OFS treatment (F(,20)= 7.6, p<0.05; water vs. OFS db/db mice:
p<0.05). Interestingly, the profile of cytokine expression was different in the hippocampus, in
agreement with previously published data (Dinel et al., 2014). Whereas hippocampus IL-13
MRNA expression was similar in all groups regardless genotype and treatment (Fig. 6A),
TNF-a and IL-6 mRNA expression was found up-regulated in db/db mice (genotype: F(1,22)=
14.8, p<0.001; F(123= 11.1, p<0.01 respectively; Fig. 6B,C). Interestingly, IL-6 but not TNF-
a expression was normalized by OFS in db/db mice (treatment: F 3= 4.2, p=0.05; genotype
X treatment: Fq23= 5.9, p<0.05), whereas it had no effect in db/+ mice regardless the
cytokine. Lastly, hippocampal expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was similar
in all groups (Fig. 6D). Chronic OFS treatment therefore partly normalized cytokine
expression in the hippocampus and hypothalamus, this effect selectively affecting however

some particular cytokines depending on the brain area.

We then determined whether OFS acted by altering the density of microglia, the main
cells releasing cytokines within the brain and recently shown to be influenced by the gut
microbiota (Dinan & Cryan, 2016; Erny et al., 2015). No significant difference across groups
was found in total density of microglia regardless the brain area (ArcN, CAl, CA3, DG), as
revealed by detection of Iba-1 immunoreactivity (Fig. 7). However, a negative correlation was
found in the DG of db/db mice between microglia density and the number of DCX-positive
cells (r=-0.64, p<0.05), whereas this correlation did not reach significance in db/+ mice (r= -
0.54, p=0.07).0f note, detailed analysis of microglial morphology assessed by counting the
number of primary processes displayed by microglia revealed no significant differences
between both genotypes, but an overall significant reduction in microglial ramifications in the
hippocampus of OFS-treated mice (treatment: F20= 5.6, p=0.01, data not shown). This
effect was particularly affecting the CAl area (treatment: F20= 7.8, p<0.05, data not
shown). On the contrary, no significant genotype or treatment effect was found regarding
microglial morphology in the ArcN. Since astrocytes also release a variety of

neuromodulatory molecules, including pro-inflammatory cytokines (Ridet et al., 1997), we
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measured astrocyte density in the same brain areas as microglia density by assessing GFAP
immunoreactivity. Both db/+ and db/db mice displayed similar density of GFAP positive
cells whatever their treatment in both the hypothalamus and hippocampus (Fig. 8). Taken
together, these results suggest that OFS-induced alterations of brain cytokine expression were

not linked to changes in microglia or astrocytes density.
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Figure 6. Assessment of hippocampal mRNA expression of cytokines and tight-junction proteins. A-D) Genotype effects on
inflammatory cytokines TNF-a. and IL-6 but no significant differences across groups in IL-1p or anti-inflammatory cytokine
IL-10, oligofructose (OFS) supplementation rescues IL-6 expression. E-F) Tight-junction protein ZO-1 is increased in db/db
but no differences across groups for occludin (n=8-9/group; #p<0.05;%p<0.01;*%p<0.001 genotype effects; “p<0.05

comparison db/db group).

Lastly, we assessed whether OFS acted at the brain level by improving BBB integrity,
as reported regarding gut barrier (Cani et al., 2009). We therefore measured mRNA
expression of the tight junction proteins ZO-1 and occludin. Interestingly, ZO-1 (genotype:
F(,23=3.4, p=0.07; Fig. 5H) and occludin mRNA expression (genotype: F,26)= 11.2, p<0.01,;
Fig. 51) was reduced in the hypothalamus of db/db mice compared to db/+ mice, in particular
in untreated ones (db/db vs. db/+ water: p<0.01 and p<0.001 for ZO-1 and occludin
respectively). OFS treatment blunted this difference by normalizing both ZO-1 (genotype x
treatment: F23= 8.0, p<0.01) and occludin (genotype x treatment: F26)= 8.2, p<0.01)
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MRNA expression in treated db/db mice. Of note, OFS supplementation decreased ZO-1 and
occludin mRNA expression in db/+ mice compared to their non-supplemented controls
(p<0.05). On the contrary, expression of ZO-1 was slightly higher in the hippocampus of
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Figure 7. Assessment of Iba-1-positive cells in the different areas of the hippocampus and in the arcuate nucleus of the

hypothalamus. A) Representative images of Iba-1 staining. B-E) Groups do not present differences in the density of Iba-1-

positive cells in any of the regions (n=6/group).
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db/db mice than db/+ mice (genotype: Fu.24= 5.3, p<0.05; Fig. 6E), independently of
treatment, whereas hippocampal occludin mRNA expression was similar in all mice whatever
their genotype or treatment (Fig. 6C). The impact of OFS on the expression of the tight

junction proteins differed therefore according to the brain area.

4. DISCUSSION

Significant lack of knowledge exists regarding the role potentially played by the gut
microbiota in neuropsychiatric symptoms associated with obesity/MetS, although a better
understanding of their pathophysiological mechanisms has wide ranging therapeutic
implications (Castanon et al., 2015; Farooqui et al., 2012). The current study provides
valuable findings relevant to this topic by directly assessing, for the first time, the effect of gut
microbiota manipulation with a prebiotic not only on metabolic and behavioral alterations
associated with the MetS, but also on their systemic and neurobiological correlates.
Importantly, the consequences on both peripheral and brain inflammation was investigated as
the inflammatory processes, which have been related with neuropsychiatric comorbidity in
obesity (Castanon et al., 2014; Capuron et al., 2016), are key players in the gut-brain axis
(Dinan & Cryan, 2016).We show that improvement of metabolic alterations following chronic
OFS administration in db/db mice was associated with selective reduction of peripheral and
central inflammation, which is however not accompanied by detectable improvement of

anxiety-like behavior or spatial memory deficits.

Most preclinical studies investigating the contribution of the microbiota to obesity and
related comorbidities have used diet-induced obesity models (Bruce-Keller et al., 2015; Cani
et al., 2007; Kang et al., 2014; Magnusson et al., 2015; Pyndt-Jorgensen et al., 2014),
although high-fat and/or high-sugar diet, which is able to directly influence the gut microbiota
composition (Patterson et al., 2014; Turnbaugh et al., 2009), can also alter metabolic health by
mechanisms independent from its effect on the microbiota (Lozano et al., 2016; Schwab et al.,
2014). Moreover, unlike what has been done in the present study, the impact of the gut
microbiota on central regulation of food intake is most of the time poorly considered. Here,
we used the db/db mice, which progressively developed most of the metabolic alterations
characterizing the MetS, including excessive food intake leading to obesity, insulin resistance
and hyperglycemia, in agreement with previously published data (Dinel et al 2011; Everard et
al 2014). Interestingly, treatment with OFS improved most of these features, as previously
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reported in ob/ob obese mice (Everard et al., 2011) or in diet-induced obese rats (Cluny et al.,
2015). Beyond direct changes in microbiota composition, multiple mechanisms have been
proposed to explain this improvement, most of them involving circulating molecules able to
regulate feeding behavior and glucose homeostasis, including glucagon, ghrelin, or GLP-1
(Delzenne et al., 2011; Everard et al., 2011). However, the fact that OFS did not affect the
production of these molecules in db/db mice argues against their significant intervention in
the present study. On the contrary, other factors also important for metabolic regulations and
for which plasma levels were altered in db/db mice, including corticosterone and resistin
(Ahima & Flier, 2000; Steppan et al., 2001), were however beneficially affected by OFS.
Excess of systemic glucocorticoids has been shown to promote appetite, visceral fat
accumulation and insulin resistance (de Guia &Herzig, 2015) whereas reduced glucocorticoid
activation, resulting from ablation of the adrenal glands or prebiotic supplementation, is
associated with improvement of high-fat diet-induced metabolic alterations (Kim et al., 2013;
Perello et al., 2003).Resistin is an adipokine classically associated with insulin resistance and
diabetes (Steppan et al., 2001). Akin with previously published data (Dinel et al., 2011; Ye et
al., 2013; Xiang et al., 2013), db/db mice displayed here reduced plasma resistin levels
compared to db/+ mice. Moreover, OFS-induced improvement of glucose homeostasis and
insulin resistance was associated with normalization of those levels. Interestingly, similar
association was reported following treatment of db/db mice with the antidiabetic drug
rosiglitazone (Ye et al., 2013), supporting therefore a potential role for resistin in the
metabolic improvement induced by OFS in the present study. Of note, the bacterial
lipopolysaccharide (LPS), which is elevated in plasma of obesity/MetS models due to
increased gut leakiness (Brun et al., 2007; Cani et al., 2016), has been reported to decrease
resistin expression in db/db mice (Xiang et al., 2013). Prebiotics are known to reduce gut
barrier leakiness, including in db/db mice, by acting on expression/distribution of particular
tight junction proteins such as ZO-1 and occludin (Cani et al., 2009). The changes in resistin
levels we found could be thus linked to reduced endotoxemia. This should in turn contribute
to reduce chronic peripheral inflammation that is classically presented as underlying the
metabolic deregulation in obesity (Sanz & Moya-Perez, 2014; Tack et al., 2012). Increased
anti-inflammatory cytokine IL-10 production displayed by prebiotic-treated db/db mice may
similarly contribute to the improvement of their metabolic alterations, in agreement with

previously published findings reporting a link between changes in gut microbiota
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composition, reduced low-grade inflammatory state, and metabolic dysfunctions (Furet et al.,
2010; Sokol et al., 2008).
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This study shows for the first time in db/db mice that beneficial effects of prebiotic
treatment also extend to the brain, particularly to the hypothalamus that is involved in central
regulation of energy homeostasis. This result fits with the changes in hypothalamic neuronal
activation recently reported in prebiotic-treated mice (Anastasovska et al., 2012).
Interestingly, by measuring the expression of tight junction proteins that ensure BBB
integrity, we report data suggesting that reduced hypothalamic BBB integrity displayed by
db/db mice was improved by OFS, as previously demonstrated for the gut barrier (Cani et al.,
2009; Everard et al., 2011). Although no conclusion can be yet drawn about the potential link
between this effect and changes of local cytokines expression, it is worth noting that OFS
increased the mRNA expression of the anorexic cytokine IL-1p (Gautron & Layeé, 2010),
which was reduced in untreated db/db mice compared to db/+ mice. On the contrary, it did
not restore normal expression of the different hypothalamic neuropeptides (POMC, NPY)
shown to be altered in db/db mice, despite its positive effect on food intake. These findings
suggest that although likely tightly related, different mechanisms, which need to be deeply
studied in the present context, underlie neuropeptides and IlI-1p regulation in the
hypothalamus. Of note, it has been suggested that the expression of those hypothalamic
neuropeptides are regulated by body fat mass (Schele et al., 2013), and this would make sense
here since both treated and untreated db/db mice displayed almost similar body weight. In
addition, an inverse relationship has been reported between plasma corticosterone and IL-1f3
hypothalamic mRNA expression in a rat model of obesity (Wisse, 2004). Although further
studies are required to determine whether OFS-induced normalization of plasma
corticosterone levels observed in db/db mice is involved in the increased hypothalamic IL-13
expression, this assumption may nicely provide an additional way for corticosterone to

participate to the beneficial effects of prebiotics on metabolic health.

Despite having beneficial effects on some of the metabolic and neurobiological
alterations displayed by db/db mice, OFS did not seem to change their behavioral profile.
However, this does not necessarily discard gut microbiota effects on behavior, as it is possible
that such improvement may require a higher dosage or longer/sooner implementation of
prebiotic treatment. Convincing evidence indeed indicates that the gut microbiota can impact
behavior in diet-induced models of obesity (Bruce-Keller et al., 2015; Kang et al., 2014;
Magnusson et al., 2015). It could be argued that post-natal interventions in db/db mice may
not be able to improve behavioral alterations that are linked to the lack of leptin’s actions

through the developmental period. Although this hypothesis cannot be completely excluded
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from the present data, it is worth mentioning that normalization of corticosterone circulating
levels at adulthood do improve cognitive impairment in db/db mice (Stranahan et al., 2008).
Here, spatial memory remained impaired in OFS-treated db/db mice despite their
corticosterone levels being reduced, suggesting that this reduction was insufficient to allow
behavioral improvement. Likewise, OFS improved glucose metabolism in db/db mice without
reducing anxiety-like behavior, although an increased prevalence of anxiety disorders is
classically reported in T2D (Castanon et al., 2015; Farooqui et al., 2012). This may suggest
either that this improvement is not sufficient to impact behavior, or that emotional alterations
are not directly linked to hyperglycemia in db/db mice. In support to this last hypothesis,
exercise has been shown to reverse hyperglycemia in db/db mice, without reducing anxiety-
like behavior (Stranahan et al., 2009).

Supporting further a role for the gut microbiota in the behavioral profile of db/db
mice, we showed that prebiotic treatment impacted hippocampal neurobiological processes
known to modulate behavior, particularly inflammation (Capuron et al., 2016; Castanon et al.,
2015). In agreement with the recent literature reporting that the gut microbiota influences
microglia maturation, morphology, and immunological function (Dinan & Cryan, 2016; Erny
et al., 2015), OFS slightly reduced microglial ramifications in the hippocampus, which may
reflect reduced microglial activation (Ransohoff & Perry, 2009). Microglial density in the DG
of db/db mice was also inversely correlated with the number of DCX-positive cells that,
together with OFS treatment, predicted performances in the Y-maze. Altogether, these data
point to a link between the gut microbiota, microglial activation, hippocampal neurogenesis
and behavioral alterations in db/db mice, although the underlying mechanisms still need to be
identified. A potential player in this network could be IL-6 since its hippocampal mRNA
expression was normalized by OFS in db/db mice, and it has been previously associated with
hippocampal neurogenesis, mood, and cognition (for review see: Erta et al., 2012). Similar
association was found here, although normalizing IL-6 mMRNA expression did not result in
detectable improvement of neurogenesis or behavior. It could be argued that changes in
MRNA expression did not necessarily reflect in changes of functional protein levels, which
then contribute to downstream neurobiological and behavioral modulations. This is however
unlikely since correlations between brain mMRNA expression of cytokines and corresponding
protein levels have been already reported (van Dam et al., 1998), notably in db/db mice
(Kumari et al., 2007). Moreover, we previously showed that modulating brain cytokine

MRNA expression resulted in modulation of the activation of related signaling pathways and
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behavioral responses (André et al., 2014; Dinel et al., 2011; 2014). Alternatively, improving
cognition and emotional behavior in db/db mice may have required for OFS normalizing the
expression of other factors which are well-known to contribute, together with IL-6, to the
development of neurobehavioral alterations and are altered in db/db mice, particularly TNF-a
(Abbott et al., 2015; Capuron et al., 2016). Lastly, several data including ours suggest that
plasma IL-6, which was inversely correlated with hippocampal neurogenesis and not
normalized by OFS, may be also important in that context (Sparkman et al., 2006; Weaver et
al., 2002).

In conclusion, although more studies are needed to further decipher the complexity of the
different findings reported in the present study, it constitutes a first important step towards a
better understanding of the role of the gut-brain axis in the MetS, not only by extending the
knowledge regarding metabolic alterations, but more importantly by addressing the issue of
its role on associated neurobiological and behavioral alterations. Beyond that, this study also
provides new and interesting findings about how prebiotics may act on the brain, particularly
on neuroinflammation. Even though the prebiotic treatment did not clearly translate to
behavioral improvements, we were still able to parse out some of the likely mediators in the
complex interaction between the body’s homeostatic super-systems. These findings contribute
therefore to make the gut microbiota a promising nutritional and pharmacological target for
the management of obesity and obesity-related disorders, including neuropsychiatric

symptoms.
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I.  Syntheése des principaux résultats

L’obésité est une pathologie associée a des altérations métaboliques et inflammatoires
et constitue un facteur de risque important de développer des comorbidités telles qu’un
diabete de type 2. De plus, la prévalence de troubles de ’humeur et de la cognition est élevée
chez les sujets obéses. Ces troubles neuropsychiatriques compliquent la prise en charge de
I’obésité, contribuent a son aggravation et peuvent a terme favoriser le développement des
comorbidités associées. Diminuer le développement de ces troubles pourrait donc permettre
d’améliorer la santé et la qualité de vie des individus obeses. Dans ce contexte, 1’objectif
général de cette thése a éte de déterminer quels sont les mécanismes impliqués dans les
troubles émotionnels et cognitifs associés a 1’obésité, afin d’identifier de potentielles cibles
permettant, a terme, de développer des stratégies préventives et/ou thérapeutiques. Certains
mécanismes ont déja été identifiés en ce qui concerne la mise en place des altérations
cognitives associées a 1’obésité. Par exemple, une diminution de I’IL-1fB dans ’hippocampe
améliore les performances mnésiques (Erion et al., 2014). De méme la plasticité synaptique et
la mémoire spatiale sont améliorées par une diminution des taux de corticostérone
plasmatique ou par I’inhibition de I’activit¢ des GR dans I’hippocampe (Stranahan et al.,
2008; Wosiski-Kuhn et al., 2014). Au contraire, les mécanismes impliqués dans la régulation
des altérations émotionnelles associées a 1’obésité restent encore a déterminer. Afin de
répondre a cette question, nous avons dans un premier temps évalué si I’inflammation, en
particulier au niveau de I’hippocampe, contribuait au développement des altérations
émotionnelles associées a 1’obésité dans le modele murin db/db (chapitre 1). Dans un second
temps, nous avons utilisé¢ des approches nutritionnelles basées d’une part sur I’enrichissement
du régime en AGPI n-3 et antioxydants et d’autre part sur I’administration d’un prébiotique.
Ces approches avaient pour but de cibler certains des mécanismes potentiellement impliqués
dans le développement des troubles de I’humeur et de la cognition chez ces souris (Chapitres
2 et 3). Ce deuxiéme objectif nous a permis non seulement d’évaluer ’effet de ce type
d’approches sur les altérations métaboliques et comportementales associées a 1’obésité, mais
également d’étudier les mécanismes potentiellement impliqués dans leurs effets, et aider ainsi,
a terme, au développement de nouvelles stratégies d’interventions préventives et/ou

thérapeutiques.

Dans un premier temps, nous avons montré que des stratégies visant a diminuer

I’inflammation, telles qu’une restriction alimentaire ou 1’administration de molécules anti-
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inflammatoires, diminuaient les comportements de type anxieux chez les souris obéses db/db.
De fagon intéressante, ces améliorations comportementales étaient associées a une diminution
sélective de I’expression génique du TNF-a hippocampique, suggérant un réle de cette
cytokine inflammatoire dans la régulation des comportements de type anxieux associes a
I’obésité. Nous avons ensuite confirmé ce role causal du TNF-a grace a une approche
pharmacologique permettant de bloquer le TNF-a cérébral par une administration chronique
d’étanercept i.c.v. En effet, cette inhibition du TNF-a cérébral diminuait les comportements
de type anxieux chez les souris db/db. Nous avons enfin montré que cette amélioration
comportementale impliquait probablement une diminution de [’activité spontanée des
neurones glutamatergiques dans 1’hippocampe ventral, connu pour participer a la régulation
des réponses émotionnelles. Ainsi, nous avons mis en évidence un role causal du TNF-a dans
la régulation des altérations émotionnelles associées a I’obésité, impliquant des changements

de la transmission synaptique dans I’hippocampe ventral.

Dans un second temps, nous avons évalué I’impact d’un régime enrichi en AGPI n-3
et antioxydants sur les altérations métaboliques, émotionnelles et cognitives associées a
I’obésité, et sur les mécanismes biologiques et neurobiologiques potentiecllement impliqués
dans ces troubles. Nous avons choisi d’utiliser ces nutriments puisqu’ils sont connus pour
améliorer les altérations comportementales dans différents contextes associés a des troubles
neuropsychiatriques, comme le vieillissement ou la maladie d’Alzheimer. Nous avons montré
que la consommation de ce régime pendant 13 semaines restaurait les performances de
mémoire spatiale des souris db/db dans le test de la piscine de Morris. De plus, cette
amélioration de la cognition était associée a des changements de la composition des
récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA. Ces récepteurs étant fortement impliqués dans
la régulation de la PLT, qui sous-tend la mise en place des processus mnésiques, ces résultats
suggerent donc que la combinaison d’AGPI n-3 et d’antioxydants pourrait améliorer la

plasticité synaptique, améliorant ainsi les performances mnésiques.

II. Role de inflammation dans les altérations émotionnelles associées a
I’obésité

Comme nous 1’avons vu, déterminer le role de I’inflammation dans la mise en place

des altérations émotionnelles associées a 1’obésité et en identifier les mécanismes
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intermédiaires était une des questions clés de ce travail de thése. Pour y répondre, il nous
fallait dans un premier temps compléter la caractérisation de notre modeéle d’étude, afin de

préciser en particulier la nature des altérations émotionnelles et inflammatoires.

A. Altérations émotionnelles associées a ’obésité

Au cours de cette thése, nous avons confirmé I’existence d’une association entre
troubles de I’humeur et obésité. En particulier, nous avons mis en évidence des
comportements de type anxieux chez la souris db/db (chapitres 1, 2 et 3). Un lien entre
obésité et anxiété a été démontré dans de nombreuses études, chez le sujet obese, comme dans
des modéles animaux d’obésité (Anderson et al., 2007; Gariepy et al., 2010; Giusti and
Panchaud, 2007). De fagon intéressante, les troubles de I’humeur sont réversibles puisque des
patients obeses ayant subi une chirurgie bariatrique rapportent une diminution de leurs
symptomes anxieux et dépressifs un a deux ans aprés I’intervention (Andersen et al., 2010).
L’anxiété étant difficile a évaluer chez I’animal, des tests modélisant certains symptomes de
I’anxiété ont été développés. Parmi ces tests, nous avons choisi d’utiliser les tests de champ
ouvert (« open field »), du labyrinthe en croix surélevé et de la boite claire/obscure. Ces tests
ont été validés pharmacologiquement puisque des composés anxiolytiques diminuent les
comportements de type anxieux dans ces paradigmes expérimentaux. De plus, des études
précédemment réalisées au laboratoire ont mis en évidence des comportements de type
anxieux chez les souris db/db dans les tests de champ ouvert et du labyrinthe en croix surélevé
(Dinel et al., 2011). Nous avons donc confirmé le développement de ces comportements dans
ces deux tests dans nos trois études (chapitre 1, 2 et 3). De plus, nous avons montré que les
souris db/db présentaient également des comportements de type anxieux dans le test de la
boite claire/obscure (chapitre 2 et 3). Ces données sont en accord avec des études
précédentes qui montrent que des modeles animaux d’obésité génétique ou induite par un
régime hypercalorique et/ou hyperlipidiqgue ont également des comportements de type
anxieux augmentés en comparaison a leurs animaux témoins (Andre et al., 2014; Finger et al.,
2010; Greenman et al., 2013; Krishna et al., 2015). Au cours de cette thése, nous n’avons pas
¢tudié les comportements de type dépressif, puisqu’il avait été¢ précédemment montré au
laboratoire que les souris db/db ne présentent pas plus de comportements de type dépressif
que les souris db/+ en conditions basales (Dinel et al., 2011, 2014). D’autres laboratoires ont
en revanche décrit la mise en place de ce type de comportements chez les souris db/db (Guo
and Lu, 2014; Sharma et al., 2010), mais dans des conditions plus stressantes que les nétres ce
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qui suggere que les comportements de type dépressif sont peut-étre plus difficiles a mettre en
évidence que les comportements de type anxieux. Ainsi, il est possible qu’ils soient plus
sensibles a un stress, mais cette hypothése n’a jamais été directement testée chez la souris
db/db. Il a en revanche été montré au laboratoire que des souris obeses, suite a la
consommation d’une di¢te hypercalorique, developpent plus de comportements de type
anxieux que leurs souris témoins en absence de toute stimulation, mais plus de
comportements de type dépressif qu’aprés exposition a un stress immun (Andre et al., 2014).
De plus, il est important de garder a I’esprit que les comportements de types anxieux et
dépressif mesurés chez 1’animal modélisent des symptomes retrouvés dans différentes
pathologies neuropsychiatriques, mais ne modélisent en aucun cas des pathologies dans leur
ensemble (Capuron and Castanon, 2016).

Les altérations comportementales mesurées chez les souris db/db ou dans les autres
modeles d’obésité correspondent a certaines dimensions de symptomes neuropsychiatriques
fréquemment observeés chez les individus obéses dont la prise en charge chez les sujets obéses
est importante. Pour cela, la compréhension des mécanismes impliqués est capitale. Parmi ces
mécanismes potentiels, nous nous sommes intéressés a I’inflammation. Notre laboratoire a en
effet été I’un des premiers a montrer que 1’obésité était associée a une inflammation chronique
a bas bruit, non seulement au niveau systémique, mais également dans le cerveau, notamment
dans des structures impliquées dans la régulation des émotions et de la cognition. Afin
d’évaluer le role de I'inflammation dans les troubles neuropsychiatriques associés a 1’obésité,
nous avons tout d’abord complété la caractérisation du profil inflammatoire des souris db/db a

la périphérie et dans le cerveau dans nos différentes études.

B. Inflammation et obésité

Il est désormais bien établi que les formes d’obésité sévéres sont associées chez
I’homme a un état inflammatoire chronique a bas bruit caractérisé par la présence de facteurs
inflammatoires au sein de la circulation sanguine et du tissu adipeux, ainsi que par I’existence
d’une infiltration de macrophages dans le tissu adipeux (Cancello and Clement, 2006). Dans
nos études, nous n’avons pas toujours mis en évidence cette inflammation systémique chez les
souris db/db. En effet, nos souris présentaient soient des concentrations de cytokines
inflammatoires indétectables (chapitre 2), soit une faible élévation des concentrations
plasmatiques d’IL-6 (chapitre 1) ou d’IL-1p (chapitre 3). Cette variabilité est également
observable dans les études précedentes réalisées au laboratoire (Dinel et al., 2011, 2014). Les
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différentes mesures d’inflammation périphérique réalisées au cours de cette thése ont été
obtenues grace a un dosage multiplex, qui contrairement a la technique ELISA, permet
d’analyser les concentrations des différentes cytokines a partir d’un seul échantillon de
plasma. Suivant le protocole, une dilution du plasma a été réalisée avant le dosage. Or, la
plupart des résultats obtenus lors des dosages annoncaient des valeurs inférieures aux limites
de détection du kit, ce qui rend indétectable une potentielle différence entre les souris db/+ et
db/db. Il serait donc pertinent de réaliser ces dosages sans cette étape de dilution ou de doser
indépendamment chaque cytokine grace a la technique de dosage ELISA, qui pourrait étre
plus sensible que la technique multiplex méme si elle nécessite de plus grand volumes
d’échantillons. Des mesures des niveaux de cytokines pourraient également étre réalisées au
sein du tissu adipeux puisque chez les sujets obeéses, le tissu adipeux participe a la mise en
place de l’inflammation a bas bruit. L’absence d’inflammation a bas bruit au niveau
plasmatique en conditions basales n’est pas propre aux souris db/db, puisqu’elle n’est pas non
plus détectable dans des modeles d’obésité induite par un régime hyperlicalorique (Andre et
al., 2014). Dans ces modeles, les altérations du systéme immunitaire en périphérie sont plus
généralement caractérisés par une production de cytokines inflammatoires exacerbée en
réponse a un stimulus immun tel qu’une injection de LPS (Andre et al., 2014; Dinel et al.,
2014). Cependant, les souris db/db présentent 1’avantage d’étre caractérisées par une
inflammation centrale en absence de toute stimulation, ce qui n’est pas toujours le cas des

modeles d’obésité induite par un régime hypercalorique.

I est désormais bien établi que I’inflammation périphérique, qui caractérise 1’obésité,
est associée a une augmentation de I’inflammation au niveau cérébral, notamment dans
I’hypothalamus, structure clé dans la régulation de la prise alimentaire (Andre et al., 2014; Cai
and Liu, 2012; De Souza et al., 2005; Ernst et al., 2009; Gao et al., 2014; Maric et al., 2014;
Pohl et al., 2009; Zhang et al., 2008). Dans le chapitre 3 de cette these, nous avons montré
que D’expression génique des cytokines pro- et anti-inflammatoires mesurée dans
I’hypothalamus n’était pas modifiée dans nos conditions, hormis pour I’'IL-1f dont
I’expression de ’ARNm est diminuée chez les souris db/db. De fagon intéressante, I’IL-1[
posseéde des propriétés anorexigenes (Gautron and Laye, 2009; McCarthy et al., 1985). La
diminution de I’expression de I’IL-1p pourrait donc participer a I’hyperphagie observée chez

les souris db/db. En accord avec cette hypothése, 1I’é¢tude réalisée dans le chapitre 3 de cette
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thése montre que la restauration de 1’expression génique de I’IL-1pB dans 1’hypothalamus est

associée a une baisse de I’hyperphagie.

Il est maintenant clairement démontré que la neuroinflammation associée a 1’obésité
affecte d’autres structures, notamment les structures impliquées dans la régulation des
émotions et de la cognition telles que 1’hippocampe (Capuron et al., 2016; Castanon et al.,
2014; Castanon et al., 2015). Dans les différentes études réalisées au cours de cette these,
nous avons en effet mis en évidence en particulier une augmentation de 1’expression génique
de I’lIL-6 et du TNF-o dans I’hippocampe des souris db/db en comparaison aux souris db/+
(chapitre 1, 2 et 3). Ces résultats confirment ceux d’études précédentes qui montrent une
augmentation de 1’expression génique et des niveaux protéiques des cytokines inflammatoires
dans I’hippocampe de ces souris (Dinel et al., 2011, 2014; Erion et al., 2014). Pour la
premiére fois, nous avons également montré que 1’activation des voies MAPK p38 et p44/42
(associées au TNF-o et a I’IL-1pB) et de la voie STAT3 (associée a I’IL-6 et a I’'IL-10) était
augmentée dans 1I’hippocampe des souris db/db en comparaison aux souris db/+ (chapitre 2).
Nous avons également montré que 1’expression accrue des cytokines pro- et anti-
inflammatoires et la sur-activation des voies qui leur sont couplées ne sont pas associées a une
modification de la densité¢ des cellules microgliales et des astrocytes dans 1’hippocampe
(chapitre 3). Cependant, des différences de densité des cellules microgliales et des astrocytes
ne reflétent pas nécessairement des variations de leur niveau d’activation ou des modifications
fonctionnelles (de Haas et al., 2008). Des différences d’activation pourraient en revanche étre
observées en mesurant des marqueurs spécifiques tels que CD68, CD11b et CD45 pour la
microglie (Ponomarev et al., 2005) et la vimentine et la nestine pour les astrocytes (Liberto et
al., 2004). L’augmentation de I’expression de cytokines dans 1’hippocampe peut étre la
conséquence de I’augmentation de la production de cytokines inflammatoires périphériques
(Capuron and Miller, 2011), mais nous montrons dans nos études que 1’inflammation centrale
n’est pas seulement régulée par les cytokines provenant de la périphérie (chapitre 3). En
effet, le profil inflammatoire dans I’hippocampe et I’hypothalamus des souris db/db ne reflete
pas celui observé a la périphérie. Par exemple, 1’expression de ’ARNm du TNF-a est
augmentée dans I’hippocampe des souris db/db alors que la concentration de cette cytokine
n’est pas augmentée dans le plasma des souris db/db. De plus, 1’augmentation des
concentrations plasmatiques d’IL-10 ne s’accompagne pas de variations de 1’expression

cérébrale d’IL-10. Il est intéressant de s’interroger sur le role de I’insuline dans la régulation
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de I’inflammation cérébrale. En effet, la production de cytokines et 1’activation des voies de
signalisation qui y sont associées peuvent &tre modulées par I’activation de la voie de
I’insuline dans le cerveau. Par exemple, la protéine GSK3f induit 1’activation de la voie
STATS3 dans les astrocytes et les cellules microgliales in vitro (Beurel and Jope, 2008). De
plus, I’inhibition de GSK3p induite par I’insuline stimule la production d’IL-10 et diminue la
synthése d’IL-1p, d’IL-6 et de TNF-a par les monocytes (Martin et al., 2005). La résistance a
I’insuline dans le cerveau des souris db/db pourrait ainsi contribuer a I’augmentation des taux

de cytokines inflammatoires observée dans I’hippocampe de ces souris.

Ainsi, les comportements de type anxieux mesurés chez les souris db/db sont associes,
comme les troubles de I’humeur chez les patients obéses, a une inflammation chronique a bas
bruit, notamment dans 1’hippocampe. Il serait important d’évaluer par quels mécanismes cette
inflammation hippocampique est mise en place, puisqu’elle ne semble pas étre lice a
I’intensité de I’inflammation périphérique. De méme, nous n’avons pas mis en évidence
d’augmentation de I’inflammation dans I’hypothalamus, ce qui suggére que les mécanismes
mis en jeu dans la régulation de I’inflammation au niveau central ne sont pas les mémes d’une

structure cérébrale a [’autre.

C. R6le du TNF-a hippocampique dans les comportements de type

anxieux associés a I’obésité

Afin de répondre a notre premier objectif, qui était d’évaluer le role de 1’inflammation
dans les altérations émotionnelles associées a 1’obésité chez les souris db/db, nous avons mis
en place des stratégies permettant de diminuer I’inflammation chez ces souris. De fagon
intéressante, nous avons montré que des stratégies anti-inflammatoires, comme une restriction
alimentaire ou I’administration d’ibuproféne, diminuaient spécifiquement 1’expression du
TNF-a dans I’hippocampe des souris db/db, ainsi que les comportements de type anxieux,
suggérant un role particulier de cette cytokine dans la mise en place des troubles de I’humeur
associés a 1’obésité (chapitre 1). Cette hypothése était renforcée par nos deux études utilisant
des approches nutritionnelles (chapitres 2 et 3), qui, a I’inverse, n’améliorent ni les
comportements de type anxieux, ni les niveaux d’expression de ’ARNm du TNF-a. Afin de
confirmer cette hypothése, nous avons bloqué le TNF-a cérébral grace a 1’administration
d’étanercept, un récepteur leurre du TNF-a. Cette expérience a effectivement permis de
diminuer les comportements de type anxieux chez les souris db/db, confirmant que les

niveaux éleves de TNF-o dans I’hippocampe participent a la mise en place de ces
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comportements. De fagon similaire, un réle du TNF-a a précédemment été décrit dans la mise
en place des comportements de type anxieux dans un modele murin de sclérose en plaque (les
souris EAE) (Haji et al., 2012). L’administration d’étanercept par voie i.c.v. diminue en effet
dans ce mod¢le les comportements de type anxieux, alors qu’a I’inverse, I’administration de
TNF-a par voie i.c.v est suffisante pour induire des comportements de type anxieux chez des
souris témoins (Haji et al., 2012). Nos résultats sont également en accord avec des études
montrant que I’induction de comportements de type dépressif et anxieux par un stimulus
immunitaire, dépend de I’'IFN-y et du TNF-a (Goshen et al., 2008; Lacosta et al., 1999a;
Merali et al., 2003; O'Connor et al., 2009c¢). Il pourrait étre intéressant d’étudier dans notre
modele si I’administration de TNF-a a des souris db/+ permet d’induire des comportements
similaires, les souris db/+ et db/db n’ayant pas le méme fond génétique que les souris
C57BL/6 utilisées dans 1’étude de Haji et collaborateurs. Enfin, nos résultats sont aussi en
accord avec des données cliniques qui rapportent chez des patients atteints de psoriasis ou de
polyarthrite rhumatoide et traités avec un inhibiteur du TNF-o une amélioration significative
de leurs symptdmes dépressifs et anxieux associés a la maladie et de leur bien-&tre général

suite a la prise du traitement (Fleming et al., 2015; Kekow et al., 2011; Uguz et al., 2009).

Aprés avoir mis en évidence le réle causal du TNF-a hippocampique dans la mise en
place des comportements de type anxieux associés a 1’obésité chez la souris db/db, nous avons
cherché a identifier les mécanismes impliqués dans cet effet du TNF-a. L’étude de Haji et
collaborateurs réalisée chez les souris EAE reliait I’effet du TNF-o sur les comportements de
type anxieux a des modifications de la transmission glutamatergique (Haji et al., 2012). En
accord avec cette étude, nous avons montré que 1’administration d’étanercept ex-vivo
améliorait la transmission synaptique dans 1’hippocampe ventral des souris db/db. En effet,
comme c’est le cas dans 1’étude de Haji et collaborateurs, I’inhibition du TNF-a diminue le
« decay time », c’est-a-dire le temps que met le courant post-synaptique excitateur miniature
(mEPSC) a revenir au niveau de base, a partir du moment ou il a atteint son pic maximum. De
plus, I’inhibition du TNF-a diminue également la fréquence et I’amplitude des mEPSCs. Ceci
suggere la mise en place de modifications structurelles et/ou fonctionnelles aux niveaux pré
et/ou post-synaptiques dans 1I’hippocampe ventral des souris db/db (Wierenga et al., 2006).
Ces données sont en accord avec des études réalisées dans des modeles de pathologies
inflammatoires dans lesquels les altérations émotionnelles sont associées a une augmentation

de la fréquence et de I’amplitude des mEPSCs dans des structures participant a la régulation
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de I’humeur. Par exemple, les comportements de type anxieux mesurés dans un mode¢le
animal de douleur chronique sont associés a une augmentation de la fréquence et de
I’amplitude des mEPSCs dans 1’amygdale (Wang et al., 2015). De fagon similaire, la
fréquence et I’amplitude des mEPSCs sont augmentées dans un modéle murin de syndrome
du cblon irritable (Liu et al., 2015), également caractérisé par des altérations émotionnelles
(Zhang et al., 2014a). Il peut paraitre surprenant que dans notre étude, 1’etanercept n’ait pas
altéré le profil des mEPSCs dans I’hippocampe des souris db/+. 1l est possible que le TNF-a
n’ait un impact sur la transmission synaptique glutamatergique que dans des situations dans
lesquelles son expression est élevée au niveau cérébral. Il a été décrit que le TNF-a module la
transmission synaptique dans différentes structures dont le striatum et le cortex (Haji et al.,
2012). Nous avons choisi d’étudier ’impact de I’inhibition du TNF-a sur les propriétés
¢lectrophysiologiques des neurones dans I’hippocampe ventral puisque cette structure est
connue pour son role dans la régulation des réponses émotionnelles (Bannerman et al., 2002;
Bannerman et al., 2003; Zhang et al., 2014b). De plus, la neuroinflammation chez les souris
db/db n’est pas bien caractérisée dans les autres structures participant a la régulation des
émotions telles que ’amygdale ou le striatum, alors que notre laboratoire est un des pionniers
dans la caractérisation de I’inflammation hippocampique chez ces souris (Dinel et al., 2011,
2014) (chapitre 1, 2 et 3). Enfin, ’expression des ARNm du TNF-a dans 1’hippocampe est
corrélée a I'intensité des comportements de type anxieux, alors que ce n’était pas le cas dans

le cortex préfrontal (chapitre 1).

En conclusion, nous avons pour la premiére fois mis en évidence un réle causal du
TNF-a dans les comportements de type anxieux associés a 1’obésité. Nous avons également
montré que cet effet comportemental implique probablement des altérations de la transmission
synaptique glutamatergique dans I’hippocampe ventral. Cependant, plus d’études sont
nécessaires afin de comprendre plus précisément les mécanismes intermédiaires. Ainsi, le
TNF-o pourrait représenter une cible de choix dans le développement de stratégies
thérapeutiques permettant de réduire la forte prévalence de troubles de I’humeur chez les
individus obeses. Il est également possible, qu’au-dela de I’obésité, le TNF-a soit également
mis en jeu dans d’autres pathologies associ¢es a des symptomes neuropsychiatriques. Par
exemple, de nombreuses données montrent que I’inflammation est également une composante

importante dans les troubles bipolaires, les troubles anxieux, la schizophrénie, le déclin
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cognitif ou les maladies neurodégénératives (Barbosa et al., 2014; Hoge et al., 2009; Lee et
al., 2009; Potvin et al., 2008; Solmi et al., 2015). Ainsi, I’inflammation pourrait jouer un role
dans le développement de dimensions de symptomes présents dans I’ensemble de ces
pathologies plutét que dans 1’étiologie de chaque maladie individuellement (Capuron and
Castanon, 2016). En accord avec cette hypothése, il a été suggéré que ’activation de 1’IDO
pourrait jouer un réle dans le développement de troubles émotionnels et cognitifs en agissant
sur les systéemes glutamatergiques et sérotoninergiques (Capuron and Castanon, 2016; Dantzer
et al., 2014). En parall¢le, I’activation de la GTP-CHL1 par les cytokines participerait plutét a
la mise en place des symptomes neurovégétatifs et motivationnels associés a 1’inflammation
en altérant la synthése de dopamine. Il serait d’ailleurs intéressant d’évaluer I’'impact de
I’inhibition du TNF-a hippocampique sur 1’activation respective de ces enzymes et sur leur

implication dans les effets comportementaux observés.

I11.  Approches nutritionnelles et altérations métaboliques et

comportementales associées a I’obésité

Le deuxiéme objectif de cette thése visait a évaluer I’impact de nutriments d’intérét,
non seulement sur les altérations metaboliques et comportementales des souris db/db, mais
également sur les mécanismes biologiques et neurobiologiques qui leurs sont associés et qui
peuvent potentiellement sous-tendre la mise en place de ces altérations. Dans une premiére
étude, les souris ont été nourries avec un régime enrichi en AGPI n-3 et antioxydants
(chapitre 2). Ces nutriments sont connus pour améliorer le profil métabolique des individus
obeses, mais €¢galement pour diminuer les troubles de ’humeur et/ou de la cognition dans des
contextes associés a des altérations neuropsychiatriques, tels que le vieillissement et la
maladie d’Alzheimer. De plus, ils peuvent agir sur différents systemes biologiques et
neurobiologiques potentiellement impliqués dans le développement de ces troubles, en
particulier le systéeme immunitaire et la plasticité neuronale. Enfin, dans notre derniére étude,
nous avons évalué I’effet de modifications de la composition du microbiote intestinal induites
par un prébiotique, I’OFS, sur les altérations métaboliques et comportementales des souris
db/db et sur les mécanismes pouvant étre impliqués dans le développement de ces troubles
(chapitre 3). En effet, il a été décrit que des modifications du microbiote intestinal par des
prébiotiques ou des probiotiques pouvaient modifier le profil métabolique et comportemental
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des individus qui les consomment. Cependant, leurs effets dans le contexte de I’obésité et les

mécanismes pathophysiologiques impliqués sont encore mal connus.

A. Altérations métaboliques associées a I’obésité

Comme nous 1’avons décrit dans 1’introduction, 1’obésité est fréquemment associée a
un ensemble de troubles métaboliques dont une insulino-résistance, une hyperglycémie a jeun
et une hypertriglycéridémie. Dans les études des chapitres 2 et 3, nous avons confirmé le
développement de ces altérations métaboliques chez les souris db/db (Dinel et al., 2011;
Everard et al., 2014). Tout au long des expériences réalisées, elles ont un poids corporel et
une prise alimentaire largement augmentés en comparaison aux souris db/+. De plus, des les
premicres semaines d’expérience (soit dés I’dge de 6-7 semaines), les souris db/db
augmentent leur consommation d’eau en comparaison aux souris db/+. Cette augmentation
est progressive et continue tout au long de I’expérience. Elle correspond au développement
d’une polydipsie, un des symptomes du diabete de type 2 chez ’'Homme. Bien que ces
résultats ne soient pas décrits dans cette these, nous avons également pu mesurer la répartition
de la masse corporelle chez les souris db/db grace a une technique de résonance magnétique
nucléaire. La masse grasse des souris est largement augmentée chez les souris db/db en
comparaison aux souris db/+. En effet, dés I’dge de 5 semaines, des souris db/db nourries
avec un régime standard sont constituées d’environ 55 % de masse grasse alors que cette
valeur est d’environ 15 % pour les souris db/+. Nous avons également confirmé la mise en
place d’altérations du métabolisme du glucose chez les souris db/db (Everard et al., 2014). En
effet, les souris db/db présentent une hyperglycémie, dans des conditions de jeline, mais
également lorsqu’elles sont nourries ad libitum. De plus, ces souris ont une tolérance au
glucose diminuée et une résistance a 1’insuline augmentée en comparaison aux souris minces.
Le foie étant important dans le métabolisme du glucose, nous y avons mesuré 1’expression de
génes participant a la régulation de la glycémie. Nous avons ainsi montré que les
dérégulations glycémiques étaient associées a une augmentation de I’expression des ARNm
du facteur de transcription PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor), du
transporteur du glucose GLUT2 et de G6P (glucose-6-phosphatase), qui est 1’enzyme

catalysant la derniére étape de la néoglucogenese.

Au niveau plasmatique, nous avons mesuré les niveaux de plusieurs adipokines, c’est-
a-dire des protéines libérées dans la circulation sanguine par les adipocytes et capables d’avoir

une action systémique. Les niveaux d’adiponectine sont diminués dans le plasma des souris
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db/db, en accord avec ce qui a été montré précédemment chez des sujets obéses. Ces niveaux
réduits d’adiponectine dans un contexte d’obésité peuvent étre expliqués par le fait que sa
synthése est régulée négativement par les glucocorticoides et par le TNF-a dont les niveaux
sont élevés chez les patients obéses (Stefan and Stumvoll, 2002). Les niveaux plasmatiques de
résistine sont également diminués chez les souris db/db en comparaison aux souris db/+. La
résistine est classiquement associée a I’insulino-résistance et au diabéte de type 2 (Steppan et
al., 2001). Nos données sont en accord avec des études précedentes montrant une diminution
des niveaux de résistine chez les souris db/db (Dinel et al., 2011; Xiang et al., 2013; Ye et al.,
2013). Enfin, les niveaux d’insuline et de GLP-1 (glucagon-like peptide-1) sont éleves dans le
plasma des souris db/db, ce qui est en accord avec de nombreuses études réalisées chez des
sujets obéses ou dans des modéles animaux d’obésité (Burcelin and Gourdy, 2016; Dinel et
al., 2011; Stanley et al., 2005). Nous avons également confirmé que les taux de triglycérides
dans le plasma des souris db/db étaient élevés en comparaison aux souris db/+ (Hall et al.,
2014; Kjorholt et al., 2005).

Puisque la prise alimentaire est régulée au niveau central, principalement dans
I’hypothalamus, nous avons mesuré I’expression génique des neuropeptides participant a cette
régulation (chapitre 3). Ainsi, nous avons mis en évidence une diminution de 1’expression
des ARNm des peptides anorexigénes CART et POMC et une augmentation de I’expression
génique du neuropeptide orexigéne NPY dans I’hypothalamus des souris db/db, en
comparaison aux souris db/+. Comme nous I’avons vu dans I’introduction, la leptine diminue
I’expression du peptide NPY et active les neurones CART/POMC. Puisque le récepteur de la
leptine n’est pas fonctionnel chez les souris db/db, cela explique que 1’expression de ces

différents peptides soit altérée.

Pour la premiere fois a notre connaissance, nous avons mesuré les teneurs en AGPI
dans le plasma et dans cerveau des souris db/db (chapitre 2). Nous avons montré que les
niveaux plasmatiques et cérébraux d’AGPI n-3 (notamment d’EPA et de DHA) sont plus
élevés chez les souris db/db que chez les souris db/+. Il serait intéressant de mesurer les
concentrations plasmatiques des médiateurs lipidiques dérivés des AGPI tels que les lipoxines
et les résolvines. La conversion des AGPI n-3 en dérivés lipidiques pourrait en effet étre
altérée chez les souris db/db, malgré leurs taux élevés d’AGPI n-3. Or, il a été décrit que ces
médiateurs lipidiques dérivés des AGPI n-3 possédent des propriétés anti-inflammatoires et

participent a la résolution de I’inflammation dans des contextes d’inflammation élevée
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(Calder, 2013; Serhan, 2014; Serhan et al., 2008; Serhan et al., 2002). En particulier, une
étude réalisée au laboratoire montre que les résolvines D1 et E1, dérivées respectivement du
DHA et de ’EPA, inhibent la production de cytokines inflammatoires induite par le LPS et

modulent le phénotype des cellules microgliales in vitro (Rey et al., 2016).

En conclusion, nous avons confirmé la mise en place d’un ensemble d’altérations
métaboliques associées a 1’obésité chez la souris db/db, qui correspondent a celles observées
chez I’Homme. La prise en charge de ces comorbidités est importante puisqu’elles contribuent
a l’aggravation de 1’obésité et que certaines d’entre elles, comme 1’insulino-résistance,
peuvent favoriser le développement d’altérations neuropsychiatriques chez les sujets obeses.
Nous avons donc évalu¢ D’'impact des deux approches nutritionnelles basées sur
I’administration d’AGPI n-3 et d’antioxydants d’une part et de prébiotiques d’autre part sur

ces altérations métaboliques et sur les mécanismes potentiels qui les sous-tendent.

B. Approches nutritionnelles, altérations métaboliques et mécanismes

biologiques associés

Nous avons mis en évidence une diminution de I’hyperphagie chez les souris db/db
consommant de I’OFS (chapitre 3). Bien que cette diminution de la prise alimentaire ne soit
pas associée a une perte de poids significative, les souris db/db qui consomment le prébiotique
ont tout de méme tendance a prendre moins de poids que celles qui sont non supplémentées.
La consommation chronique d’OFS diminue également la consommation hydrique des souris
db/db. Ces améliorations métaboliques sont associées a des améliorations de la régulation
glycémique. Nous avons en effet montré que I’OFS diminue I’hyperglycémie a jeun et post-
prandiale, ainsi que la résistance a 1’insuline. Ce traitement améliore également la tolérance au
glucose chez les souris db/db. Parmi les mécanismes pouvant participer a ces améliorations
métaboliques, il est possible que la corticostérone, dont les taux plasmatiques sont réduits par
I’OFS, ait un role a jouer. En effet, il a été décrit que des taux élevés de GC peuvent avoir un
effet anorexigene et favoriser I’accumulation de tissu adipeux et I’insulino-résistance (de Guia
and Herzig, 2015). Au contraire, la réduction de I’activation des GR induite par
I’administration de prébiotiques améliore le métabolisme dans un modele murin d’obésité
induite par la consommation d’un régime hyperlipidique (Kim et al., 2013). Nous avons
¢galement montré que I’OFS restaure les niveaux plasmatiques de résistine. Ces données sont
en accord avec une étude dans laquelle ’administration de rosiglitazone, un traitement anti-

diabétique, ameliore les taux de résistine chez les souris db/db et leurs altérations
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métaboliques (Ye et al., 2013). Enfin, I’OFS augmente les taux d’IL-10 dans le plasma des
souris db/db. Ces résultats suggerent un effet anti-inflammatoire de I’OFS, ce qui est en
accord avec les études montrant un lien entre composition du microbiote intestinal,
inflammation systémique et profil métabolique (Furet et al., 2010; Sokol et al., 2008). Les
améliorations métaboliques induites par I’OFS chez les souris db/db sont également associées
a des modifications au niveau de I’hypothalamus, qui a un réle majeur dans la régulation du
métabolisme énergétique. Ainsi, 1’expression génique de la cytokine anorexigene IL-1 est
améliorée par I’OFS dans I’hypothalamus des souris db/db. Une relation inverse entre les taux
de corticostérone plasmatique et 1’expression hypothalamique de ’ARNm de I'IL-1pB a été
décrite dans un modéle d’obésité chez le rat (Wisse et al., 2004). De méme, il serait
intéressant d’étudier dans notre modeéle si la corticostérone plasmatique régule 1’expression de
I’IL-1B dans I"’hypothalamus et quels seraient les mécanismes potentiels impliqués dans cette
relation. Ces données renforcent, quoi qu’il en soit, I’idée que la corticostérone périphérique
puisse étre une cible dans la régulation du métabolisme chez les sujets obéses. Nous avons
¢galement montré que I’amélioration de la prise alimentaire par I’OFS chez les souris db/db
n’est pas associée a une modulation de 1’expression génique des neuropeptides NPY, POMC
et CART dans I’hypothalamus. Cependant, une étude précédente suggere que 1’expression de
ces neuropeptides soit régulée par la quantité de masse grasse de 1’organisme (Schele et al.,
2013). 11 serait donc intéressant d’évaluer I’'impact de I’OFS sur la répartition de la masse
corporelle chez les souris obéses. Les souris db/db traitées avec de I’OFS ayant un poids
corporel similaire a celle des souris db/db témoins, il est possible que I’OFS ne modifie pas la
proportion de masse grasse chez ces souris. Ces résultats suggeérent que différents mécanismes
indépendants participent a la régulation de la prise alimentaire. Mieux comprendre ces
mécanismes dans le contexte de 1’obésité est important, puisque cela pourrait permettre de
mettre en place de nouvelles stratégies visant a réguler la prise alimentaire chez les sujets

obeéses.

Bien que les effets soient plus modestes que pour I’OFS, nous avons montré que la
consommation chronique d’AGPI n-3 et d’antioxydants diminuait a la fois la glycémie
postprandiale et la sensibilité a ’insuline, en particulier chez les souris db/db (chapitre 2).
Ces résultats sont en accord avec des études dans lesquelles une supplémentation en AGPI n-
3, sous forme du précurseur ALA ou via I’administration d’EPA et de DHA, améliore le
contréle de la glycémie chez des patients atteints d’un diabéte de type 2. Plus spécifiquement,

les AGPI n-3 améliorent la sécrétion et la sensibilité a 1’insuline (Bhaswant et al., 2015; Fedor
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and Kelley, 2009; Flachs et al., 2014; Kasbi-Chadli et al., 2014). De plus, le régime
administré augmente également la quantité d’a-tocophérol dans le plasma, qui est connu pour
son effet bénéfique sur la sensibilité a I’insuline (Alcala et al., 2015; Gray et al., 2011; Kim et
al., 2013). Il est donc possible que ce soit la combinaison des AGPI n-3 et de I’a-tocophérol
qui améliore la résistance a I’insuline. Il est difficile de conclure quant a ’implication du
CoQ10 dans ces effets puisque la variabilité des résultats obtenus ne permet pas de mettre en
évidence un potentiel impact du régime enrichi sur les niveaux plasmatiques de CoQ10. La
résistance a 1’insuline peut refléter une diminution de 1’action de I’insuline au niveau du foie
ou a lieu la néoglucogenese, le stockage de glycogéne et la libération du glucose dans la
circulation. Il est donc possible que le régime enrichi améliore la régulation glycémique au
niveau hépatique. Nous avons en effet montré que le régime enrichi en AGPI n-
3/antioxydants diminue 1’expression de I’ARNm de PPARy dans le foie des souris db/db. Ces
résultats sont en accord avec une étude qui montre que 1’administration d’a-tocopherol dans
un modele murin d’obésité induite par un régime hyperlipidique diminue a la fois la résistance
a I’insuline et I’expression hépatique de ’ARNm de PPARy (Kim et al., 2013). De plus, des
revues récentes proposent PPARy comme une cible dans le traitement de I’insulino-résistance
chez les individus atteints de diabete de type 2 (Chigurupati et al., 2015; Choi et al., 2014;
Matsuda et al., 2014; Stump et al., 2015). D’apreés ces résultats, il serait intéressant d’évaluer
I’impact de I’OFS (chapitre 3) sur les altérations hépatiques des souris db/db puisqu’il est
possible que I’OFS agisse non seulement au niveau de I’hypothalamus pour réguler la prise

alimentaire, mais également au niveau du foie pour améliorer le métabolisme du glucose.

L’ensemble de ces résultats montrent donc qu’une modification chronique du régime
alimentaire permet d’améliorer le profil métabolique des souris db/db. Cependant, il est
nécessaire de poursuivre 1’é¢tude des mécanismes impliqués dans ces effets, puisqu’ils
semblent étre multiples. Dans un second temps, nous avons caractérisé I’impact des deux
régimes utilisés dans les chapitres 2 et 3 sur les altérations comportementales associées a
’obésité.

C. Altérations cognitives associées a I’obésité

Comme nous ’avons détaillé dans le paragraphe II.A de cette introduction, les souris
db/db présentent des comportements de type anxieux dans les différents tests
comportementaux que nous avons utilisé, mais également des altérations de la mémoire

spatiale dépendante de 1’hippocampe. Nous avons montré dans un premier temps que ces
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souris presentent des troubles de la mémoire a court terme, évaluée dans le test du labyrinthe
en Y. En effet, les souris db/db ne se rappellent pas quel est le bras nouveau dans ce test,
puisque le temps passé€ dans ce bras n’est pas différent du hasard (33 %) alors que les souris
db/+ passent plus de temps dans le bras nouveau lors de la phase de rétention (chapitre 3).
Ces résultats sont ainsi en accord avec ceux précédemment obtenus au laboratoire et par
d’autres équipes, qui montrent que les souris db/db présentent des déficits cognitifs dans ce
test (Dinel et al., 2011; Erion et al., 2014; Zhao et al., 2012). Une autre version du test du
labyrinthe en Y a également été utilisée pour tester la mémoire spatiale chez les souris db/db.
Dans cette version, les animaux peuvent explorer librement les trois bras du dispositif. Les
entrées successives dans chacun de ces bras sont définies comme alternance spontanée et
reflete la mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe. Comme dans la version que nous
avons utilisée, les souris db/db présentent des déficits mnésiques dans ce test (Sharma et al.,
2010).

Dans le test de la piscine de Morris, nous avons mis en évidence chez les souris db/db
des altérations de la mémoire spatiale, mais pas de 1’apprentissage (chapitre 2). Nos résultats
concernant les performances cognitives lors de la phase d’apprentissage sont en désaccord
avec d’autres études réalisées chez les souris db/db, qui montrent au contraire des deficits
d’apprentissage chez ces souris. Cependant, il est important de souligner certaines différences
majeures entre le protocole que nous avons utilisé, qui a été validé au laboratoire (Bensalem
et al., 2016), et les protocoles utilisés dans ces études. En effet, dans les études rapportant un
déficit d’apprentissage (Stranahan et al., 2008; Stranahan et al., 2009; Zhao et al., 2011), les
animaux ne sont soumis a aucune phase d’habituation. Or, cette phase est importante
puisqu’elle permet de s’affranchir du stress auquel les animaux sont soumis lorsqu’ils ne sont
pas habitués a I’eau et a la nage. Ce stress pourrait vraisemblablement influencer les
performances lors de la phase d’apprentissage. En accord avec cette hypothese, il a été décrit
que les performances d’apprentissage spatial dans le test de la piscine de Morris étaient
améliorées lorsque les animaux étaient habitués a la manipulation par 1’expérimentateur ou
¢taient soumis a des phases d’habituation avant 1’apprentissage (Holscher, 1999). De plus, le
stress diminue les performances d’apprentissage dans cette tache chez la souris (Park et al.,
2015; Shang et al., 2016). A notre connaissance, la réponse comportementale des souris db/db
a ’exposition au stress n’a pas été mesurée, mais il est possible que le stress induit par le
nouvel environnement et la nage altére I’apprentissage des souris db/db si elles n’ont pas été

soumises a une habituation préalable. Par ailleurs, certaines études ne montrent que le temps
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mis par les souris avant d’atteindre la plateforme (Zheng et al., 2016). Or, la vitesse de nage
des souris db/db est diminuée d’environ 50 % en comparaison aux souris db/+ (Zhao et al.,
2012). 11 est donc important de mesurer la distance parcourue avant d’atteindre la plateforme,
comme nous 1’avons fait dans notre étude. Nous avons également décrit des altérations de la
mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe chez les souris db/db, pendant la phase de
rétention réalisée 72 h aprés la fin de I’apprentissage. Pendant cette phase, les souris db/db
nagent de facon aléatoire dans la piscine alors que les souris db/+ passent plus de temps dans
le quadrant dans lequel la plateforme se trouvait pendant la phase d’apprentissage. Ces
résultats confirment et renforcent ceux de nombreuses études précédentes rapportant des
altérations de mémoire spatiale a long terme dans ce test chez les souris db/db (Stranahan et
al., 2008; Zhao et al., 2011; Zhao et al., 2012; Zheng et al., 2016). En effet, les capacités
d’apprentissage des souris db/db étant diminuées dans ces études, les souris n’atteignent pas
les mémes performances a la fin de la phase d’apprentissage, ce qui constitue un biais pour
¢évaluer les performances mnésiques lors du test de rétention, ce qui n’est pas le cas dans nos

conditions expérimentales.

Ainsi, nous avons confirmé la mise en place de comportements de type anxieux et
d’altérations de la mémoire spatiale dépendante de I’hippocampe chez les souris db/db. Nous
avons donc évalué si les deux approches nutritionnelles utilisées dans les chapitres 2 et 3
amélioraient ces altérations comportementales et quels mécanismes participaient a ces

éventuelles améliorations comportementales.

D. Approches nutritionnelles, altérations comportementales et

mécanismes neurobiologiques associés

Dans un premier temps, nous avons montré qu’une supplémentation nutritionnelle en
AGPI n-3 et antioxydants ou en OFS n’avait pas d’impact sur les comportements de type
anxieux chez les souris db/db. Les nutriments que nous avons choisis dans ces études sont
capables d’améliorer les troubles de I’humeur, en particulier chez des patients dépressifs et
dans des modeles animaux d’altérations émotionnelles. Par exemple, nous avons mis en
évidence au laboratoire qu’une supplémentation nutritionnelle en EPA et DHA diminue les
comportements de type anxieux induits par un stress chronique de défaite sociale (Larrieu et
al., 2014). De plus, des altérations du microbiote intestinal ont été associées a 1’induction ou a
la diminution de symptomes anxieux et/ou dépressifs. Cependant, il est important de noter que

les études réalisées au cours de cette theése sont les premicres a évaluer I'impact de ces
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nutriments sur les altérations émotionnelles dans un contexte d’obésité. Ces résultats sont
toutefois en accord avec 1’étude réalisée dans le chapitre 1 dans laquelle nous avons mis en
évidence un réle du TNF-a hippocampique dans le développement des comportements de
type anxieux chez les souris db/db. En effet, ’OFS et le régime AGPI n-3/antioxydants
n’améliorent pas I’expression génique du TNF-a dans 1’hippocampe des souris db/db. Ainsi,
ces données confirment indirectement qu’une diminution des taux de TNF-o dans
I’hippocampe est nécessaire a I’amélioration des comportements de type anxieux associés a
I’obésité.

Dans un second temps, nous avons mis en évidence une amélioration de la mémoire
spatiale dépendante de I’hippocampe chez les souris db/db ayant consommé le régime AGPI
n-3/antioxydants pendant 10 semaines. Ce résultat confirme que les AGPI n-3 et les
antioxydants sont capables d’améliorer la mémoire spatiale dans des contextes d’altérations
cognitives. En effet, une supplémentation en EPA et DHA améliore la mémoire spatiale dans
le test de la piscine de Morris chez des souris agées (Labrousse et al., 2012). Un régime
enrichi en polyphénols issus de raisin et de myrtille améliore également les performances
mneésiques dans ce test chez des souris agées (Bensalem et al., 2016). De plus,
I’administration de CoQ10 associé a de 1’a-tocophérol améliore les performances cognitives
des souris dans le test du labyrinthe en T, alors que la consommation de CoQ10 ou d’a-

tocophérol seuls n’a pas d’impact sur la cognition (McDonald et al., 2005).

De fagon intéressante, nous avons montré que 1I’amélioration de la mémoire spatiale
induite par le régime enrichi chez les souris db/db était associée a des changements de la
composition des récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA. Ces deux sous-types de
récepteurs participent a la régulation de la PLT (Luscher and Malenka, 2012; Makino et al.,
2011; Paoletti et al., 2013) dans I’hippocampe et donc a la mise en place des processus
mnésiques (Bannerman et al., 2014; Tsien et al., 1996). Nos résultats, qui montrent que
I’expression de la sous-unit¢ GluR1 des récepteurs AMPA est diminuée dans 1’hippocampe
des souris db/db, sont en accord avec des études réalisées chez des souris (Sasaki-Hamada et
al., 2015) et des rats obeses (Grillo et al., 2011; Kollen et al., 2010). L’impact du régime
enrichi sur la composition des récepteurs AMPA et NMDA est également en accord avec
d’autres études montrant que la composition de ces récepteurs est modulée par les AGPI n-3
dans un modele murin de la maladie d’Alzheimer (Calon et al., 2005) et par des antioxydants

comme [’épicatéchine chez des souris saines (Schroeter et al., 2007). Notre étude est
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cependant la premiére a montrer qu’un tel régime peut modifier la composition des récepteurs
glutamatergiques dans un contexte d’obésité. L’impact du régime enrichi sur la composition
des récepteurs AMPA et NMDA pourrait impliquer des modifications de la localisation des
sous-unités qui les composent. En effet, les AGPI n-3, notamment le DHA, modifient la
fluidité membranaire et la localisation cellulaire des récepteurs membranaires (De Smedt-
Peyrusse et al., 2008). Il serait donc intéressant d’évaluer, grace a des extractions de
synaptosomes, la composition des récepteurs AMPA et NMDA aux niveaux synaptique et
extra-synaptique. Nos résultats suggerent un role de la plasticité a long terme dans les effets
bénéfiques du régime enrichi en AGPI n-3 et antioxydants sur la mémoire spatiale chez les
souris db/db. Des études précédentes ont mis en évidence des altérations de la PLT dans
I’hippocampe des ces souris (Erion et al., 2014; Li et al., 2002; Stranahan et al., 2008). De
plus, les niveaux de PLT peuvent étre améliorés par la consommation de régimes enrichis en
EPA et DHA (Delpech et al., 2015b) ou en polyphénols (Wang et al., 2011). Des mesures de
la PLT doivent donc étre réalisées dans I’hippocampe de ces souris pour confirmer cette

hypothése.

Nous avons également montré que la régulation du métabolisme du glucose se fait par
des mécanismes différents a la périphérie et dans le cerveau. Alors que le régime enrichi en
AGPI n-3 et antioxydants diminue sensiblement la résistance a 1’insuline a la périphérie, il n’a
pas d’impact sur 1’insulino-résistance dans I’hippocampe. En effet, I’activation de la voie de
signalisation de I’insuline est altérée dans I’hippocampe des souris db/db, quel que soit le
régime. En effet, ’insuline n’induit pas 1’activation de son récepteur dans 1’hippocampe chez
ces souris (Dey et al., 2014). En conditions normales, ’activation de ce récepteur induit
notamment des phosphorylations inhibitrices sur des résidus sérines d’IRS1, participant a une
boucle de régulation négative permettant la terminaison de 1’action de I’insuline (Gual et al.,
2005). L’insensibilité du récepteur a I’insuline chez les souris db/db ne permet pas la mise en
place de cette régulation négative. Une étude a en effet mis en évidence une sur-activation de
la voie de I’insuline observée par 1’augmentation de la phosphorylation d’Akt et de GSK3p3
dans le cortex et I’hippocampe des souris db/db en comparaison a des souris témoins
(Clodfelder-Miller et al., 2005). De nombreuses données convergent pour montrer que le
développement d’une résistance a I’insuline dans 1’hippocampe participe a la mise en place
d’altérations cognitives dans des contextes d’obésité (Grillo et al., 2015; Spolcova et al.,
2014; Wu et al., 2015), mais également chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer

(Biessels and Reagan, 2015; Yarchoan and Arnold, 2014). Cependant, nos données suggérent
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que différents mécanismes participent au développement de ces altérations cognitives,
puisque 1I’amélioration de la mémoire spatiale que nous avons montrée est indépendante d’une

amélioration de la sensibilité a I’insuline dans I’hippocampe.

Nos résultats suggerent que la neurogencese n’est pas impliquée dans les effets
bénéfiques du régime AGPI n-3/antioxydants sur la meémoire. Cependant, bien que
I’administration d’OFS n’ait pas d’impact non plus sur la neurogenése, nous avons montré
dans le chapitre 3 que le nombre de néoneurones dans 1’hippocampe est inversement corrélé
a la densité de cellules microgliales et que cette relation prédit les performances mnésiques
dans le test du labyrinthe en Y. De plus, 1’administration chronique d’OFS diminue
sensiblement les ramifications des cellules microgliales dans I’hippocampe, ce qui peut
refléter une diminution de I’activation microgliale (Ransohoff and Perry, 2009). Méme s’ils
doivent étre complétés, ces résultats suggeérent ainsi un lien complexe entre composition du
microbiote intestinal, activation microgliale, neurogenése hippocampe et altérations
mnésiques chez les souris db/db. Il serait intéressant de comprendre les mécanismes sous-
tendant cette relation, puisqu’elle pourrait représenter une cible de choix dans le
développement de stratégies permettant de réduire les altérations cognitives chez les sujets

obeéses.

D’autres mécanismes ont été mis en évidence dans la régulation de la cognition dans
des modeles animaux d’obésité. Par exemple, les altérations de la mémoire spatiale des souris
db/db peuvent étre améliorées par une diminution de I’activité des GC (Stranahan et al.,
2008). Cependant, I’administration d’AGPI n-3 et d’antioxydants améliore la mémoire
spatiale des souris db/db, mais cette amélioration n’est pas associée a une diminution de la
concentration de corticostérone dans le plasma, ni a une diminution de 1’activation des GR
dans I’hippocampe. A [’inverse, ’administration chronique d’OFS réduit les taux de
corticostérone plasmatique, mais n’améliore pas la cognition. De méme, une diminution des
taux d’IL-1P dans I’hippocampe diminue les déficits cognitifs chez la souris db/db (Erion et
al., 2014). Cependant, nous avons montré que I’activation des voies de signalisation MAPK
p44/42 et p38 qui sont associées a cette cytokine n’est pas réduite par le régime enrichi, alors

qu’il améliore la mémoire spatiale des souris db/db.

De facon surprenante, nous avons montré que le régime enrichi en AGPI n-
3/antioxydants diminuait les performances mnésiques dans le test de la piscine de Morris chez

les souris témoins db/+. On peut poser I’hypothése qu’une supplémentation nutritionnelle
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pourrait étre délétere chez des sujets sains n’ayant pas de déficits cognitifs et n’ayant donc a
priori pas besoin d’un apport supplémentaire en ces nutriments. En effet, une étude a montré
que la consommation chronique d’un régime contenant une dose élevée de CoQ10 diminue
les performances mnésiques dans le test de la piscine de Morris, alors qu’une dose plus faible
de CoQ10 n’a pas d’impact sur la mémoire. De la méme maniére, une autre étude a montré un
effet dose/réponse de I’administration du polyphénol épicatéchine sur la mémoire spatiale
dans ce méme test. En effet, les souris ayant re¢u une forte dose d’épicatéchine ne se
souviennent pas de I’emplacement de la plateforme pendant la phase de rétention. De plus,
des études convergent vers I’idée que certains antioxydants comme la vitamine C ou ’a-
tocopherol peuvent avoir des propriétés pro-oxydantes et ainsi augmenter la péroxydation des
lipides et I’inflammation (Kondakci et al., 2013), en particulier lorsqu’ils sont ingérés en

grandes quantités (Carocho and Ferreira, 2013).

Pour conclure, I’ensemble de ces données met en évidence la complexité des
mécanismes qui sont impliqués dans le développement des altérations cognitives associées a
I’obésité. Nos approches nutritionnelles suggerent cependant qu’une combinaison d’AGPI n-3
et d’antioxydants pourrait étre utilisée comme une stratégie non pharmacologique permettant
de prévenir et/ou de réduire les troubles mnésiques associées a 1’obésité. Nos résultats
suggerent également que les interventions modulant la plasticité synaptique pourraient étre
des stratégies prometteuses pour réduire ces altérations chez les individus obeses. Enfin, les
manipulations du microbiote intestinal induites par des prébiotiques semblent mettre en
évidence un lien entre microbiote intestinal, neurogenese, inflammation et performances
cognitives, ce qui suggere que de nouveaux mécanismes doivent encore étre mis en évidence

dans la régulation de la cognition chez les sujets obeses.

IV. Conclusion générale et perspectives

Au cours de ce travail de these, nous avons mis en évidence le role clé du TNF-a
hippocampique dans le développement de troubles de I’humeur associés a 1’obésité. Nous
avons pu montrer que I’inhibition du TNF-o cérébral améliore les comportements de type

anxieux en diminuant I’activité spontanée des neurones glutamatergiques dans I’hippocampe
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ventral. Ainsi, le TNF-a constitue une cible de choix dans le développement de stratégies
visant & diminuer les troubles de I’humeur chez les individus obéses. Il sera toutefois
nécessaire de mieux caractériser par quels mécanismes le TNF-a module la transmission
synaptique dans I’hippocampe ventral. Cette cytokine est notamment capable d’interférer avec
la production d’insuline et son action dans ses tissus cibles, en inhibant I’activation de sa voie
de signalisation. La présence d’insulino-résistance dans des structures impliquées dans la
régulation des émotions comme ’hippocampe suggére que 1’insuline pourrait étre un des
intermédiaires par lesquels le TNF-a induit le développement de troubles de I’humeur dans le
contexte de 1’obésité. Afin de tester cette hypothése, nous allons évaluer si 1’inhibition du
TNF-0 diminue la résistance a 1’insuline dans 1’hippocampe des souris db/db. Cette
perspective permettra de mieux comprendre le r6le du TNF-a dans les troubles de 1’humeur
associés a 1’obésité et d’identifier de nouvelles cibles permettant de diminuer les altérations
émotionnelles dans ce contexte. De plus, bien que I’hippocampe ventral soit important dans la
mise en place de troubles émotionnelles, la régulation de I’humeur implique bien évidement
d’autres structures (amygdale, cortex préfrontal...) et il serait donc important d’établir un lien
entre I’effet du TNF-a dans I’hippocampe ventral et les mécanismes mis en jeu dans ces

structures.

Dans un second temps, nous avons montré que la mise en place de stratégies
nutritionnelles pouvait améliorer les altérations métaboliques et cognitives associées a
I’obésité. En effet, des traitements permettant de modifier le microbiote intestinal, comme
certains prébiotiques, pourraient étre mis en place chez les individus obeses, puisque
I’administration de prébiotiques chez la souris obese db/db améliore les altérations
métaboliques. De plus, la consommation d’un régime enrichi en AGPI n-3 et antioxydants
améliore les performances mneésiques chez les souris obeses via des mécanismes impliquant

probablement une amélioration de la plasticité synaptique dans 1’hippocampe.

Il est important de mentionner que les travaux réalisés au cours de cette thése
contribuent a montrer que la régulation des émotions et de la cognition est sous-tendue par des
mécanismes différents (Fig. 24). En effet, alors que I’inflammation semble étre un mécanisme
majeur dans la régulation des troubles de I’humeur, les résultats obtenus dans cette these ne
plaident en revanche pas pour son implication dans I’amélioration de la cognition induite par
les AGPI n-3 et par les antioxydants chez les souris db/db. On ne peut toutefois pas totalement

exclure un réle potentiel de I’inflammation dans les effets du régime enrichi, puisque son
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impact n’a pas été évalué sur ’ensemble des cytokines (IL-4, IL-2, IFN-a, IFN-y, etc.) et des
voies de signalisation qui leurs sont associées (IkB/NFkB, INK, STAT1/2, etc.). Toutefois, il
semble que la prise en charge des troubles neuropsychiatriques chez les sujets obeses doive
prendre en compte les differents mécanismes participant a ces altérations comportementales

afin d’améliorer a la fois I’humeur et la cognition chez ces patients.

En conclusion, les données obtenues au cours de cette thése nous ont permis de mettre
en évidence que l’inflammation, et plus spécifiquement le TNF-a, pouvait étre une cible
importante dans le développement de stratégies thérapeutiques visant a diminuer les troubles
de ’humeur associées a I’inflammation, en particulier chez les sujets obeéses. De plus, nous
avons montré que des interventions nutritionnelles pouvaient constituer un traitement non
pharmacologique permettant de réduire le développement de troubles métaboliques et/ou
neuropsychiatriques, non seulement chez les patients obeses, mais également chez des

patients atteints d’autres pathologies associées a des altérations neuropsychiatriques.

anti-
inflammatory
interventions

I Mood
1 TNFa 1 disorders

ovesity (HIRIENES

l J Neuronal l Cognitive
plasticity deficits

N-3 PUFAs/
antioxidants

Figure 24 : Différents mécanismes sont impliqués dans la régulation des altérations émotionnelles
et cognitives associées a I’obésité / Different mechanisms are involved in the emotional and cognitive
alterations associated with obesity

V- General conclusion and perspectives

In this thesis, we have first highlighted a main role of brain TNF-a in the development
of mood disorders associated with obesity. We showed that inhibiting brain TNF-o improves
anxiety-like behaviors in db/db mice through decreased spontaneous activity of glutamatergic
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neurons in the ventral hippocampus. Hence, our results point to TNF-a as an important player
in the development of mood disorders in obese patients. However, it will be necessary to
understand how TNF-a modulates synaptic transmission within the ventral hippocampus.
Among other potential mechanisms, this cytokine is able to interfere with insulin production
and action in its target tissues, by inhibiting intracellular insulin signaling pathway. The
insulin resistance reported in brain structures involved in mood regulation in db/db mice, such
as the hippocampus, suggests that insulin may be a potential mediator of TNF-a-induced
mood symptoms in obese patients. We will test this hypothesis by assessing if TNF-a
inhibition decreases hippocampal insulin resistance in db/db mice. This should lead to a better
knowledge of the role of TNF-a in mood disorders associated with obesity, and to identify
new potential targets for improving mood alterations in this context. Moreover, although
ventral hippocampus is a main structure in the development of emotional alterations, mood
regulation also relies on other brain areas such as the amygdala and prefrontal cortex. Hence,
it will be important to assess the link between TNF-a effect in the ventral hippocampus and its
potential impact on the other brain areas of interest.

Secondly, we reported a potential beneficial effect of nutritional intervention on
metabolic and cognitive alterations associated with obesity. Indeed, manipulating the gut
microbiota with nutritional approaches, such as prebiotic administration, could be used in
obese subjects, since it improved metabolic alterations in db/db mice. Moreover, n-3
PUFAs/antioxidants chronic consumption improved memory performances in db/db mice

through mechanisms likely involving improved synaptic plasticity within the hippocampus.

It is important to note that this work contributes to show that different mechanisms
respectively underlie mood and cognition (Fig. 24). Indeed, whereas inflammation seems to
be a main player in the regulation of mood, the data obtained during this thesis suggest that it
is unlikely involved in n-3 PUFAs/antioxidants-induced cognitive improvements in db/db
mice. We cannot however totally exclude a role of inflammatory processes in these effects
since the impact of n-3 PUFAs/antioxidant supplementation has not been assessed on other
cytokines (IL-4, IL-2, IFN-a, IFN-y, etc.) and associated signaling pathways (IkB/NFkB,
JNK, STAT1/2, etc.). Although some issues remain opened, this work highlights the necessity
of carefully taking into account the different mechanisms respectively underlying mood and
cognitive alterations associated with obesity in order to improve the management of these

neuropsychiatric symptoms.
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To conclude, this work contributes to show that inflammation, especially TNF-a,
could be a promising target in the development of therapeutic strategies aiming at decreasing
mood symptoms associated with inflammation, particularly in obese patients. Moreover,
nutritional interventions may represent a non-pharmacological strategy to decrease metabolic
and/or neuropsychiatric alterations, not only in obese patients, but also in other conditions

associated with neuropsychiatric disorders.
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— MISE AU POINT —

LES TROUBLES DE LHUMEUR
ASSOCIES A LOBESITE
ET AU DIABETE DE TYPE 2

Role de la neuroinflammation

‘Q Célia Fourrier*, Nathalie Castanon*, Sophie Layé*

La prévalence des troubles de Uhumeur, tels que la
dépression majeure, chez les patients obéses et/
ou diabétiques atteint prés de 30 %, c’est-a-dire
le double de ce qui est observé dans la population
générale. Ceci est problématique, car la dépres-
sion augmente le risque de développer des comor-
bidités telles que les troubles cardiovasculaires
et altére la qualité de vie des patients. Ainsi, la
compréhension des mécanismes impliqués dans
le développement de la dépression chez les sujets

obéses/diabétiques est un enjeu majeur de santé
publique. Des données épidémiologiques, cliniques
et expérimentales ont révélé que laction sur le
cerveau de Uinflammation de bas grade qui accom-
pagne Uobésité et le diabéte est clé dans la symp-
tomatologie dépressive. Les pistes nutritionnelles
utilisant les propriétés anti-inflammatoires de nu-
triments, notamment les acides gras polyinsaturés
de type n-3, dans la prise en charge des troubles de
Uhumeur associés a Uobésité, sont discutées.

INTRODUCTION

Aujourd’hui, lUobésité est devenue
une véritable pandémie mondiale
avec, en 2014, plus de 600 mil-
lions d'adultes obéses dans le
monde (Organisation mondiale de
la santé, OMS). De plus, la préva-
lence du diabéte ne cesse d'aug-
menter et atteint prés de 9 % de la
population adulte avec une prévi-
sion de 592 millions de personnes
atteintes en 2035 (OMS, 2014, [1]).
Parmi les patients diabétiques,
90 % sont atteints d'un diabéte de
type 2 (DT2). Outre les comorbidi-
tés métaboliques (hyperglycémie,
insulinorésistance...), lobésité
sévere et le DT2 sont associés a
un plus grand risque de dévelop-

*NutriNeuro [Nutrition et Neurobiologie Intégrée]
UMR 1286 INRA Université de Bordeaux
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per des altérations neuropsychia-
triques telles que la dépression
majeure (2). En effet, la prévalence
de dépression chez des patients
diabétiques est environ deux fois
plus élevée qu’en population gé-
nérale non diabétique du méme
age (3). Chez le sujet obése et/
ou DT2, les troubles neuropsy-
chiatriques compliquent la prise
en charge médicale du patient :
en effet, la mauvaise estime de
soi et l'autonégligence, qui sont
des symptomes de la dépression,
participent au mauvais suivi des
traitements et des recommanda-
tions hygiénodiététiques, avec un
impact considérable sur la qualité
de vie des patients (4). De plus,
la dépression est un facteur de
risque pour le développement des
comorbidités du diabéte, dont les

risques cardiovasculaires, et aug-
mente la mortalité. L'étiologie de
la dépression associée au diabete
est encore peu connue, ainsi la
compréhension des mécanismes
impliqués est nécessaire afin
d’améliorer la prise en charge et
la qualité de vie des patients.

OBESITE ET DT2 :

DES PATHOLOGIES
INFLAMMATOIRES
CHRONIQUES

A BAS BRUIT

Bien que différents mécanismes
neurobiologiques puissent avoir
unrole dans lamise en placed'une
dépression associée a lobésité
et au DT2, des études récentes
chez 'Homme et chez lanimal
ont mis en évidence un réle de
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Uinflammation dans ce proces-
sus (5). Lobésité et le DT2 sont en
effet associés a une inflammation
chronique dite a bas bruit qui se
traduit par des concentrations
de facteurs inflammatoires (dont
les cytokines) dans la circulation
sanguine supérieures aux taux
observés chez des sujets non
obéses. Un des facteurs majeurs
dans le développement de cet
état d'inflammation chronique a
bas bruit est l'augmentation de la
proportion de tissu adipeux blanc.
En effet, les adipocytes, mais éga-
lement les macrophages et les
cellules T, s'accumulent progres-
sivement dans le tissu adipeux
et sécrétent des facteurs inflam-
matoires libérés dans la circula-
tion. De nombreuses études ont
montré une amélioration du pro-
fil inflammatoire circulant chez
des patients obéses apres une
perte de poids importante. De
plus, de nombreux patients dia-
bétiques de type 2 sont obéses ou
en surpoids et plusieurs études
ont montré une relation entre fac-
teurs inflammatoires circulants
et mesures d'adiposité (en parti-
culier d'adiposité viscérale) chez
les patients diabétiques de type 2.
Différentes études montrent que
lobésité est également associée a
des altérations de composition de
la flore intestinale, ou microbiote
intestinal, et a une augmentation
de la perméabilité intestinale per-
mettant le passage d’endotoxines
bactériennes dans la circulation.
Ces altérations gastro-intesti-
nales participent également au
développement de linflammation
a bas bruit associée au DT2 (é). Il
est clairement établi que lUinflam-
mation systémique provoque une
inflammation cérébrale, carac-
térisée par la production locale
de cytokines inflammatoires (7).

Ainsi, les cytokines inflamma-
toires libérées dans la circulation
peuvent agir a distance sur diffé-
rents organes, dont le cerveau, au
travers de voies humorale, neu-
rale et cellulaire. Lactivation de
ces différentes voies de commu-
nication entre le systéme immuni-
taire et le cerveau entraine la pro-
duction de cytokines cérébrales
par les cellules endothéliales et
gliales, en particulier les macro-
phages résidents du cerveau ap-
pelés microglie.

NEUROINFLAMMATION :
UN FACTEUR CLE DANS
LA REGULATION

DE UHUMEUR

Depuis des années, des études
cliniques et expérimentales ont
montré que la dérégulation de
la production et/ou lactivité des
cytokines inflammatoires jouent
un role majeur dans le dévelop-
pement de troubles neuropsychia-
triques dans des situations asso-
ciées a une inflammation. En effet,
les cytokines sont capables de
moduler différents mécanismes
neurobiologiques impliqués dans
la régulation de Uhumeur, dont
le métabolisme et la fonction de
certains neurotransmetteurs (les
monoamines), lactivité neuroen-
docrinienne, la plasticité neuro-
nale et/ou les connexions neuro-
nales entre différentes structures
cérébrales. Lors d'une infection,
la synthése transitoire de cyto-
kines inflammatoires coordonne
un nombre important de chan-
gements comportementaux
(anorexie, fatigue, altérations
transitoires de la cognition et de
Uhumeur...] regroupés sous le
terme de “comportement de ma-
ladie”. Nécessaire a la résolution
de linfection, le comportement de
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maladie est généralement transi-
toire et ne dure que jusqu’a ce que
le pathogéne soit éliminé et que
le systeme inflammatoire ne soit
plus activé. Cependant, des condi-
tions médicales telles que l'obési-
té et le DT2 sont caractérisées par
une activation prolongée du sys-
teme immunitaire cérébral. Il est
important de noter que linflam-
mation cérébrale associée a ces
pathologies est particulierement
marquée dans lhypothalamus,
siege du controle de 'homéosta-
sie énergétique, mais également
dans des structures cérébrales
impliquées dans la régulation de
Uhumeur et de la cognition, telles
que Uhippocampe. Par exemple,
des modeles animaux de DT2 tels
que les souris ob/ob (déficientes
pour le géne de la leptine) et les
souris db/db (déficientes pour le
géne du récepteur de la leptine)
présentent des altérations méta-
boliques associées a une augmen-
tation de l'expression de cytokines
inflammatoires (interleukine IL-
18, IL-6, facteur de nécrose tumo-
rale TNF-a) dans Uhippocampe (8).
De facon notable, cette augmenta-
tion de linflammation hippocam-
pique dans des modéles animaux
du DT2 est associée, chez ces ron-
geurs, au développement d'altéra-
tions émotionnelles s'apparentant
a certains symptomes de la dé-
pression majeure chez 'Homme
[Fig. 1).

MECANISMES IMPLIQUES
DANS LES ALTERATIONS
COMPORTEMENTALES
ASSOCIEES A
LINFLAMMATION

Au niveau des monocytes, macro-
phages et microglies activés, les
cytokines inflammatoires sont
capables d'induire la synthese de
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périphérique

Tissus adipeux
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inflammatoires

Métabolisme

FIGURE 1 - Role de Uinflammation dans le développement de la dépression associée a Uobésité. Lobésité est caractéri-
sée par des altérations métaboliques et par une inflammation périphérique a bas bruit provenant d’altérations du tissu
adipeux et de la fonctionnalité de la barriére intestinale. Ces altérations participent a la mise en place d’'une inflamma-

tion cérébrale qui représente un facteur majeur dans le développement de la dépression associée au diabéte.

différentes enzymes telles que
lindoléamine 2,3-dioxygénase
(IDOJ et la GTP-cyclohydrolase 1
(GTP-CH1]J, qui vont alors altérer
la biosynthese de monoamines
(sérotonine, dopamine...) connues
pour jouer un role majeur dans
la régulation de Uhumeur. Lacti-
vation de U'IDO par les cytokines
fait partie de la réponse inflam-
matoire a une infection. L'IDO est
une enzyme impliquée dans le
catabolisme du tryptophane, un
acide aminé essentiel précurseur
de la sérotonine (9). Ainsi, lactiva-
tion de U'IDO, qui dégrade alors le
tryptophane en kynurénine, peut
entrainer une réduction de la pro-
duction de sérotonine. Cette acti-
vation due a une inflammation ai-
gué est généralement bénéfique.
Cependant, une activation prolon-
gée de U'IDO cérébrale peut étre
délétere puisqu’elle a un impact
négatif sur la neurotransmission
monoaminergique, mais égale-
ment sur la survie neuronale. De
facon intéressante, le dévelop-
pement de symptémes neuro-
psychiatriques chez des patients
souffrant de pathologies a compo-
santes inflammatoires comme la
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maladie d’Alzheimer est associé a
des niveaux élevés de kynurénine
circulante. De facon similaire,
des patients souffrant d'obésité
sévere associée a une forte pré-
valence de symptémes neuropsy-
chiatriques ont également une
activation élevée de UIDO, ainsi
qu’une atrophie hippocampique,
en comparaison a des sujets non
obéses (2). Chez l'animal, lactiva-
tion d'IDO chez des souris obéses
induit une forte augmentation
des concentrations cérébrales de
kynurénine. De plus, ladminis-
tration de kynurénine a des sou-
ris normo-pondérales induit des
comportements de type anxieux
et de type dépressif ainsi que des
altérations cognitives. Ces don-
nées mettent donc en évidence
un role possible des métabolites
neurotoxiques de la kynurénine
dans le développement de symp-
tomes neuropsychiatriques in-
duits par linflammation associée
a lobésité.

De facon concomitante, les cyto-
kines réduisent la disponibilité
synaptique de la dopamine en agis-
sant sur les enzymes responsables

de la synthése de ce neurotrans-
metteur. Les cytokines inflam-
matoires activent en effet len-
zyme GTP-CH1, enzyme limitante
de la synthese de néoptérine. Cette
activation induit ainsi la produc-
tion de néoptérine au détriment de
la tétrahydrobioptérine (BH4). La
BH4 est un cofacteur de la tyrosine
hydroxylase, enzyme limitante de
la synthése des catécholamines,
dont la dopamine. La réduction de
la disponibilité de la BH4 entraine
ainsi la diminution de la synthése
de dopamine. Lactivation de GTP-
CH1 par les cytokines, indirecte-
ment mesurée par laugmentation
de la production de néoptérine, est
ainsi capable d’altérer la produc-
tion de dopamine, qui est impliquée
dans la régulation de Uhumeur
(10). En accord avec ces données,
des niveaux réduits de BH4 et une
augmentation de la concentration
de néoptérine dans le sang ont été
mesurés chez des patients souf-
frant de troubles neuropsychia-
triques. Il est important de noter
que, chez la personne agée, lin-
flammation chronique a bas bruit
s’accompagne de lactivation d’IDO
et de GTP-CH1 qui est corrélée aux
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altérations  neuropsychiatriques
fréguemment observées dans
cette population. De plus, des taux
de néoptérine élevés ont été mesu-
rés chez le sujet obése, ce qui sug-
gere que lactivation de GTP-CH1
par les cytokines dans un contexte
d'obésité, et les altérations de la
neurotransmission dopaminer-
gique qui en résultent pourraient
contribuer au développement des
symptomes  neuropsychiatriques
associés a lobésité.

IMPACT DES

OMEGA-3 SUR LA
NEUROINFLAMMATION
ASSOCIEE A L'OBESITE
De nombreuses études ont établi
un lien entre la consommation
de certains nutriments, en parti-
culier les acides gras polyinsatu-
rés de type n-3 (AGPI n-3), et la
régulation de linflammation (11).
Des interventions nutritionnelles
basées sur ces nutriments aux
propriétés anti-inflammatoires et
connus pour moduler les com-
portements émotionnels pour-
raient donc représenter des stra-
tégies intéressantes dans le cadre
du développement de nouvelles
stratégies visant a améliorer les
troubles neuropsychiatriques
associés a lobésité et/ou au DT2.
Les AGPI sont des acides gras dits
“essentiels” puisqu’ils ne peuvent
pas étre synthétisés de novo par
lorganisme et doivent donc étre
fournis par l'alimentation. Il existe
deux familles d'’AGPI : ceux de la
série n-6 [(dits oméga-6) et ceux
de la série n-3 (dits oméga-3). En
France, les apports en oméga-3 et
en oméga-6 sont déséquilibrés : le
rapport oméga-6/oméga-3 est de
lordre de 10, soit plus du double
des recommandations nutrition-
nelles (Agence nationale de sécu-

ENCADRE - LES CYTOKINES MODULENT LACTIVITE
DES SYSTEMES DE NEUROTRANSMISSION

* Indoléamine-2,3 dioxygénase (IDO) : 'IDO est une enzyme impliquée
dans le catabolisme du tryptophane, un acide aminé essentiel dans la
synthése de sérotonine (5-HT), dont la neurotransmission est perturbée
au cours de la symptomatologie dépressive. L'activation de U'IDO, tout
en induisant une déplétion en tryptophane, va entrainer la synthése
de kynurénine. Ce métabolite peut a son tour étre métabolisé en acide
quinolinique, excitotoxique, et en acide kynurénique, neuroprotecteur
du fait de ses propriétés antagonistes des récepteurs glutamatergiques
NMDA (N-methyl-d-aspartate). Lacide quinolinique est également
impliqué dans la production de radicaux libres. Une activation du
systeme immunitaire a la périphérie peut entrainer un basculement du
métabolisme de la kynurénine dans le systéme nerveux central vers la
production d’acide quinolinique, au détriment de l'acide kynurénique,
entrainant un état “neurotoxique”.

Guanosine-triphosphate-cyclohydrolase-1 (GTP-CH1) : Uactivation de
l'enzyme GTP-CH1 entraine la production de néoptérine a partir du GTP
au détriment de la formation de tétrahydrobioptérine (BH4). Le BH4 est
nécessaire a la conversion par la tyrosine hydroxylase de la tyrosine en
dopa, précurseur de la dopamine. L'activation de la GTP-CH1 induit donc
une diminution des taux de BH4, et par conséquent une diminution de la
synthése de dopamine.

/1 Acide kynurénique ==> Neuroprotecteur
Kynurénine?_

IDOT "y Acide quinolinique == Neurotoxique

Tryptophane —————> Sérotonine
Tryptophane

hydroxylase

/ Néoptérine
GTP-CH1 Tyrosine

Y Tyrosine
BH4 > hydroxylase

=i =

Dopa —> Dopamine

FIGURE 2 - Effet des cytokines sur les systemes de neurotransmission.

résolvines et

rité sanitaire de l'alimentation, de les

lenvironnement et du travail). Des
études ont mis en évidence des ef-
fets anti-inflammatoires des AGPI
n-3 4 la périphérie (12). Ainsi, dans
les cellules immunitaires, l'acide
eicosapentaénoique  (EPA) et
lacide docosahexaénoique (DHA),
des précurseurs des AGPIl n-3,
réduisent la synthése de cytokines
inflammatoires par lintermé-
diaire de dérivés bioactifs comme
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protectines,
des molécules impliquées dans
la résolution de linflammation.
Chez 'Homme, une consomma-
tion élevée de DHA est par ailleurs
associée a un risque plus faible
de développer des pathologies a
composante neuroinflammatoire
comme les maladies de Parkin-
son et d'Alzheimer (13). Ceci a
amené a poser 'hypothése que le
DHA pourrait également avoir des
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effets anti-inflammatoires dans le
cerveau. En effet, des études chez
le rongeur ont mis en évidence
un impact des AGPI n-3 non seu-
lement sur la neurogenése ou la
plasticité cérébrale, mais égale-
ment sur la neuroinflammation.
Par exemple, lactivation micro-
gliale et la production accrue de
cytokines inflammatoires obser-
vées dans un contexte de vieil-
lissement sont diminuées par
un enrichissement du régime en
EPA et/ou en DHA. De plus, chez
la souris, une carence alimentaire
en DHA entraine une activation
microgliale et une production ac-
crue de cytokines inflammatoires
dans Uhippocampe. En paralléle
de leurs effets sur la neuroinflam-
mation, les AGPI n-3 ont égale-
ment un role dans la régulation
de Uhumeur (14). Par exemple,
des patients dépressifs ont des
niveaux sanguins d'EPA et de DHA
diminués en comparaison a des
sujets sains. Au niveau cérébral,
des études post-mortem réali-
sées chez des patients qui souf-
fraient de dépression majeure
ont révélé que les taux de DHA
étaient plus faibles dans le cortex
orbitofrontal. A ces observations

— MISE AU POINT —

cliniques s'ajoutent des études
épidémiologiques qui ont mon-
tré qu'une faible consommation
d’AGPI n-3 était liée a une préva-
lence plus élevée de troubles de
Uhumeur. Limplication du DHA
cérébral dans le développement
de la dépression a également été
évaluée chez l'animal. En effet, il a
été montré que la consommation
d'un régime contenant de faibles
taux d’AGPI n-3 pendant plusieurs
générations successives indui-
sait des comportements de types
anxieux et dépressif chez le rat, la
souris et le primate non humain,
et que ces comportements étaient
associés a de faibles niveaux de
DHA au niveau cérébral dans des
telles que Llhippo-
campe. Lensemble de ces don-
nées suggére donc un effet “anti-
dépresseur” des AGPI n-3 par
une action cérébrale, notamment
en réduisant la neuroinflamma-
tion. Si cette piste nutritionnelle
est prometteuse dans la prise en
charge de la neuroinflammation
et de ses effets sur le cerveau,
il reste cependant a démontrer
que les AGPI n-3 protegent de la
dépression associée a l'obésité ou
au DT2.

structures

CONCLUSION

De nombreuses données in-
diquent que linflammation est
impliquée dans les troubles de
lhumeur associés a lobésité et
au DT2. Il reste cependant encore
a mieux caractériser la compo-
sante neuroinflammatoire par
des études d’imagerie cérébrale
chez 'Homme afin de développer
des stratégies de prise en charge
adaptées. Dans ce contexte, des
études utilisant des approches
nutritionnelles basées sur des
nutriments tels que les AGPI n-3,
qui possedent des propriétés an-
ti-inflammatoires et sont connus
pour moduler 'humeur sont donc
attendues. |

® Les auteurs déclarent ne pas avoir de liens d'intéréts.

MOTS-CLES

Obésité, Diabéte de type 2,
Troubles de Uhumeur, Dépression,
Neuroinflammation
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associée au diabéte

Le diabéte de type 2 est associé a une prévalence élevée de développer une : Mots-clés :

dépression. L'identification des mécanismes sous-tendant cette association est
un enjeu de santé publique majeur. Des données récentes suggérent que des
processus inflammatoires seraient impliqués dans le développement de ces alté-
rations émotionnelles. L'activité anti-inflammatoire de certains traitements anti-
diabéte pourrait donc contribuer a une amélioration des symptomes dépressifs

chez certains patients diabétiques.

Célia Fourrier, doctorante, Nathalie Castanon, chargé de recherche et Sophie Layé, direc-
teur de recherche, unité NutriNeuro (Nutrition et Neurobiologie Intégrée), UMR 1286,

INRA, Université de Bordeaux, Bordeaux.
Déclaration d'intéréts : Pas de lien d'intérét avec I'article.

D Introduction

Le diabéte, dont la prévalence mondiale ne cesse d'aug-
menter (9 % de la population adulte en 2014 d’aprés
I'Organisation mondiale de la santé¢, OMS) constitue un
véritable probléme de santé publique. Des études esti-
ment & 592 millions le nombre de personnes qui seront
touchées par la maladie en 2035 (1). Parmi les patients
diabétiques, 90 % sont atteints d'un diabéte de type 2
(DT2). Outre des altérations métaboliques (hyperglycé-
mie, insulino-résistance... ), il est associé & une prévalence
accrue de développer des co-morbidités neuropsychia-
triques telles que la dépression majeure (2). En effet, on
sait désormais que la prévalence de dépression chez des
patients diabétiques est environ deux fois plus élevée que
dans la population générale non diabétique du méme Gge
(3). La dépression a un impact considérable sur la qualité
de vie et la prise en charge médicale du patient ainsi que
sur le risque de complications (4). En effet, chez I'adulte,
elle se caractérise par une mauvaise estime de soi et une
auto-négligence, et son occurrence dans un contexte de
diabéte peut entrainer, entre autres choses, un mauvais
suivi du traitement par le patient. La compréhension des
mécanismes impliqués dans |'association entre diabéte et
dépression est donc nécessaire afin d'améliorer la qualité
de vie du patient et sa prise en charge.

D Le diabéte : une condition inflammatoire
périphérique et centrale

Bien que différents mécanismes neurobiologiques puissent
avoir un réle dans la mise en place d’une dépression asso-
ciée au diabéte, des études récentes chez I'Homme et chez
I'animal ont mis en évidence |'importance de I'inflammation
dans ce processus (5, 6). Le DT2 est en effet associé & un
profil inflammatoire caractérisé par une augmentation de
la concentration de cytokines inflammatoires circulantes.
Un des facteurs majeurs dans le développement de cet état
d'inflammation chronique dit & bas bruit est I'augmenta-
tion de la proportion de tissu adipeux blanc. En effet, les

Diabéte de type 2,
Dépression,
Inflammation,

Neuro-inflammation,
Métabolisme

adipocytes mais également les macrophages et les cellules
T s'accumulent progressivement dans le tissu adipeux et
sécrétent des facteurs inflammatoires libérés dans la cir-
culation. Le DT2 est également associé & des altérations
du microbiote intestinal et & une augmentation de la per-
méabilité intestinale permettant le passage d’endotoxines
bactériennes dans la circulation (7). Des études dans des
modéles animaux de diabéte ont ainsi mis en évidence que
ces altérations gastro-intestinales participaient également
au développement de I'inflammation & bas bruit associée
au diabéte

Il 'est clairement établi que I'inflammation systémique pro-
voque une inflammation cérébrale, caractérisée par la
production locale de cytokines inflammatoires (8). Ainsi,
les cytokines inflammatoires libérées dans la circulation
peuvent agir & distance sur différents organes, dont le
cerveau, au travers de voies humorale, neurale et cellu-
laire. L'activation de ces voies de communication entre le
systéme immunitaire et le cerveau entraine la production
de cytokines cérébrales par les cellules endothéliales et
gliales, en particulier les macrophages résidents du cer-
veau appelés microglie. Dans le cerveau, les cytokines
sont capables de moduler des mécanismes neurobio-
logiques impliqués dans la régulation de I'humeur, dont
le métabolisme et la fonction des neurotransmetteurs (les
monoamines), I'activité neuroendocrinienne, la plasticité
neuronale et/ou les connections neuronales entre diffé-
renfes structures cérébrales. Il est intéressant de noter que
I'inflammation cérébrale associée au diabéte est particu-
lierement marquée dans I'hypothalamus, siége du contréle
de I'homéostasie énergétique (9), mais également dans
des structures cérébrales impliquées dans la régulation de
I'humeur et de la cognition, telles que I'hippocampe. Par
exemple, des modéles animaux de DT2 tels que les souris
ob/ob (déficientes pour le géne de la leptine) ef les souris
db/db (déficiente pour le géne du récepteur de la leptine)
présentent des altérations métaboliques associées & une
augmentation de I'expression de cytokines inflammatoires
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dans I'hippocampe (IL-1, IL-6, TNF-) (10,11). Au niveau des
monocytes, macrophages et microglies activés, ces cyto-
kines inflammatoires sont capables d'induire la synthése
de différentes enzymes telles que I'indoleamine 2,3-dioxy-
génase (IDO) et la GTPcyclohydrolase 1 (GTP-CH1), qui
vont alors altérer la biosynthése de monoamines (séro-
tonine, dopamine...) connues pour jouer un réle majeur
dans la régulation de I'humeur. De fagon notable, cette
augmentation de I'inflammation hippocampique dans des
modéles animaux du DT2 est associée, chez ces rongeurs,
au développement d'altérations émotionnelles s'apparen-
tant & cerfains symptémes de la dépression majeure chez
I'Homme

D Des facteurs modulateurs
Il existe plusieurs facteurs pouvant moduler I'impact de la
neuro-inflammation sur la dépression associée au diabéte.

Les effets centraux des cytokines sur la régulation de
I'humeur peuvent étre modulés par des systémes neuro-
endocriniens, notamment |'axe corticotrope (ou axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien) qui est connu pour
étre suractivé dans un contexte de diabéte. De plus, il est
bien établi que des altérations immunes peuvent causer
des changements significatifs de I'activité de |'axe corti-
cotrope et vice et versa. Ainsi, il a été montré récemment
que les glucocorticoides pouvaient moduler la sensibilité
des microglies dans un modéle animal de diabéte (12).

Une des caractéristiques du diabéte est une augmentation
significative de la production de leptine et une résistance
& cette adipokine. Celleci est synthétisée proportionnel-
lement & la quantité de masse grasse et a été largement
étudiée pour son réle clé dans le contréle de I'homéosta-
sie énergétique et du comportement alimentaire. Cepen-
dant, la distribution des récepteurs de la leptine dans des
structures telles que I'hippocampe a permis de mettre en
évidence son réle dans la régulation des émotions. Des
études cliniques ont mis en évidence de faibles niveaux de
leptine dans le sérum ou le liquide céphalo-rachidien de
sujets atteints de dépression majeure (13). Chez |'animal,
des souris diabétiques caractérisées par une altération de
la signalisation de la leptine ont des réponses émotion-
nelles altérées, en association avec une augmentation de
I'inflammation hippocampique. Ces données suggérent
que la leptine et les cytokines contribuent de facon syner-
gique au développement de la dépression associée a
I'obésité. Cette hypothése est renforcée par des études
montrant que la leptine est un modulateur important du
systéme immunitaire, en particulier de I'activation des cel-
lules immunitaires en périphérie et de la microglie dans le
cerveau (14).

L'insuline, dont les taux circulants et les voies de signalisa-
tion sont altérés en cas de diabéte, est capable d'interagir
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Réle de l'inflammation dans le

développement de la dépression associée au
diabéte de type 2. Le DT2 est caractérisé par des
altérations métaboliques (hyperinsulinémie, hyperleptinémie,
suractivation de I'axe corticotrope...) et par une inflammation
périphérique & bas bruit, provenant d'altérations du tissu
adipeux et de la fonctionnalité de la barriére intestinale. Ces
altérations participent & la mise en place d’une inflammation
cérébrale qui représente un facteur majeur dans le
développement de la dépression associée au diabéte.

avec les processus inflammatoires et d'agir au sein du
cerveau pour moduler la cognition et I'humeur (15). L'alté-
ration de la voie de signalisation de I'insuline pourrait
ainsi, comme la leptine, contribuer au développement
d'une dépression dans un contexte de diabéte, en inter-
agissant avec les cytokines cérébrales. Cependant, des
études complémentaires sont nécessaires afin de fester
cefte hypothése.
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D Traitements antidiabétiques :

effets anti-inflammatoires au-dela

du contréle de la glycémie ?

Plusieurs fraitements pharmacologiques anti-inflammatoires
(traitements & base de salicylate, anticorps anti-cyto-
kines, activateurs de SIRT1...) ont été récemment festés
lors d’essais cliniques chez des patients diabétiques de
type 2 dans de but de diminuer la résistance & l'insuline,
d'améliorer la fonction des cellules B du pancréas et/ou
d'améliorer les fonctions cardiovasculaires. Cependant,
aucun d’entre eux n'a donné de résultats permettant une
généralisation de son usage clinique. En revanche, cer-
tains médicaments actuellement utilisés dans le traitement
du DT2 exercent une activité anti-inflammatoire, au-deld
de leur effet sur le contréle du glucose ou sur les taux
d’hémoglobine glyquée, qui constitue le paramétre de
référence dans la surveillance de I'équilibre glycémique
des patients diabétiques (16). Cette action anti-inflamma-
toire peut résulter de la diminution de I'hyperglycémie en
elle-méme, mais elle pourrait également étre due & d'autres
mécanismes indépendants de |'amélioration de la glycé-
mie. Ainsi, les niveaux de molécules inflammatoires sont
diminués chez des patients diabétiques traités avec des
thiazolidinediones et dans une moindre mesure avec de
la mefformine (appartenant & la famille des biguanides).
En effet, I'utilisation de thiazolidinediones chez des sujets
diabétiques diminue notamment la synthése de facteurs
chimio-attractants des macrophages ainsi que I'infiltration
de ceux<i dans le tissu adipeux. Cependant, d'autres trai-
tements antidiabétiques tels que les sulphonylurées, les gli-
nides, les inhibiteurs des p-glucosidases et les inhibiteurs
des SGLT2 ont un effet anti-inflammatoire plus modeste,
voire non démontré. Des études complémentaires sont par
ailleurs nécessaires afin d'évaluer les capacités anti-inflam-
matoires des incrétines (analogues du GLP-1 ou inhibiteurs
de la DDP4). Cependant, bien que les effets anti-inflam-
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Nutritional omega-3 modulates neuronal morphology in the
prefrontal cortex along with depression-related behaviour
through corticosterone secretion

T Larrieu™?, LM Hilal®*, C Fourrier'?, V De Smedt-Peyrusse'?, Sans N**, L Capuron'? and S Layé'?

Understanding how malnutrition contributes to depression is building momentum. In the present study we unravel molecular and
cellular mechanisms by which nutritional disturbances lead to impaired emotional behaviour in mice. Here we report that

nutritional n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) deficiency induces a chronic stress state reflected by disrupted glucocorticoid
receptor (GR)-mediated signalling pathway along with hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis hyperactivity. This hyperactivity
in turn resulted in neuronal atrophy in the dorsolateral (dl)- and dorsomedial (dm)- prefrontal cortex (PFC) and subsequent mood-
related behaviour alterations, similarly to chronic social defeat stress. Supplementation of n-3 PUFA prevented detrimental chronic
social defeat stress-induced emotional and neuronal impairments by impeding HPA axis hyperactivity. These results indicate a role
for dietary n-3 PUFA in the prevention of HPA axis dysfunction associated with the development of some neuropsychiatric disorders

including depression.

Translational Psychiatry (2014) 4, e437; doi:10.1038/tp.2014.77; published online 9 September 2014

INTRODUCTION

Compared with other organs, the brain is highly enriched in long-
chain polyunsaturated fatty acid (PUFA) including arachidonic acid
(20:4n—-6) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) that are
crucial to its normal development and function. In mammals,
arachidonic acid and DHA are converted from their precursors,
linoleic acid (LA, 18:2n—6) and a-linolenic acid (ALA, 18:3n-3),
respectively.” LA and ALA are not synthesised de novo by
mammals and are solely provided through diet to maintain
sufficient brain levels of long-chain PUFAs. A compelling body of
evidence suggests that anxiety and depressive disorders are
linked to dietary lipids, especially the n-3 PUFAs.>™ Numerous
clinical studies revealed that subjects with depressive symptoms
and with social anxiety disorders display significant lower levels of
n-3 PUFAs and higher ratio of n-6 to n-3 PUFAs in the blood and in
the brain.>* Supporting clinical observations, epidemiological
lines of evidence have linked nutritional n-3 PUFA deficiency
observed in industrialised countries>® and the prevalence of
mood disorders.” In animal models, it has been shown that
transient or maternal n-3 PUFA-deficient diet induces depressive-
and anxiety-like symptoms®'® as well as abnormal social
behaviour'" in adult offspring. However, mechanisms underlying
the effects of n-3 PUFA-deficient diet on emotional behaviour
remain largely unknown. Interestingly, similar behavioural impair-
ments occur in mice after exposure to chronic social defeat stress,
a well-characterised preclinical model of anxiety and
depression.'>™'* Mechanisms of chronic stress-induced emotional
behaviour deficits involve retraction of the apical dendritic tree
pyramidal neurons in several brain regions such as the prefrontal
cortex (PFC) and the hippocampus.”®'® Moreover, the

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is directly involved in
inducing anxiety- and depressive-like behaviour after chronic
social defeat stress as shown by the enhancement in behavioural
resiliency in mice adrenalectomised before social defeat.'® This led
us to an intriguing question regarding whether dietary n-3 PUFA
deficiency-induced emotional impairments are due to HPA axis
hyperactivity that induces neuronal atrophy in the PFC, similarly to
chronic social defeat stress.

To answer this question, we first compared the effects of dietary
n-3 PUFA deficiency to those of social defeat stress on emotional
behaviour, morphology of PFC pyramidal neurons and HPA axis
function in C57BL6/) mice. We then tested whether HPA axis
malfunction is responsible for anxiety- and depressive-like
behaviours observed in n-3-deficient mice by clamping HPA axis
output through adrenalectomy. Finally, we tested the hypothesis
that dietary n-3 PUFA-supplementation can preclude the occur-
rence of depression-like behaviour induced by chronic social
defeat stress by impeding HPA axis hyperactivity. This part directly
addresses the existing controversy regarding the benefits of a
nutritional intervention in treating/preventing mood disorders.

MATERIALS AND METHODS

Animals

All experiments were performed according to criteria of the European
Communities Council Directive (50120103-A). Behavioural and biochemical
experiments were performed on C57Bl6/J mice obtained from Charles
River (Arbresle, France). Mice were maintained under standard housing
conditions on corn cob litter in a temperature- (23+1°C) and humidity
(40%) -controlled animal room with a 12-h light/dark cycle (0700-
1900 hours), with ad libitum access to food and water. Retired CD1
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breeders used as the aggressors in the social defeat experiments were
obtained from Charles River. All tests were conducted during the light
period. C57BL6/J male mice were housed two per cage and maintained in
a temperature- and humidity-controlled facility on a 12-h light dark cycle
with food and water ad libitum. Mice were 3- to 4-month-old when the
behavioural and biochemical analysis were conducted.

Diets

C57Bl6/) mice were given water and isocaloric experimental diets ad
libitum (pellets prepared by UPAE-INRA, Jouy-en-Josas, France replaced
daily) as previously described.'’?*?" Pellets were stored at +4 °C, and fatty
acid composition was regularly controlled via gas chromatography
analyses of organic extracts from manufactured food pellets. Nutritional
n-3 PUFA-deficiency experiments: after mating, C57BL6/J females were fed
throughout gestation and lactation with a diet containing 6% of rapeseed
oil (rich in a-linolenic acid, 18:3n-3; the control diet) or 6% fat in the form of
sunflower oil (rich in LA, 18:2n-6; the n-3-deficient diet). After weaning,
male offsprings were fed with the same diet as their dam until the end of
the experiments. Nutritional n-3 PUFA-supplementation experiment:
C57BL6/) mice dams and their offsprings were kept on a standard diet
(A04, 3.1% lipids, SAFE, Augy, France) until weaning of the pups. At the age
of 3 weeks, male mice were assigned to the control diet or to a n-3
isocaloric supplemented diet containing 6% of tuna oil (rich in
eicosapentaenoic acid 20:5n-3 and docosahexaenoic acid 22:6n-3, the
n-3 supplemented diet) until they are 3-month-old (Supplementary Tables
S1 and S2). This period of time was chosen on the basis of previous studies,
showing that a 2-month supplementation with a diet enriched in tuna oil
increases DHA levels in the brain.?’

Chronic social defeat stress

Social defeat was performed as previously described.'? Briefly, intruder
mice (control diet, n-3-deficient and n-3-supplemented) were exposed
individually to an aggressive CD1 mouse for 5 min per day, during which
they were attacked and displayed subordinate posturing. Each episode of
stress was followed by 3h of protected sensory contact with their
aggressor. Mice were exposed to a different aggressor each day for 10 days
in order to prevent any habituation to the resident aggressor. Undefeated
mice were placed in pairs within a home cage set-up identical to that of
the defeated mice, with one undefeated mice per side separated by a
perforated Plexiglas divider for the duration of each sensory contact
session. Twenty-four hours after the last episode of social defeat, we
conducted social exploration test consisting of two consecutive sessions of
5 min. During the first session, the open field contained an empty wire
mesh in the corner of the field. During the second session, a social target
animal (unfamiliar CD1 male mouse) was introduced into the cage and
active investigatory behaviour was recorded to assess social interaction.
Forty-eight hours after the last session of stress, open-field test was
performed to assess anxiety-like behaviour. The same animals were used
for plasmatic corticosterone levels as well as morphological analyses. Basal
condition groups are indicated as ‘undefeated’ and social defeat condition
groups as ‘defeated’. To avoid maximum suffering, social defeat was
carried out with the minimum number of animals.

Behavioural testing

For social exploration measurement, mice were transferred to a new cage
(40 x40 cm). A social exploration session comprised 5 min without target
followed by 5-min exposure of an unfamiliar adult CD1 male enclosed in a
wire mesh placed in the corner of the field. Number of active investigatory
behaviour (mainly sniffing the anogenital region, mouth, ears, trunk and
tail) was manually counted by an experimenter blind to the conditions.

Open-field test was performed as previously published.*® Each animal
was transferred to the open-field apparatus (40 x 40 cm) and was allowed
to freely explore for 10 min the open field. A video tracking system (Smart,
Panlab, Barcelona, Spain) recorded the exact track of each mouse as well as
total distance travelled (cm) and time spent in the inner region (%).

For the forced swimming test, each mouse was individually placed into a
dark-grey polyvinylchloride cylinder (15 cm in diameter, 30 cm high) half
filled with water (25 + 1 °C), so that it would neither reach the base nor the
edge of the cylinder. The water was changed between subjects. The
amount of swimming during the 6-min test was used as an index of
despair-like behaviour. Videotaped behaviours of mice in the forced
swimming test were scored by using a time sampling technique to rate the
predominant behaviour over a 10-s interval.”® An animal was considered to
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be immobile when it made only minimal movements to keep its head
above water.

Pharmacological experiments

To examine the role of endogenous corticosterone in the behavioural,
morphological and biochemical changes measured in n-3-deficient mice,
corticosterone deficiency was created by adrenalectomy and low
corticosterone replacement or metyrapone pretreatment.

Surgery and chronic low corticosterone replacement. For corticosterone
replacement experiment, bilateral adrenalectomy (Adx) was performed
under isoflurane anaesthesia on 8-week-old control and n-3-deficient mice
(n=6-8 mice per group). Sham-operated animals were subjected to
anesthesia and bilateral laparotomy. Immediately after the surgery,
adrenalectomised mice received corticosterone (25 pug ml~ " in 0.9% saline
and 2% absolute ethanol) through drinking water for 4 weeks. This
intervention has previously been used to both lower and normalise
corticosterone levels as well as to mimic the normal circadian pattern of
corticosterone secretion.'®?*?* Emotional behaviour, neuronal dendritic
arborisation within the PFC as well as plasma corticosterone levels were
then analysed as described above.

Metyrapone treatment. Metyrapone (Enzo Life Sciences, Villeurbanne,
France) is a corticosterone synthesis inhibitor** that incompletely blocks
glucocorticoid synthesis. It was administered as an acute treatment to
avoid HPA axis adaptation to the drug over the course of a chronic
treatment. N-3-deficient mice received a single intraperitoneal injection of
drug dissolved in saline (0.9% NaCl, 75 mg per kg; 0.1 ml per 10 g) or 0.9%
NaCl in control condition, 90 min before the forced swimming test, which
is known to be sensitive to acute treatment.

Plasmatic corticosterone analysis

Trunk blood collection in ethylenediaminetetraacetic acid-lined tubes
(EDTA) was performed during diurnal rise period, previously determined to
occur 60 min before lights off.>> Corticosterone was measured with an in-
house radioimmunosorbent assay in the plasma as previously described.®
Briefly, after steroid extraction with absolute ethanol, total corticosterone
was measured by competition between cold corticosterone (B) and 3H-B
(B*) by a specific anticorticosterone antibody provided by Dr H Vaudry
(University of Rouen, France). We conducted corticosterone analysis
2 weeks after the last session of social defeat in order to validate our
model of social defeat previously reported to produce long-lasting effects
on several physiological parameters and behaviours.

Morphological analysis

Brains were quickly removed, washed in phosphate-buffered saline and
processed for staining of individual neurons following the manufacter’s
instructions for the rapid Golgi kit (FD Neurotech, Columbia, MD, USA).
Golgi-stained brain slices of 100 um containing the dorsal PFC were used
for morphological analysis. Pyramidal neurons of PFC II/Ill layers have been
repeatedly characterized as those exhibiting remodelling in response to
chronic stress'® and, therefore, were chosen for morphological analysis in
our study. The dorsal PFC can be divided into dorsolateral PFC including
frontal association (FrA) cortex (from 2.58 to 3.08 mm anterior to bregma);
and dorsomedial PFC including prelimbic cortex (from 1.5 to 2.3 mm
anterior to bregma). Three to six neurons per mouse and per region were
reconstructed by a trained experimenter blind to the conditions using a
Leica (Westar, Germany) and a Zeiss microscope Axio Imager 2 (x100)
(Lena, Germany) and analysed using the Neurolucida software (Micro
Bright Field Europe, Magdeburg, Germany). Morphological analyses were
conducted 2 weeks after the last session of social defeat.

Western blot analysis

Another batch of n-3-deficient and control diet mice was used for western
blot measurement performed as previously described.'’?® PFC and
hippocampus were homogenised in lysis buffer (TRIS 20 mm pH 7.5, anti-
protease cocktail, 5 mm MgCl,, 1 mm dithiothreitol, 0.5 M EDTA, 1 mm NaOV,
1mm NaF). After centrifugation, protein concentration was determined
using a BCA assay kit (Uptima, Montlucon, France). Equal amounts of
proteins (50 pg) were loaded onto SDS-PAGE gel (10%) and transferred
onto polyvinyl difluoride membrane (Millipore, Billerica, MA, USA).
Membranes were incubated overnight (4 °C) with anti-GR (glucocorticoid

© 2014 Macmillan Publishers Limited
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Figure 1. Dietary n-3 PUFA deficiency induces chronic stress phenotype in mice. (a) Experimental timeline. Control diet (white) and n-3-
deficient (red) mice were repeatedly (10 days) submitted to bouts of social defeat before behavioural tests (social exploration and open-field
test). Undefeated n-3-deficient mice showed (b) reduced number of contact in social exploration (interaction: F;7=7.413, P=0.01, two-way
ANOVA; *P < 0.05; **P < 0.01, Bonferroni’s test, n=5-6 per group), (c) reduced percentage of time spent in the centre of an open-field
(interaction: F; 17 =9.268, P < 0.01, two-way ANOVA; *P < 0.05; ***P < 0.001, Bonferroni’s test, n=5-6 per group), (d, e) simplification of apical
dendritic tree on pyramidal neurons of the dIPFC (interaction: F; so=11.57, P < 0.001, two-way ANOVA; **P < 0.01; ***P < 0.001, Bonferroni’s
test, n=15 neurons per group) and dmPFC (interaction: F; ;3 =12.03, P < 0.01, Two-way ANOVA; ***P < 0.001, Bonferroni’s test, n =20 neurons
per group) and (f) total corticosterone elevation (interaction: F; ;; =5.592, P < 0.05, two- way ANOVA; *P < 0.05; **P < 0.01, Bonferroni’s test,

n=5-6 per group). Data are displayed as mean +s.e.m.

receptor; M-20; 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
anti-MR (mineralocorticoid receptor; H-300; 1:500, Santa Cruz Biotechnol-
ogy), anti-BDNF (1:5000, Abcam, Cambridge, UK), anti-FKBP51 (1:500, Santa
Cruz Biotechnology) and anti-actin (1:2500, Sigma, Saint Louis, MA, USA).
After washing, membranes were incubated 1h with rabbit peroxidase-
conjugated secondary antibody (1:5000, Jackson Immuno Research
laboratories, Westgrove, PA, USA). Between each revelation, membranes
were incubated 15min in stripping buffer (Reblot plus, Millipore) to
remove the previous antibody. Staining was revealed with ECL- Plus
western blotting system (Perkin Elmer, Forest City, CA, USA). Chemilumi-
nescence was captured and quantified using the gene Tools software
(Syngene, Cambridge, UK).

Statistical analyses

All values are given as meanzts.e.m. Results obtained in social defeat
experiments (behavioural tests, neuronal arborisation and corticosterone
analysis) were all analysed by a two-way analysis of variance (ANOVA), with
social defeat stress and diet as fixed factors. In Metyrapone experiment
(locomotor activity and forced swimming test), treatment and diet were
established as fixed factors. Analyses were followed by the Bonferroni post
hoc test when appropriate. Pearson correlation coefficients (r) were
calculated to establish relationships between neuronal arborisation in the
dIPFC, dmPFC and respective corticosterone plasma levels. Results
obtained in Adx experiments (behavioural tests, neuronal arborisation
and corticosterone analysis) were all analysed by an unpaired t-test. Results
obtained in western blot experiments (GR, MR, BDNF and FKBP51
expression) were all analysed by an unpaired t-test. All statistical tests
were performed with GraphPad Prism (GraphPad software, San Diego, CA,
USA) using a critical probability of P < 0.05. Statistical analyses performed
for each experiment are summarised in each legends of figures with the
chosen statistical test, n and P-values, as well as degree of freedom and F/t
values.

© 2014 Macmillan Publishers Limited

RESULTS

Experiment 1: dietary n-3 PUFA-deficiency induces chronic stress
phenotype in mice

We first compared the effects of dietary n-3 PUFA deficiency to
those of social defeat stress on emotional behaviour, morphology
of PFC pyramidal neurons and HPA axis function in C57BL6/J mice
(Figure 1a). Undefeated n-3-deficient mice displayed a decrease in
the number of active exploration of an unfamiliar mouse and in
the time spent exploring the centre of an open-field compared
with undefeated control diet mice (Figures 1b and c¢). This is
consistent with previous reports from our group'"?° showing that
undefeated n-3-deficient mice do not engage socially with
unfamiliar mice and exhibit anxiety-like behaviour. Dietary n-3
PUFA deficiency alone induced emotional impairment that was
similar to the one observed following social defeat stress. We next
used Golgi Cox staining to evaluate dendritic arborisation of
pyramidal neurons within the layer Il/Ill of the dIPFC and dmPFC
(Supplementary Figure S1). Apical dendritic trees of both dIPFC
and dmPFC pyramidal neurons displayed decreased number of
intersections in undefeated n-3-deficient mice compared with
undefeated control diet mice (Figures 1d and e). Interestingly,
neuronal atrophy in undefeated n-3-deficient mice was similar to
that observed in defeated control diet mice. These effects were
specific to apical dendrites as complexity of basal dendrites was
not altered in any of the experimental groups (Supplementary
Figure S2). We also measured HPA axis activity and found that n-3
PUFA deficiency induced a significant increase in plasma
corticosterone levels in undefeated n-3-deficient mice compared
with undefeated control diet mice (Figure 1f). Similar increase in
basal corticosterone levels was found in undefeated n-3-deficient
mice and defeated control diet mice. In addition, we observed an
inverse correlation between plasma corticosterone levels and the
number of apical dendritic intersections in the dIPFC and dmPFC
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Figure 2.

Glucocorticoid receptors (GR) and GR targets expression is impaired in the PFC of n-3-deficient mice. GR, MR, FKB51 and BDNF

proteins expression was measured with western blot analysis in the PFC and the hippocampus of control diet (white) and n-3-deficient mice
(red). n-3-deficient mice showed (a) a marked downregulation of GR expression within the PFC as compared with control diet mice
(t;7 =5.659, ***P < 0.0001, unpaired t-test, n=6-7 per group). (b) There was no significant effect of n-3 PUFA-deficient diet on either the 70-
kDa MR (t;, =1.274, P>0.05, unpaired t-test, n=7 per group) or the 102-kDa MR (t;, =0.05060, P>0.05, unpaired t-test, n=7 per group)
expression within the PFC. GR-dependent target (c) BDNF and (d) FKBP51 expression was significantly reduced in the PFC of n-3-deficient mice
as compared with control diet mice (t,o=3.671, **P < 0.01, unpaired t-test, n=6 per group and t,, =3.351, **P < 0.01, unpaired t-test, n=6 per
group, respectively). There was no effect of dietary n-3 PUFA deficiency on the expression of (e) GR (t;; =0.1953, P>0.05, unpaired t-test,
n=6-7 per group), (f) 70-kDa MR (t;, =1.599, P> 0.05, unpaired t-test, n="7 per group), 120-kDa MR (t;o = 0.8858, P> 0.05, unpaired t-test, n=6
per group), (g) GR-dependent target BDNF (t;; =1.097, P>0.05, unpaired t-test, n=6-7 per group) and (h) FKBP51 (tg=1.730, P> 0.05,

unpaired t-test, n=>5 per group) in the hippocampus as compared with control diet. Data are displayed as mean +s.e.m.

(Supplementary Figure S3). Importantly, social defeat did not
induce further modifications of emotional behaviour, neuronal
morphology or corticosterone levels in n-3-deficient mice (Figures
1b-f). This suggests that dietary n-3 PUFA deficiency induces a
state of chronic stress that is identical to chronic social defeat
stress.

High corticosterone levels in n-3-deficient mice prompted us to
further investigate the expression of its receptors (GR and MR) as
well as the GR-dependent target BDNF and FKBP51. We observed
that exposure to dietary n-3 PUFA deficiency not only affected
corticosterone secretion but also disturbed GR-mediated signal-
ling pathway in PFC (Figure 2). Precisely, expressions of GR
(Figure 2a) and GR-responsive genes, that is, BDNF (Figure 2c) and
FKBP51 (Figure 2d), were downregulated specifically in PFC but
not in the hippocampus (Figures 2g and h) of n-3-deficient versus
control diet mice. No significant change was revealed in both 70-
and 102-kDa MR expressions in the PFC (Figure 2b) or HC
(Figure 2f) whatever the group. Collectively, these results show
that dietary n-3 PUFA deficiency alone induces neuronal atrophy
in the PFC and HPA axis hyperactivity similarly to social defeat
stress.
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Experiment 2: Dietary n-3 PUFA deficiency induces chronic stress
phenotype through HPA axis hyperactivity

To test whether HPA axis hyperactivity is responsible for dietary
n-3 PUFA deficiency-induced emotional impairment, we clamped
the HPA axis output by adrenalectomy followed by low
corticosterone replacement'® (Adx groups; Figure 3a). In the
absence of high corticosterone levels, Adx n-3-deficient mice
exhibited an increase in the number of social exploration and in
the time spent exploring the centre of an open field compared
with sham-operated n-3-deficient mice. In addition, complexity of
neuronal arborisation in the dIPFC and dmPFC was higher in Adx
n-3-deficient mice than sham-operated n-3-deficient mice (Figures
3b-e). Adrenalectomy and low corticosterone replacement main-
tained plasma corticosterone levels in Adx n-3-deficient mice at
50% lower than those measured in sham-operated n-3-deficient
mice (Figure 3f). No effect of Adx and low corticosterone
replacement was found in control diet mice on all the parameters
measured (Supplementary Figure S4). Furthermore, acute admin-
istration of a corticosterone synthesis blocker, Metyrapone,
reversed despair-like behaviour previously reported in n-3-
deficient mice using the forced swimming test'"?° (Figure 4).

© 2014 Macmillan Publishers Limited
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Figure 3.

Dietary n-3 PUFA deficiency induces chronic stress phenotype through HPA axis hyperactivity. (a) Experimental timeline. n-3-

deficient mice (2-month-old) were bilaterally adrenalectomised (Adx) or sham-operated. Adx mice were provided low dose (25 pgml~'of
corticosterone for 4 weeks before behavioural measurements. (b) Adx n-3-deficient mice increased the number of contacts in social
exploration (t;5=1.855, *P < 0.09, unpaired t-test, n=7-8 per group) and (c) the percentage of time spent in the centre of an open field
(t;3=2.319, *P < 0.05, unpaired t-test, n=7-8 per group). Total apical dendritic intersections of (d) dIPFC (t5, =5.287, ***P < 0.001, unpaired t-
test, n=27 neurons per group) and (e) dmPFC (t43 =2.983, **P < 0.01, unpaired t-test, n=22 neurons per group) pyramidal neurons were
increased in Adx n-3-deficient mice. (f) Adx n-3-deficient mice with corticosterone replacement showed an expected reduction of plasma
corticosterone levels (tg=5.586, ***P < 0.001, unpaired t-test, n=5 per group). Data are displayed as mean +s.e.m.
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Figure 4. Corticosterone synthesis inhibitor blunts depressive-like
behaviour in forced swimming test in n-3-deficient mice. n-3-
deficient mice displayed (b) reduced swimming occurrence as
compared with control diet mice. Metyrapone administration (75
mgkg~™') 90min before forced swimming test prevented
depressive-like behaviour in n-3-deficient mice (interaction:
Fy.,=7.486, P < 0.05, two-way ANOVA; **P < 0.01, Bonferroni’s test,
n=7-8 per group) that was not due to (a) locomotor activity
changes (interaction: F; 7 =1.407, P>0.05, diet effect: F;,,=1.795,
P>0.05, treatment effect: F; ,; =0.06567, P> 0.05, two-way ANOVA,
n=7-8 per group). Data are displayed as mean +s.e.m.

These data demonstrate that dietary n-3 PUFA deficiency leads to
emotional and neuronal impairments through chronic adrenal
activation.

© 2014 Macmillan Publishers Limited

Experiment 3: dietary n-3 PUFA supplementation prevents chronic
stress phenotype in mice

As we show that both social defeat stress and dietary n-3 PUFA
deficiency induce HPA axis hyperactivity, we wondered whether
n-3 PUFA supplementation that normalises HPA axis activity in
chronically stressed rats?® could attenuate the effects of chronic
social defeat stress on emotional behaviour (Figure 5a). Increase in
corticosterone levels after defeat in control diet mice was
completely prevented by chronic dietary n-3 PUFA supplementa-
tion (Figure 5f). Although chronic dietary n-3 PUFA supplementa-
tion failed to reduce social avoidance after defeat (Figure 5b), it
was sufficient to attenuate social defeat-induced anxiety-like
behaviour (Figure 5c). Moreover, complexity of neuronal dendrites
in both dIPFC and dmPFC of defeated n-3-supplemented mice
was similar to that observed in undefeated n-3-supplemented
mice (Figures 5d and e). Collectively, after social defeat stress, n-3-
supplemented mice showed significant resilience to the effects of
social defeat on behaviour, dendritic arborisation in the PFC and
HPA axis activity. Hence, it is possible to attenuate chronic stress-
induced emotional impairment through n-3 PUFA supplementa-
tion that prevents HPA axis hyperactivity and neuronal atrophy in
the PFC.

DISCUSSION

During the industrial era, the rapid expansion of Western countries
has been associated with a huge shift in the ratio of dietary PUFAs
leading to n-3 PUFA deficiency and a high ratio of n-6 to n-3
PUFAs. Nutritional n-3 PUFA deficiency has been associated with
many diseases, including mood disorders in Western countries. In
the present study we unravel molecular and cellular mechanisms
by which nutritional disturbances lead to impaired emotional
behaviour in mice. First, we report that nutritional n-3 PUFA
deficiency, such as chronic social defeat stress, induces detri-
mental morphofunctional changes inducing a chronic stress state.

Translational Psychiatry (2014), 1-9
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Figure 5.

Dietary n-3 PUFA supplementation prevents chronic stress phenotype in mice. (a) Experimental timeline. Social defeat was

conducted once a day for 10 days before behaviours on control diet (white) and n-3-supplemented (yellow) mice. n-3 PUFA supplementation
(b) failed to reduce number of social exploration (interaction: F; 30=6.305, P=0.0177, two-way ANOVA; **P < 0.01; ***P < 0.001, Bonferroni’s
test, n=28-9 per group) but prevented (c) anxiety-like behaviour induced by social defeat (interaction: F; 30=6.012, P < 0.05, Two-way ANOVA;
*P < 0.05; **P < 0.01, Bonferroni's test, n=8-9 per group), (d, e) simplification of apical dendritic tree on pyramidal neurons of the dIPFC
(interaction: Fis4=4.201, P <0.05, two-way ANOVA; *P < 0.05; ***P <0.001, Bonferroni’s test, n=14 neurons per group) and dmPFC
(interaction: F; g0=7.260, P < 0.01, two-way ANOVA; ***P < 0.001, Bonferroni’s test, n=16 neurons per group) and (f) total corticosterone
elevation (interaction: F; 54 =4.144, P=0.05, two-way ANOVA; *P < 0.05, Bonferroni’s test, n =7 per group). Data are displayed as mean +s.e.m.

Second, our data provide clear evidence that n-3 PUFA deficiency
induces HPA hyperactivity, reflected by plasma corticosterone
elevation that leads to neuronal atrophy in PFC and emotional
alterations. Third, we showed that dietary n-3 PUFA supplementa-
tion induces resilience to the effects of chronic social defeat stress
on emotional behaviours by preventing HPA axis hyperactivity
and neuronal atrophy in PFC. This finding provides new
arguments in favour of the hypothesis suggesting that increased
dietary intake of n-3 PUFAs may be of benefit in treating mood
and anxiety disorders.?’”

By submitting mice to a long-term dietary n-3 PUFA deficiency,
we were able to reproduce several behavioural and cellular
phenotypes that have been frequently described after exposure to
chronic social defeat stress.'>'®?% We found in experiment 1 that
n-3 PUFA-deficient diet alone disturbed social behaviour as well as
increased anxiety-related behaviour in an open-field test. Our data
agree with previous reports showing that transient or maternal
dietary n-3 PUFA deficiency induces the development of anxiety-
and depressive-like behaviours along with abnormal social
interaction in both rats and mice® 2% Interestingly, unde-
feated n-3-deficient mice exhibited a behavioural phenotype
comparable to that of mice exposed to chronic social defeat stress.
To investigate cellular mechanisms, we focused our attention on
the dendritic arborisation of pyramidal neurons within the layer II/
Il of the dIPFC and dmPFC for analysis of the effects of n-3 PUFA
deficiency on neuronal morphology. The PFC is normally
implicated in executive tasks and reward and has recently been
proposed to be involved in emotional behaviour and the
pathophysiology of depression.*>*' To our knowledge, this is
the first study reporting a drastic decrease in the apical but not
basal dendritic complexity, reflected by a decreased number of
total intersections in the PFC, following long-term n-3 PUFA
deficiency in mice. This finding is in line with previous reports in
which neurite growth and synaptogenesis are decreased in the
brain of n-3 PUFA-deprived mice,*? although promoted by DHA
in vitro.3®> Moreover, previous studies have shown that chronic
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stress reduces apical but not basal dendritic arborisation complex-
ity of pyramidal neurons in layer II/Ill of the PFC.'>~734-36

The mechanism by which chronic stress leads to dendritic
simplification has been demonstrated to involve the action of
corticosterone.®>*” In this study, we showed that HPA axis activity
was severely disrupted after exposure to dietary n-3 PUFA
deficiency, in a similar way to chronic stress. We reported an
increase in plasma corticosterone release and downregulation of
GR and their downstream targets: BDNF and FKBP51 following n-3
PUFA deficiency. Such a decrease in GR expression in the brain
could be linked to high corticosterone levels observed in n-3-
deficient mice as previous studies have shown that corticosterone
regulates GR expression in the PFC. Accordingly, Adx-induced
upregulation of GR expression in the PFC of rats is downregulated
by 1 week of corticosterone administration.®® In addition,
defective GR signalling increases anxiety-like behaviour and
reduces FKBP51 expression in the cortex,> supporting our results.
In addition, a recent study in a clinical cohort has demonstrated a
link between FKBP51 and stress-related psychiatric disorders.*
Our results further support previous data showing decreased
expression of BDNF in the PFC of rats deprived of n-3 PUFAs for
15 weeks.*! Recent data have elegantly linked BDNF and HPA axis
activity by using knock-in mice for BDNF(met) polymorphism
originally identified in depressed patients.*>** Indeed, hetero-
zygous BDNF(+/Met) mice display HPA axis hyper-reactivity as well
as increased anxiety- and depressive-like behaviours. GR signalling
and BDNF have a crucial role in neuronal plasticity including
axonal growth neuritis maturation and neuronal activity. They
have been postulated to be key mediators of stress-induced
neural atrophy in the PFC.**"* Finally, we aim in future studies to
examine neuronal morphology in a control structure, the
hippocampus, in which no change was observed in GR and GR-
target genes expression in n-3-deficient mice. If no change in
dendritic arborisation is found in hippocampal pyramidal neurons,
this would strongly suggest that GR sensitivity is closely associated
with neuronal atrophy in n-3-deficient mice.

© 2014 Macmillan Publishers Limited



In our study, we observed that chronic social defeat stress did
not induce further modifications of emotional behaviour, neuronal
morphology or corticosterone levels in n-3-deficient mice,
supporting the idea that these mice are under a state of chronic
stress. Taken together, these data suggest that n-3 PUFA brain
contents modulate neuronal morphology in PFC along with
depressive- and anxiety-related behaviours similarly to chronic
social defeat stress through corticosterone secretion. In support of
this hypothesis, we observed an inverse correlation between
plasma corticosterone levels and the number of apical dendritic
intersections in the dIPFC and dmPFC. In addition, repeated
administration of corticosterone in rodents is known to reduce the
dendritic arborisation of apical pyramidal neurons within the PFC
along with altered emotional behaviour.2”*” We also established a
causal link between n-3 deficiency-induced morphofunctional
changes and HPA axis hyperactivity by clamping corticosterone
secretion in n-3-deficient mice. We demonstrated that Adx and
low corticosterone replacement in n-3-deficient mice improved
both social interaction and anxiety-like behaviour as compared
with Sham-operated n-3-deficient mice. These findings are
consistent with previous studies showing that Adx improves
behavioural impairment in mice exposed to chronic social defeat
stress.'® Moreover, we showed that corticosterone synthesis
inhibition following treatment with Metyrapone prevented
depressive-like behaviour by increasing the occurrence of swim-
ming in n-3-deficient mice evaluated in the FST as compared with
saline n-3-deficient mice. These findings demonstrate that
normalising HPA activity either by Adx or Metyrapone is
associated with significant behavioural enhancement in various
tests assessing anxiety- and depressive-like behaviours. We further
revealed that elevated corticosterone in n-3-deficient mice is
responsible for pyramidal neuron arborisation atrophy within the
PFC as Adx n-3-deficient mice displayed enhancement of apical
dendritic arborisation. Altogether, data in experiment 2 provide
clear evidence that nutritional n-3 PUFA deficiency induces
chronic adrenal activation that leads to neuronal atrophy in the
dIPFC and dmPFC and mood-related behaviour alteration.

Although mechanisms by which n-3 PUFA deficiency induces
HPA axis hyperactivity remain largely unexplored, the relationship
between n-3 PUFA deficiency and the endocannabinoid (eCB)
system is indicated. Molecularly, the two principal eCBs, ananda-
mide and 2-arachidonoylglycerol, are signalling lipids produced
from membrane long-chain PUFAs.*® The eCB system has
emerged as a fundamental regulator of HPA axis negative
feedback and an important modulator of emotional behaviour.*®
In our recent studies, we found that nutritional n-3 PUFA
deficiency ablates long-term synaptic depression mediated by
eCB in the mPFC via a desensitisation of the cannabinoid type 1
receptor (CB1)."" Moreover, the effect of the CB1 agonist
WIN55,212-2 in anxiety-like behaviour is abolished and the CB
receptor signalling pathways are altered in the PFC of n-3-
deficient mice.?® One hypothesis is that HPA axis hyperactivity
observed in n-3-deficient mice in this study is due to the reduction
of CB1 receptor function in the PFC of these mice.

Experiment 3 shows that chronic n-3 PUFA supplementation
prevents detrimental chronic stress-induced emotional and
neuronal impairments by impeding HPA axis hyperactivity. This
experiment provides a stronger causal link between dietary n-3
PUFAs and a chronic stress mechanism (HPA axis hyperactivity)
regarding the occurrence of mood-related behaviours. These
findings support data suggesting that n-3 PUFA supplementation
can preclude the occurrence of depression-like behaviour induced
by chronic stress by acting on HPA axis.*® Numerous clinical
studies revealed that subjects with depressive symptoms and/or
with social anxiety disorders display significantly lower levels of
n-3 PUFAs (mainly ALA, EPA and DHA) in the blood and/or in the
brain 2*°° as compared to non-depressed subjects or subjects
with mild symptoms.®’ This part of our work addresses an
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important question regarding the prevention of depression
through dietary n-3 PUFA intake. Indeed, our data create a very
strong argument for a prophylactic effect of n-3
supplementation®*** by acting on HPA axis and neuronal
morphology. In line with our results, chronic n-3 PUFA supple-
mentation with fish oil rich in EPA and DHA in healthy humans
prevents adrenal activation elicited by a mental stress®® or by
inflammatory stimuli®> as compared with control. In addition, n-3
supplementation reduces anxiety symptoms among healthy
young adults.>® Taken together, these data reinforce the idea
that n-3 PUFA supplementation can be efficient as an early
prevention for subjects at high risk for mood disorders, including
anxiety and depression.>”

Protective effect of long-chain n-3 PUFAs could be linked to
hippocampal neurogenesis (recently reviewed in Zainuddin et al.>®
). N-3 PUFAs have been associated with changes in hippocampal
neurogenesis in several rodent models3%°°®" In addition,
changes in hippocampal neurogenesis and cell survival in the
dentate gyrus have been correlated with depressive-like beha-
viour. Interestingly, a recent study demonstrated that clamping
glucocorticoid levels prevent chronic social defeat-induced
decreases in neurogenesis and depressive-like behaviour in WT
mice, but not in mice with a genetic ablation of neurogenesis.'’
This is particularly relevant to our results showing that long-chain
n-3 PUFA supplementation prevents chronic social defeat-induced
HPA axis deregulation. However, whether the beneficial effect of
n-3 PUFAs on glucocorticoids and mood is dependent on
neurogenesis remains to be evaluated.

In conclusion, this is the first report providing evidence that
long-term dietary n-3 PUFA deficiency induces a chronic stress
state marked by emotional alterations that are due to HPA axis
hyperactivity and cortical neuronal atrophy. Moreover, these data
demonstrate that chronic dietary n-3 PUFA supplementation
prevents detrimental chronic stress-induced emotional and
neuronal impairments by impeding HPA axis hyperactivity. Our
study presents dietary n-3 PUFAs as a potential tool in the
prevention of neuropsychiatric disorders associated with HPA axis
dysfunction such as depression and anxiety.
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