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RESUME

Les études épidémiologiques mettent en évidence que les patients atteints de diabéte de
type 2 (DT2) ont deux fois plus de risque de souffrir de dépression majeure (DM), un trouble
mental caractérisé par une tristesse intense et/ou une anhédonie. Plus précisément, les données
de la littérature indiquent que la résistance a I’insuline, qui est la caractéristique majeure du
DT2, est positivement corrélée a la sévérité des symptdmes déepressifs. Etant donné le role
essentiel que joue la neurotransmission serotoninergique (5-HT) dans la physiopathologie de la
DM, nous avons émis I’hypothése que la résistance a I’insuline sélective de ce systéme neuronal
est responsable des troubles de 1’humeur associés au DT2. En ce sens, des altérations du
systeme 5-HT ont été observées dans un modéle de troubles émotionnels associés a un DT2. En
effet, le régime obésogéne utilisé dans ce modéle induit une altération significative des
propriétés électrophysiologiques des neurones 5-HT du Raphé dorsal (DR) ainsi qu’une
diminution des taux de sérotonine. Cette étude vise également a déterminer I’action de 1’insuline
cérebrale sur le comportement émotionnel et le systéme serotoninergique. En utilisant une
approche par électrophysiologie ex-vivo, nous avons pu observer que I’insuline module
positivement 1’activité des neurones 5-HT du RD. Nous avons également pu mettre en évidence
un effet de type anxiolytique de 1’action de I’insuline sur le cerveau par voie intranasale. Cet
effet est accompagné d’une diminution des taux de sérotonine (5-HT) tissulaires dans certaines
structures cérébrales impliquées dans la régulation de 1’anxiété. Enfin, nous avons utilisé un
modele transgénique grace auquel nous avons invalidé sélectivement le récepteur a I’insuline
dans les neurones 5-HT. L’étude comportementale a permis de mettre en évidence une
diminution du comportement de type anxieux chez ces animaux, associé a une diminution de
I’activité des neurones sérotoninergiques du RD. L’ensemble de ces données suggérent que
I’insuline peut moduler le comportement émotionnel notamment via le systéme
sérotoninergique. Ces éléments pourront contribuer a la possible découverte de nouveaux

traitements et a la prise en charge des troubles de I’humeur chez les patients atteint de DT2.



ABSTRACT

Type-2 Diabetes (T2D) is mainly characterized by insulin-resistance and accompanied by
comorbidities such as Major Depressive Disorder (MDD). Indeed, patients with T2D are twice
more likely to suffer from MDD and clinical studies have shown that insulin resistance was
positively correlated with the severity of depressive symptoms. As the serotoninergic (5-HT)
system in the brain is one of the major neurotransmission involved in the pathophysiology of
depression, we hypothesized that insulin resistance at the level of 5-HT neurons participates in
the development of mood disorders during T2D. Supporting this hypothesis, we first show that
mice fed a high fat diet (HFD) for 16 weeks display both hallmarks of T2D (including insulin
resistance) and anxio/depressive-like behavior that is associated with decreased serotonin levels
and alterations of Dorsal Raphe nucleus (DR) 5-HT neurons. Another point of the project aimed
at studying brain insulin’s action onto the 5-HT system and emotional behavior. Using patch-
clamp electrophysiology, we show that insulin increases firing activity of DR 5-HT neurons.
Our results also show that intranasal insulin administration elicits anxiolytic-like effect
associated with decreased 5-HT levels in areas related to anxiety processing. Finally, using an
original transgenic mouse model, we show that the selective ablation of the IR in 5-HT neurons
decreases the activity of DR 5-HT neurons and leads to diminished innate anxiety-like behavior.
Altogether, this study suggests that insulin modulates emotional behavior in acting onto the 5-
HT system. Such findings would help improving treatment for T2D patients suffering from

comorbid mood disorders.



SOMMAIRE:

PREAMBULE auu.eeeeienetiiettetscsnne et ssnes e e ae s s sans s s san e s s s snn e s s s ssn s e s s s sane s sessan e s ssssanesessannesensannenansn 1
PARTIE 1: DIABETE DE TYPE 2 ET DEPRESSION MAJEURE ......cccoveumtiiinenininneteinsnneensnnessssesessssnssssssnneens 9
B 72 ] I U 10
LI LEDIABETE DE TYPE L .eoiiiiiiieiicii ettt ettt et et s aa e s s be e b e beeabeear e 10
1.2 LE DIABETE GESTATIONNEL ..eeuvtiiiutieetiteitte ettt e ettt ettt ettt ettt e ta e e etr e e aaeeetne e ane e ase e eaneeeaneeeaneeeanes 10
L3 LEDIABETE DE TYPE 3 ..eoiiiiieiii ettt ettt ettt et ettt e an e et e e te e e ane e ane e e aneenane e aneeanes 10
1.4 LE DIABETE DE TYPE 2 ..oiuviitiitienti ettt ettt ettt ettt st he et et e ab e e e be e be e b e et e eabe s aaesaaesbeesbeebeeabeeareens 11
2. LA DEPRESSION MAJEURE.........uutiiitiietinetenttnnnetne et ssse s e s sae s sae e s sn e s sae s e sas e s snnesesne s snn s 12

4, HYPOTHESE MECANISTIQUE ......c.cieeiiteiieeiennereeernseresssrnseressssnssrsnsssnssssnsssnssssnsssnssssnsssnssssnsesnsssansennssss 16
PARTIE 2: L'INSULINE ....ccuuuiiiiiitttreneieeeteeerensessseesseessnsssssssssessssssssssssssesssnnsssssssssssssnsssssssssesssnnsssssssssssnnnnes 17
1. GENERALITES ...couiiieeiiiinniiitnneiiinnetiensesienssestenssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnnsssssnnsss 19
2. GENE, BIOSYNTHESE ET STRUCTURE DE L'INSULINE .....ccceeuutieirrieemmnnesieereeeremnsssssesseesssssssssssssesnnnnssssnns 19
3. LIBERATION ET DEGRADATION DE L'INSULINE .......ccotttttreenereeerreeenmenessseereeesssnsssssessesssssssssssssssssnnnssssnns 21
4. VOIE DE SIGNALISATION DE L'INSULINE PAR SON RECEPTEUR.........cccettteeeemnncceerrreeennnecesereennnnnssessseens 23
4.1 RECEPTEUR A L'INSULINE ... uvtvrreeeeeeeeeiurreeeeeeeeesiusraseseeesesinssssssesesesassssssessesssasssssssssesssenssssssssesseenssssssseeessennns 23
4.2 SUBSTRAT DU RECEPTEUR A L INSULINE .vvvvvvieeiieiuuteeeeeeeeesisrereeeseeessssesseeseeesssssssessesesemssssssssesssossssssssesssennns 26
B N o T 11 = L= A PO PPPPPPUPPPPPPPRt 26

4.2.2 Protéines Shc (Src-homology-2-containing Protein) ............ccveeeeesvvecveeesieresieeesiisesesesvsesesennns 27

4.2.3 Autres substrats du récepteur G 'iNSUNINE ..............coccueeeecieee e eeeieeeeeeeeeeteeeesvee e e evea e 27

4.3 MODULATEURS NEGATIFS DE LA VOIE DE SIGNALISATION DU RECEPTEUR A L' INSULINE ..eeceeeveiuvereereeeeieirnreeeeeeeeennns 28

5. ACTION PERIPHERIQUE DE L'INSULINE........cccettttteumnneeeereeeennnsnsesseeessnnsssssssssssssnssssssessssssnnssssssesssssnnnns 30
6. ACTION CENTRALE DE L'INSULINE ......ccuuuieeetiteeennnneeereeeenmnnsseeesseesssnsssssssssssssnnssssssssesssnsssssssssssssnnnnssnsns 32
6.1 RECEPTEUR DE L INSULINE ET VOIE DE SIGNALISATION DANS LE SNC...uvuvuvererurererererererererererererersrerersrersrersreree.. 32
6.2 TRANSPORT DE L'INSULINE AU TRAVERS DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE ....ccceevevrvreeeeeeeieirnreereeeeeennnnnes 33
6.3 INJECTION INTRANASALE D INSULINE ..1vveeteeeieiurrreereeeesestnreeeeeeesessssaseeesesesssssssseessessasssssssssesesssssssssseesssensnnens 35
6.4 SYNTHESE D' INSULINE IN SITU DANS LE SNC . .uuvvviiiiiiiieiiitiiee e ettt e e e e eesabete e e e e e essasbaseeesseesssbsseeesseesennnnnens 36

6.5 FONCTIONS CENTRALES DANS LE METABOLISME ENERGETIQUE ET L’'HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE .....c..ceeueeveeveeienneens 38



6.5.1 Modulation de populations neuronales hypothalamiQUEs ..............cccccvuuveeeieeeecciireeeeeeeeecivnnnn, 38

6.5.2 Modulation du SySteme de rECOMPENSE ...........ceeecvuveeeeiieeeeeiieeeeieteesiteaeesseeeesstessessssaesssesaenns 40

6.6 FONCTIONS DANS LA CROISSANCE, LE DEVELOPPEMENT ET LA PLASTICITE .uvvevvereueesreeesseessseeesseesssneensesessesenseennes 42
6.7 ACTION DE L'INSULINE SUR LE COMPORTEMENT EMOTIONNEL «vveuveeeuteeeveesveeesseesseeesseesssesesseessessssessssesansessnes 45

7. RESISTANCE A L'INSULINE .....uuveeitiiiiiiissnnneeiiiiiissssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssnns 46
7.1 LA RESISTANCE A L INSULINE +euuvteeuteesureeeueesusesasseessessnsessssessnsessssessnseessesssseesssessnseesssessnseesssesssessssessnsassnne 46
7.2 MECANISMES MOLECULAIRES DE L INSULINO-RESISTANCE .vve.vvveeuveesureeeseesresssseessesessessssesensesssesensesessesansessnes 47
7.2.1 Implications des éléments de la voie de signalisation du récepteur a l'insuline........................ 47

Y N o Ye (o) (ol { -SSR 48

7. 2.3 INFIAMMAEION ...ttt ettt s et sae e st e st e sne e 49

7.2.4 Régulation négative par PAYperglyCémie ...............ooueemevenieiniiiinieeeieeseeeieesee et 49

7.2.5 Dysfonctionnement mitochondrial et Stress OXYAANT ............ccccvueeeeccueeeeecieeeeeiiieeesirieeeecveaeeans 49

7.2.6 Stress du réticulum endoplASIUQUE.................eeeeeeeeeeeiiee et eeeee et e st e e eaa e et taaeeesraaeeanes 50

8. LA RESISTANCE CENTRALE A L'INSULINE DANS LE DIABETE DE TYPE 2 ......ccceeueueeerireeeennnnceeeeennnnnnennens 51
8.1 INSULINO-RESISTANCE CENTRALE CHEZ L'HUMAIN «..vvtetveestreenireenseeesiseessseessseessseessseessseesssesssseessessssesssessseens 51
8.2 MODELES ANIMAUX DU DIABETE DE TYPE 2..vteuvveetreesureesueeesseeessseesseessssessessssesssesssseesssesssssesssessssesssessssness 53
8.3 RESISTANCE CENTRALE A L’ INSULINE DANS LES MODELES MURINS DE DIABETE DE TYPE 2 ...vveeiuveeeveesireeenveesreesanenns 55
PARTIE 3: RESISTANCE A L'INSULINE ET TROUBLES EMOTIONNELS......cccceuceeeiiireennnnncceeereeennnnnceeeseeennnnns 57
1. RESISTANCE A L'INSULINE PERIPHERIQUE ET TROUBLES EMOTIONNELS.......cccctttiiiennnnnnnennniisssssnnnnnens 59
1.1 TROUBLES EMOTIONNELS ASSOCIE A UNE INSULINO-RESISTANCE ...ecvvieiuveesrreeseeessseessseessseesssesssseessesssseessesnnnes 59
1.2 FACTEURS INFLUENGCANT LA SENSIBILITE A L'INSULINE ET TROUBLES EMOTIONNELS ...vveevveetreesereennreesineesnveesnseennnes 60
1.3 EFFET ANTIDEPRESSEUR DES AGENTS ANTIDIABETIQUES ET INSULINO-SENSIBILISANTS. ....etvtereeeeanunreeereeesennrneeeeeens 61
1.3.1 En condition d’iNSUIINO-TESISEANCE .............ceeecuveeeeeieieeecieeeesieeee et e eseteaeestaeeesteaaessaaeesseaenans 61

1.3.2 En condition physiologique de sensibilité & I'iNSUlINE .............c.cceveevveeeeiiieeiieeeeiiee e e e 63

1.3.3 MECANISIMES A’ ACEION .....c...vveeeeeeeeeee et e et eea e e ettt e e e et e e e st e e e etsaaesaassaaessssaesssseaanns 64

2. RESISTANCE A L'INSULINE CENTRALE ET TROUBLES EMOTIONNELS. .......ccccotieirnnnmmrenninisssssnnnenssnsssssnns 65
2.1 ACTION CENTRALE DES ANTIDIABETIQUES ET INSULINO-SENSIBILISANTS ....uvveeuveeereesreeesseesseeesseesseesssessssesansesnnns 66
2.2 INVALIDATION/DELETION CEREBRALE DU RECEPTEUR A L’ INSULINE ..c.uvveeveesureeereesreeeseesseeesseesnseesnsesssessnsesenns 67
PARTIE 4: LA SEROTONINE ET SON IMPLICATION DANS LES TROUBLES ANXIO/DEPRESSIFS ........cccccueeee 69
1. LA SEROTONINE ...cceutiiiieuiiiiteniiiiiteiiiieneisiienseiiensisiesssssiesssssiensssstensssstsnssssssssssstsnsssstsnssssssnssssssnssssssnnsss 71
1.0 GENERALITES t.uvteeutteeueeeteeetteesuteesueeesuseesseeesssesueeesseeesteesaseessteessseesteesaseensteessbesnseeesatesseeennbeeneeennseennes 71
1.2 NEUROANATOMIE DES NOYAUX DU RAPHE ....ciiiiiiiiiiitieee e e ettt e e sttt e e e s ettt e e e e s e sanbae e e e e e s esanreeeeeeens 71
1.3 DEVELOPPEMENT DES NEURONES SEROTONINERGIQUES ...ceeeeeiuuirrieeeeseaauinteteresesesunteeeeeessasannraneeesesesannnsneeesens 73

1.4 BIOSYNTHESE, LIBERATION ET DEGRADATION DE LA SEROTONINE ....vvterererinnreeeresesenreeereeesesnmreneeesesesnnneneeeeess 74



1.5 RECEPTEURS SEROTONINERGIQUES...ccttieieieieieieieieieieieieteieieteteeeteteteteteteteteteseteretesererereseseseresereraseresereserenenens 77

1.5, LE FECOPLEUI 5-HTILA ..ottt ettt e ettt e et e e e ettt e e et e e e s asaeaaaattaaaesssssaesnsaasasssesanns 78

1.6 PROPRIETES ELECTROPHYSIOLOGIQUES DES NEURONES 5-HT DU RAPHE DORSAL......ceveeuterurerieeriiesieesieesieeneeeeenns 78
1.7 REGULATION DE L’ACTIVITE DES NEURONES 5-HT DU RAPHE DORSAL ET DE LA LIBERATION DE SEROTONINE.............. 81
1.7.1 Régulation SOMALOAENAITLIQUE .............cccuveeeeeiieeeeieieeecee e estee e e ettt e e see e e e teaeessaaeesnssaesstseaaens 81

1.7.2 REQUIALION PréSYNAPLIGUE..........veeeeeieeeeeeeeeeeee e e et eeeea e et tteeeattsaaesisseaeatsaseessssssssnssaessssesanans 82

1.7.3 REgulation POSESYNAPLIQUE ..........ccueeeueeeiiieieeeieeeee ettt sttt e eree e 82

2. IMPLICATION DE LA SEROTONINE DANS LA DEPRESSION MAJEURE ET LES TROUBLES ANXIEUX ....... 84

2.1 IMPLICATION DE LA SEROTONINE DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE LA DEPRESSION MAJEURE: EVIDENCES CLINIQUES.... 84

2.2 MODELES ANIMAUX DES TROUBLES ANXIO/DEPRESSIFS ....uveuververteruessesseeneesensensessessessesseensensensessessessessesnsensenes 87
2.3 ALTERATIONS SEROTONINERGIQUES DANS LES MODELES ANIMAUX DE TROUBLES ANXIO/DEPRESSIFS ...evevevreneeneenes 91
2.4 MODULATION DU COMPORTEMENT EMOTIONNEL PAR LA SEROTONINE w..veeuverureriienieesieenseenseeneeeneesneesseesseensesnens 93
3. TRAITEMENTS ANTIDEPRESSEURS .......ceeiiiiuiiiiiiitiiiiieteiiseesiissnesssssseessssssesssssssesssssssessssssessssssessenns 97
3.1 REPONSE AUX TRAITEMENTS ANTIDEPRESSEURS ...ceuvteutteuteeutenseesseenteeteensessesnsesueesueesseesseensesnsesnsesseesseessesnses 97
3.2 LES CLASSES D’ ANTIDEPRESSEURS: FOCUS SUR LES ISRS.....eiiuiiiiiiieiieieeie ettt ettt 98
3.3 ADMINISTRATION AIGUE D UN ISRS ...ttt ettt ettt sttt sttt st sbe e bt et et sbeesbeesbeenbeeneas 99
3.4 TRAITEMENT CHRONIQUE AVEC UN ISRS ...ttt ettt ettt ettt st sttt e et satesae e b enbeenean 99
3.4.1 Désensibilisation du réCepteUr 5-HTIA.........oooueemeeeieieeeeiee ettt 99
3.4.2 NEUIOPIASTICITE. ........evveeeieeeeee e etee e et te e ettt e e et e e ettt e e e et e e e e tstaeeatsaaaeatseaeeasssasessssasasssenanns 103
3.4.3 NOUIOGENESE......cccceeeesiieeeeeee e eeea e st a e e ettt e s asteeeasseaaesasteasaasseaesasseaassasteassasseaesanseassnssseasnns 103

PARTIE 5:MODULATION DU SYSTEME SEROTONINERGIQUE PAR L’ INSULINE: IMPLICATION DANS LES

TROUBLES EMOTIONNELS ...ccoeevvteeeteeemeeemmeeemmmmeeeeeeeemeeesesemmeseeseessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 105
1. EFFET DIRECT DE L’INSULINE SUR LE SYSTEME SEROTONINERGIQUE ..........cccccerreueeriinsnnensisenenssnnnns 107
2. CONVERGENCE DES VOIES DE SIGNALISATION DE L'INSULINE ET DE LA SEROTONINE ..........c.ccueeen. 108

3. EFFETS ANTIDEPRESSEURS DES ANTIDIABETIQUES ET MODULATION DU SYSTEME

SEROTONINERGIQUE .......ctteuerreennereeensereenssereenssereensseseenssesssnssessenssesssnssesssnssesssnssesssnssesssnssssssnssesssnnsnes 111
OBJECTIFS: .. iieeuiiiieenieitennierteesiertanssersenssesssnssesssnssesssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssansssssanssssssnsssssansssssnnsssssansssnss 115
MATERIELS ET METHODES ...e.ieeeeieiienieiienniettensiersensierssnssesssnssssssnssesssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssnnsssssnnsssssnne 119
1. AUTORISATION A EXPERIIMENTER.....ccccttttuerteenrereennereennsereenssereenssesssnssesssnssssssnssessssssessnnssssansssssannnns 121
2. ANTIMAUX ..ceuiiiieenierteeeerteeenerteessereenssersenssessesssesssnssessanssesssnssesssnssesssnssesssnssssssnsssssenssesssnsssssnnsssssanssenes 121
2.0 HEBERGEMENT vvvvvvuvereresesesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnne 121
2.2 REGIMES ALIMENTAIRES ..vtuuueeeeertttruneseseesssssssnesesessssssnenesesssssssssnesessssssssnaesessssssssnnsesesssssssnneeessssssssnnnesees 122
2.3 SOURIS SAUVAGES ....ceevvvruuuieeeeerersrnneseseessesssaesesesssssssnesessssssssnnaesessssssssnmaesessssssnnmneesesssssssnneeesessssssnnnesees 122

2.4 LIGNEES TRANSGENIQUES ...ceeettieiuunrereeeeeseinnrereeesesessreereeeesesnmreneeeeesesansnanereeesesasnnneteeesesannnnneeeesesannnnnnee 123



2.4.1 LigNEe PELI-CrE-INCREITY ......ueeveeeeeeeeeeeeeeeeeeteeee e e e ettt a e e e e e ettt a e e e e asetsssaaaaeeasassssanaaaaeas 123
2.4.2 Lignée Insulin Receptor I0OX/I0X (IRPV10X)........cuoueeeeeeeeeeeeeeteeeeteeeetseset et s st s s 123

2.4.3 Lignée SelRKO (Serotoninergic Insulin Receptor Knock-Out ; Pet1-cre :: IR/ ::mCherry) .... 123

3. TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES ......ccceeuiiiienniiiienniiiiensieniensiesiensiesisnssssssnssesssnssssssnssssssnssssssnssssss 124
3.1 TRAITEMENT AIGUE A LA FLUOXETINE.¢..veeeuveesureesreesureessseessseessseessseesseessseessseesssessssessssesssseesssesssesssessssees 124
3.2 TRAITEMENT SUBCHRONIQUE ....veeuveesuteeaureesureesseesareessseessseesseessseessseessseesseesssesssseesssessseesssesssseesssessssees 125

eI N o 11 (=1 0 =1 A O = PPt 125
3.3 INJECTION INTRANASALE D’INSULINE.¢e.uvteeureerureesreesureessseessseesseessseesseessseesnsessssesssseesssesssseesssesssessseesssees 125

4, TESTS METABOLIQUES. ........ccooeiiunneiiiiniisssnneesisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssss 126
4.1 TEST DE € FASTING REFEEDING » «vveeeeeuvereeeiureeeeetreeeesreeeeessseeesesseesesseseeessseessnssesessssesssnssssessnssesesnssseessssnens 126
4.2 IMIESURE DE LA GLYCEMIE A JEUN .euuvtietteeteeesuteesesesssessesasssessesasssesnsesassassnsssesssssnsssasssssssssesssssnssesssssennses 126
4.3 TEST DE TOLERANCE AU GLUCOSE ..uvvteutreeseteseessesenssesssesenssesssesensessnsessnsassssesenssssnsesssssssnsesesssssnsesenssesnsens 126

5. TESTS COMPORTEMENTAUX......coiiiirrnnneeriniissssssnnsessssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssesssssssssssnnsassssssssssnns 127
5.1 TESTS MESURANT LE COMPORTEMENT PSEUDO-ANXIEUX ...veeuvveesureessreesseessseesssessseessesssessssesssesssessssessnsens 127

5.1.1 Test du champ ouvert (0PN FI€IA ; OF)..........oouueeeeeceieeeeieeeeeeieeeeseeeescteeeetiaaa e esivaaeassenaens 127
5.1.2 Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze ; EPM)...........cccccecvveeeviveeeacivenann, 128
5.1.3Test de G DOItE CAIT/ODSCUL .......cc.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt et e eateesaesseaeeessessesesesaesea 128
5.1.4 Alimentation supprimé par néophobie (Novelty Suppressed Feeding test ; NSF).................... 129
5.2 TEST MESURANT LE COMPORTEMENT DE RESIGNATION .....ettteeeeeiuurireeeeeaesaurnreeeeesesannnseeeeesesannnnseeeeesssansnnneee 130
5.2.1 Test de suspension par la queue (Tail SusPeNSion TeSt; TST) ...ccueeceeeceeesveeieesieeeieeesveeisenens 130

6. MODELE DE STRESS DE CONTENTION CHRONIQUE .......ccccccevrmmeerereiccssnnnneeneesssssssnnnsessessssssssnnnsessaseas 131
6.1 PROCEDURE. ....cetttetieauuttetteeeeee ittt e e e e s eaaa bttt e eeeaeaasbe et e e e e e e s nnbaeeeeee e e s sbaeeeeaeeesannsneeeeeeeesannnnneeeeeeesannnreee 131
6.2 TRAITEMENTS ET GROUPE EXPERIMENTAUX . ....etttteeeeeasunrereeeaesaaanreseeeeesesansaseeesesesaasnnsesesesssasnmssseesesssansnnnene 131

7. ELECTROPHYSIOLOGIE .........coceeeeeeieieiecssnnneeeseseeessssnnsesssssssssssnnsessssssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnnssssssans 132
7.1 ELECTROPHYSIOLOGIE IN VIVO c..veeuveerereesuveesuressseessseessseesssesssseesssesssssesssesssssesssesssssssssessssesssesssseesssesssens 1332
7.2 ELECTROPHYSIOLOGIE EX VIVO/PATCH CLAMP ....vvvvieitteeeeseteeeeetteeeseaeeeessbeeesssntesessssaesssnsasesssntessssnssesesssenes 133

2 17 N I 10 10Ot 136
8.1 DISTRIBUTION GAUSSIENNE ...t euvteeureteeterseeenstesseeesseessesasssessseessssessesesssesssesesssesssesssseesssesesseessesessessnees 136
8.2 TEST STATISTIQUES. ¢t eeteeuuuttetteaseaaaurtttteeeesaaaunreaeeaeeaesaunbaeeeeeeaesaaunseeeeeeaesaaannbeteeeeesaannnbeeeeeessannnnaeeeeessanann 136
8.3 ANALYSE POST-HOC ..ttt ettt ettt ettt e e e e e e et et e e e e e s e aaebe e e e e e e sennnbeeeeeeeseaannbeeeeeaeaanns 137

RESULTATS ET INTERPRETATIONS EXPERIMENTALES ....c.uouierntineiisnsessisinansssssasssassassasssssssssssssssssssassssssas sas 128

PARTIE I: EFFET DE L'INSULINE AU NIVEAU CENTRAL SUR LE COMPORTEMENT EMOTIONNEL ET SUR LE
SYSTEME 5-HT .oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 141



1. MODULATION DE L’ACTIVITE DES NEURONES 5-HT DU RAPHE DORSAL PAR L'INSULINE ................. 143

2. CONSEQUENCES DE L’INJECTION INTRANASALE D’INSULINE SUR LE COMPORTEMENT

EMOTIONNEL......ciiiiiiiiiiiiiiiisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 148
2.1 CONTROLE DES EFFETS DE L'INJECTION INTRANASALE D’INSULINE SUR LE METABOLISME .....eeevuvveeeenireeeesareeesaenens 148
2.2 MODULATION DES TAUX DE SEROTONINE EN REPONSE A L' INJECTION INTRANASALE D' INSULINE....eevuveerureesireennneen 150
2.3 EFFET DE L'INJECTION INTRANASALE D’INSULINE SUR LE COMPORTEMENT EMOTIONNEL ..veeuvveerureesireesnreesureesneens 151

3. INTERPRETATION EXPERIMENTALE .......coitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 153
3.1 MECANISME D’ACTION DE L'INSULINE SUR LES NEURONES 5-HT DU RD ....cevuviiniieiiieniee e 153
3.2 EFFETS COMPORTEMENTAUX DE L’ INSULINE CEREBRALE ET IMPLICATION DU SYSTEME 5-HT ...oovviiviiinieenieenieene 158

PARTIE I:MODULATION DU SYSTEME 5-HT ET DES COMPORTEMENTS ANXIO/DEPRESSIFS ASSOCIES, EN
CONDITION PHYSIOPATHOLOGIQUE DE DT2 ......ccccoivummneernissssssnnnnneessssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssas 161

1. ALTERATION DE LA SENSIBILITE A L'INSULINE DES NEURONES 5-HT ET DE LA REPONSE ANXIOLYTIQUE
A L'INJECTION INTRANASALE D’INSULINE PAR LE REGIME OBESOGENE HFD ........ccccccevrureriunercnnicsanenns 163

2. EFFETS METABOLIQUES DU REGIME OBESOGENE HFD ET AMELIORATION PAR UN TRAITEMENT
CHRONIQUE DE METFORMINE.......ccottiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisisisisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 165

3. MODULATION DU COMPORTEMENT EMOTIONNEL SELON LE STATUT DE SENSIBILITE A L'INSULINE168

4. MODIFICATIONS DES PROPRIETES ELECTROPHYSIOLOGIQUES DES NEURONES 5-HT DU RD SELON LE
STATUT DE SENSIBILITE A L'INSULINE ......ccotiiiiuiiiiiinniiisnneiiessnneiissssneiissseeiesssnesiessssesssssssesesssssesesssnesee 171

5. INTERPRETATION EXPERIMENTALE.......cccoiiiiiiiiiiiininiiiniiisisisissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 175

5.2 MECANISMES IMPLIQUES DANS L’ AMELIORATION DU COMPORTEMENT EMOTIONNEL PAR LA RESTAURATION D’UN ETAT
DE SENSIBILITE A L' INSULINE c1vtvvvvteeeeeieturereeeeeeeiissresereseeesassssseseseeesssssssssesssessssssssssesesosssssssesesssssssssssssessssssnsens 178

5.3 ROLE DE LA RESISTANCE A L’INSULINE DES NEURONES 5-HT DANS LE DEVELOPPEMENT DES TROUBLES EMOTIONNELS 182

PARTIE Ill: CONSEQUENCES COMPORTEMENTALES ET FONCTIONNELLES D’UNE RESISTANCEA
L'INSULINE SPECIFIQUE DES NEURONES 5-HT ....ccooueiiiiiiiiriiinineneiseeierinsnessne s sssesssnessssesessesesses 183

1. CREATION ET VALIDATION DE LA LIGNEE TRIPLE TRANSGENIQUE SEIRKO ........ccceeuueeeeeennrnnnnnnnnnnnnnes 185

2. CONSEQUENCE DE LA DELETION DU RECEPTEUR A L’INSULINE DES NEURONES 5-HT SUR LE
METABOLISME ENERGETIQUE ET ’HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE .........coerrurerrnnerineersnnninnresssnesssnesesnens 188

3. CARACTERISATION ELECTROPHYSIOLOGIQUE DES NEURONES 5-HT DU RD DES SOURIS SEIRKO ..... 190

4 CONSEQUENCE DE LA DELETION DU RECEPTEUR A L'INSULINE DES NEURONES 5-HT SUR LE
COMPORTEMENT EMOTIONNEL........cotvieiimmiiiiiiiicinnniieiniissssiessnnssssssssesnsssssssssssesnssssssssssssessnes 193

5. INTERPRETATION EXPERIMENTALE.......cccoiiiiiiiiiniiniiiiiiiinisninssiisisssssssssssssssssssssssssssssssssssses 196



5.1 HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE DES SOURIS SEIRKO .....coiviiiiieeieeeeiiiiiie e eeeeetieee e e e eetate e e e e e searsaaeeeeseeessnnnnees 196

5.2 RELATION ENTRE L'ETAT DU SYSTEME SEROTONINERGIQUE ET LE PHENOTYPE COMPORTEMENTAL DES SOURIS SEIRKO

........................................................................................................................................................................ 196
PARTIE IV: MODULATION DE LA SENSIBILITE CEREBRALE A L'INSULINE DANS LA REPONSE AU
TRAITEMENT ANTIDEPRESSEUR DE TYPE ISRS. ......ccovvimmriiiiiiinninnniiiininiennneeennssnnennessessssssassseessss 203
1. ETUDE DE LA REPONSE ANTIDEPRESSEUR A UN ISRS DES SOURIS SEIRKO ..........ccoovvmmmnnrrriiinrsannnnns 205

2. ETUDE DE LA COMBINAISON DE L’INJECTION INTRANASALE D’INSULINE ET DE LA FLUOXETINE DANS
LA REPONSE ANTIDEPRESSEUR AIGUE .........ccciiiiiiiinininnnsiiiniisiiiiississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 206

3. ETUDE DE LA COMBINAISON DE L’INJECTION INTRANASALE D’INSULINE ET DE LA FLUOXETINE DANS

LA REPONSE ANTIDEPRESSEUR AU COURS D’UN STRESS DE CONTENTION CHRONIQUE....................... 209
4. INTERPRETATION EXPERIMENTALE ........ottiitiiieinietininttninttineessseesssatessanessssesesaesssassssanesesnesesnssasnsenes 211
4.1 NON REPONSE A L'EFFET ANTIDEPRESSEUR DE LA FLUOXETINE CHEZ LES SOURIS SEIRKO ....c.ocviviiiiiiiiiiiiiinn 211

4.2 EVALUATION DE LA STRATEGIE DE COMBINAISON DE L'INSULINE INTRANASALE ET DE LA FLUOXETINE EN VUE D’UNE

POTENTIALISATION DE L'EFFET ANTIDEPRESSEUR ....viuviiiiiiniiiiiie ittt st s 212

4.3 HYPOTHESE MECANISTIQUE ...veiutiiutieitietieeteeete ettt sttt ettt et be et be et e et e s abesaeesbeesbeesbeenbeeaneens 212
SYNTHESE DES RESULTATS .......ueiiiiutiinteinneissenisenssssnsssnessssssssnssssnssssesssssssssnssssnsssssessssesssansssansssssssones 215
PERSPECTIVES EXPERIMENTALES.......ccoiniiittiittinttietenntesnes e ssee st sssanessse e s e e s sassssanesssnesssnesesanes 217
DISCUSSION GENERALE ettt st st snn s sessss s s s s s ses s ses s sassssssssssessssssssssssss snsssnens sesass seossssnsssasnssnnes 200
1. ROLE DE L'INSULINE SUR LE COMPORTEMENT EMOTIONNEL EN PERIODE POSTPRANDIALE ........... 221

2. IMPLICATION PHYSIOPATHOLOGIQUE: PEUT-ON TRAITER LA DEPRESSION MAJEURE EN AMELIORANT

LA SENSIBILITE A L'INSULINE ? .....ccouuuiiiiiieeeennnieeeeeeeeennssseeessessennssssssssessssnsssssssssssssnnssssssessssnnnssssssssssannnnns 231
2.1 DEPRESSION MAJEURE COMORBIDE AU DIABETE DE TYPE 2..uuieeeerviuuieeeeerrestnieeeseeeeessnnseeeeesssssnnnneessesssssnnnenees 231
2.2 DEPRESSION MAJEURE NON COMORBIDE A UN TROUBLE METABOLIQUE PRIMAIRE. ...cevvvvueeeeeerrerrnineeeeeeressnnnnenees 234
2.3 TRAITEMENT ANTIDEPRESSEUR ISRS COMBINE A L’ INJECTION INTRANASALE ..vvvvvveverevererererereresssesssesssssesssssesenees 235

CONGCLUSION ..ccuiieeeerteennerteensereeessereenssersenssessenssesssnssessanssesssnssesssnssesssnssssssnssssssnssssssnssessanssssssnssesssnssenes 239

REFERENCES .....evecueiuiiiieeeteiseisesesssssssssessssssessessessesssessessessssssessessessesssessessessssssessessessssssessessesssessessasnes 241

ANNEXES ...ttt ssssesseee st s s s ssaastae s s s e s s st sansaasessssssssannsaesssssssssnnnanesssssssssannnaesesans 289









LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Diagnostic du TD2

Tableau 2: Diagnostic de la DM d’aprés le DSM-V
Tableaux 3: Modeles animaux du DT2

Tableau 4: Approche par RDoC de la DM
Tableau 5: Modeles animaux de la DM

Tableau 6: Récapitulatif des conséquences comportementales induites par la manipulation du

systéme sérotoninergique

Tableau 7: Antidépresseurs de la classe des Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de

Sérotonine

Tableau 8: Modulations sérotoninergiques associées aux effets antidépresseurs de différents

agents antidiabétiques

Tableau 9: Composition nutritionnelle des régimes standard (STD) et obésogéne (HFD)
Tableau 10: Composition des solutions externes utilisées en électrophysiologie ex-vivo
Tableau 11: Composition des solutions internes utilisées en électrophysiologie ex-vivo

Tableau 12: Récapitulatif de la caractérisation métabolique, comportementale et
électrophysiologique des souris SeIRKO

Tableau 13: Conséquences comportementales d’un hyposérotoninergisme central dans

différents modéles murins

Tableau 14: Synthese des effets centraux de I’insuline en relation avec le systéme

sérotoninergique






LISTE DES ILLUSTRATIONS

Figure 1: Structure insuline

Figure 2: Libération d’insuline par la cellule B en réponse au glucose

Figure 3: Structure du récepteur a I’insuline

Figure 4: Affinité de I’insuline, de IGF-1 et de IGF-2 pour leurs différents récepteurs
Figure 5: Voie de signalisation du récepteur a I’insuline

Figure 6: Modulateurs négatifs de la voie de signalisation du récepteur a I’insuline
Figure 7: Absorption du glucose par GLUT4 en réponse a I’insuline

Figure 8: Distribution de IR, IGF-1R, IRS-1 et IRS-2 dans le cerveau

Figure 9: Distribution de I’insuline en fonction de différentes voies d’administration
Figure 10: Modulation de I’activité de populations neuronales hypothalamiques par 1’insuline
Figure 11: Evolution phylogénétique de I’insuline

Figure 12: Mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance a I’insuline
Figures 13: Localisation et projections des noyaux du Raphé

Figure 14: Biosynthése de la sérotonine

Figure 15: La synapse sérotoninergique

Figure 16: Caractérisation électrophysiologique des neurones 5-HT du Raphé dorsal

Figure 17: Régulation de ’activité des neurones 5-HT du Raphé dorsal par différents circuits

neuronaux

Figure 18: Mécanisme d’action des ISRS impliquant la désensibilisation du récepteur 5-HT1a

au cours d’un traitement chronique

Figure 19: Convergence des voies de signalisation du récepteur a I’insuline et des récepteurs

sérotoninergiques

Figure 20: Schéma du croisement de la lignée SeIRKO



Figure 21: Le champ ouvert

Figure 22: Le labyrinthe en croix surélevée

Figure 23: La boite clair/obscur

Figure 24: Alimentation supprimée par néophobie

Figure 25: Test de suspension par la queue

Figure 26: Procédure expérimentale du stress de contention chronique

Figure 27: L’insuline module positivement I’activité des neurones sérotoninergiques du

Raphé dorsal.

Figure 28: L’administration d’insuline périphérique diminue la libération de sérotonine dans
I’hippocampe ventral in-vivo au travers d’un mécanisme d’autoinhibition médié par le

récepteur 5-HT1a.

Figure 29: Mesure du tonus sérotoninergique autoinhibiteur du récepteur 5-HT1a en patch-

clamp

Figure 30: L’injection intranasale d’insuline ne modifie pas la glycémie périphérique ni la

prise alimentaire apres un jelne de 24h.

Figure 31: L’injection intranasale d’insuline diminue les taux de sérotonine dans des

structures impliquées dans la régulation du comportement émotionnel.

Figure 32: L’effet anxiolytique de I’injection intranasale d’insuline requiert 1I’implication du

systéme sérotoninergique.

Figure 33: Mécanisme présumé de 1’effet permissif de I’IR dans la synergie des voies de

signalisation des récepteurs IR et IGF-1R en réponse a I’insuline

Figure 34: Hypothése mécanistique de I’effet net inhibiteur de 1’insuline sur les neurones 5-
HT du Raphé dorsal

Figure 35: Le régime obésogene HFD induit une résistance a I’insuline des neurones 5-HT du
RD qui est associée a la perte de 1’effet anxiolytique en réponse a 1’injection intranasale

d’insuline.

Figure 36: Le traitement chronique par la metformine permet de reverser les effets

métaboliques déléteres induit par le régime obésogene HFD.



Figure 37: Le traitement par la metformine permet d’améliorer les troubles du comportement

émotionnel induit par le régime obésogéne HFD.

Figure 38: Le traitement par la metformine permet de reverser les altérations des propriétés
intrinséques et d’excitabilité des neurones 5-HT du RD induites par le régime obésogéne
HFD.

Figure 39: Modele mécanistique des altérations du systéme 5-HT observées dans les troubles

émotionnels comorbides au régime HFD.

Figure 40: Les souris de la lignée SeIRKO présentent une délétion du récepteur a 1’insuline

dans les neurones 5-HT qui est observable sur le plan moléculaire et fonctionnel.
Figure 41: Evaluation de différents paramétres métaboliques chez la souris SeIRKO.

Figure 42: Les souris SeIRKO présentent une diminution de I’activité des neurones 5-HT du

Raphé dorsal associée a des altérations de leurs propriétés intrinseques

Figure 43: La délétion du récepteur a I’insuline dans les neurones 5-HT diminue le

comportement de type anxieux et de résignation des souris.

Figure 44: La délétion du récepteur a I’insuline dans les neurones 5-HT altére la réponse a la

fluoxétine au cours du TST

Figure 45: L’injection intranasale d’insuline potentialise 1’effet antidépresseur de la

fluoxétine dans le TST tandis que cet effet est abrogé par un régime de type obésogéne HFD.

Figure 46: L’injection intranasale d’insuline potentialise 1’effet antidépresseur de la

fluoxétine dans un modeéle de stress de contention chronique

Figure 47: Mod¢le mécanistique de 1’action postprandiale de 1’insuline sur le systéme
sérotoninergique favorisant [’état trophotropique au travers d’un circuit neuronal

polysynaptique particulier impliquant I’amygdale

Figure 48: Conséquence de la résistance a I’insuline du systéme sérotoninergique en condition

postprandiale au travers d’un circuit neuronal polysynaptique particulier impliquant ’amygdale

Figure 49: Arbre décisionnel de la prise en charge thérapeutique de la DM en considérant la

résistance a I’insuline






LISTE DES ABREVIATIONS

[5-HT]ext : Concentration de sérotonine extracellulaire

5-HIAA: 5-hydroxyindol-acetic-acid

5-HT: 5-hydroxytryptamine

5-HTR-KO: Animaux SEIRKO

5-HTR-WT: Animaux contréle SEIRKO

8-OH-DPAT: ()-8-Hydroxy-2-dipropylaminotetralin hydrobromide
aCSF: artificial cerebrospinal fluid

AgRP: Agouti Related Peptide

AHP: Afterhyperpolarization

AMPA: Acide 2-amino-3-(5-méthyl-3-hydroxy-1,2-oxazol-4-yl) propanoique
AMPK: AMP-activated Protein Kinase

ARNSsi: ARN silencing

ATP : Adénosine-TriphosPhate

ATV: Aire Tegmentale Ventrale

BCAA: Branched-chained amino acid (acide aminé a chaine latérale ramifiée)
BDNF: Brain-derived Neurotrophic Factor

BHE: Barriere Hémato-Encéphalique

BIRKO: Beta cell Insulin Receptor Knock-Out

CRS: Chronic Restraint Stress, stress de contention chronique

DAG: Diacylglycérol

DAT: Dopamine Transporter

DM: Dépression Majeure

DMT: Diméthyltryptamine

DMV: Dorsal Motor nucleus of the Vagus

DSM: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

DT1: Diabéte de Type 1

DT2: Diabéte de Type 2

EPM: Elevated Plus Maze; labyrinthe en croix surélevée

EPSC: Excitatory postsynaptic currents; courants postsynaptiques excitateurs



FLX: Fluoxétine, Prozac.

FST: Forced Swim Test; test de nage forcee, test de Porsolt
GABA: Acide y-aminobutyrique

GIRK: G-protein coupled Inwardly Rectifying Potassium channel
GLUT: Glucose Transporter

GIRKO: Glial Insulin Receptor Knock-Out

GSK-3: Glycogen synthase kinase-3

GTT: Glucose Tolerance Test; test de tolerance au glucose
HFD: High Fat Diet

HOMA-IR: Homeostasic Model Assessment of Insulin Resistance
HPA: Hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe)

HR: Insulin/insulin-like growth factor Hybrid Receptor
Icv: Intra-cérébroventriculaire

IGF: Insulin-like Growth Factor

IGF-R: Insulin-like Growth Factor Receptor

IMAO: Inhibiteur de la Monoamine Oxydase

IMC: Indice de Masse Corporelle

INI: Injection Intranasale d’Insuline

i.p: Intrapéritonéale

IPSC: Inhibitory postsynaptic currents; courant postsynaptiques inhibiteurs
IR: Insulin Receptor

IRS: Insulin Receptor Substrate

ISRS: Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de Sérotonine
IU: International Units

Kir: Canaux potassique a rectification entrante

L/D: Light/Dark test; test de la boite clair/obscur

LAT1: Large neutral Amino acid Transporter 1

LCR: Liquide Céephalo-Rachidien

LPS: Lipopolysaccharide

LSD: N,N-diéthyllysergamide

L-Trp: L-Trypothane

MAO: Monoamine Oxydase



MDMA: 3,4-méthyl énedioxy méthamphétamine; ecstasy
Metf: Metformine

mMTOR: Mammalian Target Of Rapamycin

NAc: Noyau Accumbens

NET: Norepinephrine Transporter

NIRKO: Neuronal Insulin Receptor Knock-Out

NMDA: Acide N-méthyl-D-aspartique

NMDG : N-méthyl-D-glucamine

NPY: Neuropeptide Y

NSF: Novelty suppressed Feeding test; test de 1’alimentation supprimée par la néophobie
OF: Open Field test; test du champ ouvert

PA: Potentiel d’Action

PCPA: DL-P-chlorophenylalanine-methyl-ester-hydrochlorate
PFC: Prefrontal Cortex

PHE: phényléphrine

PI3K: phosphoinositide 3-kinase

PKC: Protéine Kinase C

POMC: Pro-opiomelanocortin

PPP: Picropodophyllotoxine

PTEN: Phosphatase and Tensin homolog

PTP1B: Protéine-Tyrosine Phosphatase 1B

RD: Raphé dorsal

RdoC: Research Domain Criteria

RM: Raphé médian

ROS : Reactive Oxygen Species

RT-gPCR : Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction
SelRKO: Serotonin Insulin Receptor Knock-Out

Ser : sérine

SERT : Serotonin Transporter

SN: Substansia Nigra

SNC: Systéeme Nerveux Central

STD: Standard Diet



STZ: Streptozotocine

TCA: Tricyclic Antidepressant; Antidépresseur Tricyclique
Thr: thréonine

TNF-a: Tumor Necrosis Factor alpha

TPH: Tryptophan Hydroxylase

TRPC-5: Transient Receptor Potential Canonical channel-5
TST: Tail Suspension Test

UCMS: Unpredictable Chronic Mild Stress

VMAT?2: Vesicular Monoamine Transporter-2



PREAMBULE



Les maladies mentales représentent un enjeu médical et sociétal de haute importance. En
effet, ’OMS estime qu’une personne sur quatre souffrira, au cours de sa vie, de troubles
mentaux, soit environ 350 millions d’étres humains dans le monde. La pandémie actuelle du
COVID-19 que nous traversons et les confinements successifs sont d’autant plus révélateurs de
cet enjeu qu’est la santé mentale alors méme que certains psychiatres alertent 1’Etat que « [la
troisieme vague psychiatrique est 1a] » (Bocher et al., 2020; Nalbandian et al., 2021). Parmi les
troubles psychiatriques, la dépression majeure (DM) et I’anxiété représentent respectivement
les troisiéme et cinquiéme causes d’invalidité en France (GBD 2016 Disease and Injury
Incidence and Prevalence Collaborators, 2017). Malgré la disponibilité de traitements
pharmacologiques, un tiers des patients ne répondent pas aux traitements antidépresseurs
(Little, 2009). De plus, la récurrence importante de ces troubles mentaux est particulierement
importante (Belsher and Costello, 1988; Lewinsohn et al., 1994). Ce constat souligne la

nécessité et le besoin de la recherche et de I’innovation dans ce domaine.

Historiquement, dans toutes les civilisations, on retrouve des récits décrivant des
symptomes de troubles mentaux qui, a cette époque, était largement attribués a des punitions
divines ou des phénomeénes mystiques. Durant 1’antiquité grecque, dans son ouvrage
« L’homme de génie et la mélancolie », Aristote (384-322 av J-C) suggeére pour la premiére fois
que les troubles mentaux pourraient avoir comme origine une cause organique et physique. Au
cours du 20°™ et 21°M sigcle, les avancées en recherche biomédicale, en neuroscience et en
psychologie cognitive et comportementale ont permis une approche rationnelle et nosologique
des troubles mentaux. Dés lors, les causes des maladies psychiatriques sont aujourd’hui admises
comme ¢tant le résultat d’interactions complexes et multifactorielles entre facteurs génétiques
et environnementaux. Par ailleurs, les troubles mentaux évoluent eux-mémes, comme en
témoignent les modifications successives de la classification des maladies mentales du DSM
(ouvrage majeur du diagnostic psychiatrique moderne, cf chapitre 1), car ils sont également

souvent des marqueurs d’évolution sociale et sociétale.

L’étiologie des troubles psychiatriques s’est largement appuyée sur les mécanismes
d’action des médicaments traitants ces pathologies. Ainsi, la neuropsychopharmacologie a
permis d’élaborer les premiéres hypotheses des causes neurobiologiques des troubles mentaux.
L’introduction en psychiatrie de la chlorpromazine, premier neuroleptique, par Henri Laborit
en 1951 révolutionna a la fois la trajectoire thérapeutique des patients mais ouvrit également
une voie vers 1’étude de 1’étiologie des maladies mentales, en 1’occurrence la schizophrénie. De

la méme maniere, la découverte par sérendipité des premiers traitements antidépresseurs



(tricycliques et inhibiteurs de la monoamine oxydase) dont les mécanismes d’action permettent
d’augmenter les taux de monoamines, a fait émerger une premiere hypothése selon laquelle la
DM proviendrait d’une déficience centrale en monoamines. De plus, la découverte de la
fluoxétine (Prozac®) en 1972, chef de file des antidépresseurs de type ISRS (Inhibiteurs
Sélectifs de la Recapture de Sérotonine) et de son mécanisme d’action orientérent, entre autres,
les travaux de recherche sur I’hypothése d’une déficience spécifique en sérotonine dans la DM.
Cette hypothese a notamment été supportée par 1’observation d’altérations du systéme
sérotoninergique au cours d’études post-mortem, sérologiques et par imageries fonctionnelles
chez des patients souffrants de DM (Mann, 1999). De ce fait, la sérotonine est un élément clef
de la physiopathologie de la dépression et la cible pharmacologique actuellement prépondérante
dans son traitement (Hamon and Blier, 2013).

De la fin du 20°™ si¢cle a aujourd’hui, 1’émergence de nouvelles technologies a également
permis la découverte de nouveaux facteurs impliqués dans 1’étiologie de la DM. Outre les
¢tudes mettant en évidence I’implication de polymorphismes génétiques, différents travaux de
recherche mirent en évidence des altérations métabolomiques et protéomiques dans les troubles
mentaux (Baune, 2019). De maniére intéressante, des travaux récents suggerent que des
altérations du métabolisme énergétique pourraient participer au développement des maladies
mentales (Sestan-Pesa and Horvath, 2016). Il a notamment été mis en évidence que plusieurs
hormones du métabolisme lipidique comme la ghréline ou la leptine influencent le
comportement de type anxieux et dépressif (Bali and Jaggi, 2016; Lu, 2007). Toutefois, peu de
données de la littérature permettent d’établir une corrélation entre 1’altération du métabolisme
glucidique et le développement des troubles mentaux. Cette observation peut sembler
surprenante au regard du role que joue le glucose dans 1’apport énergétique des neurones. Les
données épidémiologiques indiquent que les patients diabétiques ont, au moins, deux fois plus
de risques de souffrir de DM que la population sans comorbidités métaboliques (Anderson et
al., 2001; Bak et al., 2020). Cette observation nous pousse a nous questionner sur un plausible
mécanisme physiopathologique commun a ces deux pathologies et notamment au role d’une

hormone clef dans I’homéostasie glucidique et le diabéte: I’insuline.

Ce n’est pas la premicre fois de I’histoire que I’insuline se retrouve mélée aux troubles
mentaux. De maniere anecdotique, le psychiatre autrichien Manfred Sakel 1’utilisait chez des
patients atteints de schizophrénie pour provoquer des comas hypoglycémiques lors de ses cures
de « choc insuliniques » dans les annees 1930. Ne démontrant pas d’efficacité supérieur a celle

d’un traitement placebo, la technique fut abandonnée avec I’apparition des premiers



neuroleptiques. Malgré cet échec thérapeutique, rien ne peut exclure que I’insuline pourrait
jouer un réle dans 1’étiologie des troubles de I’humeur ou de I’anxiété. Tout comme la ghréline
ou la leptine, I’insuline peut-elle influencer le comportement émotionnel ? Si tel est le cas, par
quel(s) mécanisme(s) biologique(s) ? A I’inverse, une perte d’efficacité du signal insulinique

sur ces mécanismes présumés peut-elle favoriser le développement de troubles émotionnels ?

C’est a ces questions que ces travaux de thése tentent d’apporter une réponse. Aux vues de
I’implication du systéme sérotoninergique dans les troubles de 1’humeur, nous avons choisis
d’étudier I’'impact fonctionnel de I’insuline sur le systéme sérotoninergique central en

relation avec les conséquences comportementales relatives a la DM,

Ces travaux de thése permettent d’apporter des éléments de réponse qui n’ont pas été
démontrés dans la littérature scientifique. En effet, bien que le r6le de I’insuline au niveau
central ait été particulierement étudié, les données sur d’autres effets centraux sont peu connues.
Il en est de méme en ce qui concerne la corrélation entre la résistance a I’insuline et les troubles
émotionnels qui, d’un point de vue épidémiologique est clairement établie mais dont les
mécanismes sous-jacent sont encore obscurs a ce jour. Enfin, ces travaux sont innovants au
regard de 1’étude de D’interaction entre I’insuline et le systeme sérotoninergique dans la
régulation des émotions, sujet qui n’a pas été abordé par la communauté scientifique. La
création d’un modele génétique spécifique a ces questions scientifiques ou encore ’utilisation

de méthodes a fort potentiel translationnel sont d’autres témoins de 1’originalité de ce projet.

Au moment de la rédaction de ce manuscrit, ces travaux de thése, dont la durée totale aura
été de 3,5 ans, ont abouti a une publication (Zemdegs et al., 2019) et une revue (Martin et al.,
2021) en tant que co-premier auteur. Deux autres articles sont en cours de préparation et j’ai
également pu participer a trois autres articles de recherche indépendamment de mon sujet de
these (un en révision et deux publiés : Bouyakdan et al., 2019; Busquets-Garcia et al., 2018).



Les résultats de ce travail de recherche sont aussi le fruit de plusieurs collaborations et

n’auraient pu étre réalisés sans 1’aide de:

- Bruno Guiard et Sébastien Bullich, Centre de Recherche sur la Cognition Animale,

Université Toulouse I11-Paul Sabatier

- Daniela Cota, Vincent Simon, Samantha James et Camille Allard, Neurocentre

Magendie, Université de Bordeaux

- Philippe De Deurwaerdere, Institut des Neurosciences Cognitives et Integrative

d’Aquitaine, Université de Bordeaux

- André Kleinridders, Institute of Nutritional Science, Université de Potsdam, Allemagne

L’objectif majeur de cette thése est de comprendre la contribution de 1’insuline dans la
modulation des comportements anxieux et dépressifs au travers du systeme sérotoninergique.
Par conséquent, la rédaction de ce manuscrit est largement orientée sur les conséquences des
¢tats de sensibilité a I’insuline dans la physiopathologie de la DM. L’introduction consistera en
des rappels bibliographiques qui traiteront successivement de chacun des éléments clefs de cette
problématique. La premiére partie portera sur les généralités et le diagnostic clinique du diabete
et de la DM. Nous détaillerons aussi les études épidémiologiques corrélant 1’association de la
résistance a I’insuline et la forte incidence de la DM dans la population diabétique. Dans la 2"%
partie, nous traiterons de I’insuline, de son rdle dans le cerveau et de la résistance a I’insuline
au cours du diabéte. La partie 3 abordera les liens de corrélation et de causalité entre la
résistance centrale a I’insuline et le comportement émotionnel. Au cours de la partie 4, nous
traiterons de la neurotransmission sérotoninergique et de son implication dans la régulation des
émotions, des troubles de I"humeur et de la réponse aux antidépresseurs. Enfin, la 5°™ partie
portera sur les évidences suggérant que I’insuline peut moduler le systéme sérotoninergique et

les comportements qui y sont associés.






INTRODUCTION






PARTIE 1:

DIABETE DE TYPE 2

ET

DEPRESSION MAJEURE



1. Les diabetes

Il existe plusieurs types de diabete parmi lesquels le diabéte de type 1, le diabete de type
2, le diabéte de type 3 et enfin, le diabete gestationnel. Bien que cette thése porte sur le diabéte

de type 2, il me parait important d’apporter de bréves notions sur les autres types de diabéte.

1.1 Le diabéte de type 1

Le diabete de type 1 (DT1; diabete auto-immun, diabéte insulino-dépendant) est
caractérisé par un défaut de sécrétion d’insuline par les cellules f du pancréas (Association,
2018). Ce défaut est conséquent a la destruction des cellules B par une réaction auto-immune
de I’organisme. La prise en charge de ce diabete nécessite donc une administration quotidienne
d’insuline. Le DT1 se développe majoritairement pendant 1’enfance, généralement autour de
I’age de 5-7 ans et représente 5 a 10% des cas de diabéte (Atkinson et al., 2014). Enfin, le DT1
est associé a de nombreuses comorbidités comme des rétinopathies et des néphropathies
(Chiang et al., 2014).

1.2 Le diabéte gestationnel

Le diabete gestationnel se caractérise par le développement d’une hyperglycémie au cours
du 2°M trimestre de la grossesse mais en dega des valeurs cliniques permettant d’établir un
diagnostic de diabete de type 2 (Szmuilowicz et al., 2019). Ce type de diabéte a une prévalence
variant de 1 a 14% des cas de grossesse et augmente le risque de développer un diabete de type

2 par la suite (Association, 2018).

1.3 Le diabete de type 3

Le diabete de type 3 est caractérisé par une résistance a 1’insuline du cerveau associé a la
maladie d’Alzheimer (Nguyen et al., 2020). 1l est basé sur le fait que la résistance cérébrale a

I’insuline participe a 1’accumulation du peptide amyloide [, un des meécanismes
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physiopathologiques majeurs de cette maladie neurodégénérative. Il n’existe toutefois pas

d’outil de diagnostic clinique pour établir clairement et objectivement le diabéte de type 3.

1.4 Le diabete de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2; diabete sucré) est une pathologie caractérisée par une altération
du métabolisme glucidique, lipidique et protéique résultant d’une résistance a I’insuline et/ou
de son défaut de sécrétion. Le diagnostic biochimique du DT2 est établit lorsque la glycémie
a jeun est> 126 mg/dl, que le taux d’hémoglobine glyquée HbALc est > 6,5 % et que la glycémie
est>200 mg/dl en réponse a un test de tolérance au glucose oral (DeFronzo et al., 2015; tableau
1). Le DT2 touche 352 millions d’adultes a travers le monde (DeFronzo et al., 2015), avec plus
de 80% des cas dans des pays pauvres ou en développement, dont particulierement en Asie
(Inde et Chine) (Chan et al., 2009). 1l représente 90% des cas de diabéte et est plus elevée chez
I’homme avec une prévalence de 14,6% contre 9,1% chez la femme (Nordstrom™ et al., 2016).
On estime de maniere générale que I’immense majorité des DT2 serait évitables par la mise en
place d’une hygi¢ne de vie incluant une alimentation saine, une activité physique quotidienne
d’au moins 30 minutes, le maintien d’un IMC < 25 kg.m™ ainsi qu’une diminution de la
consommation d’alcool et de tabac (Hu et al., 2001; Schellenberg et al., 2013). Le facteur de
risque le plus important du DT2 est I’augmentation de la masse adipeuse (Chan et al., 1994;
Colditz et al., 1995) bien que d’autres facteurs de risque aient été identifiés comme la
sédentarité, le tabagisme, les troubles du sommeil et de maniére générale une mauvaise hygiéne
nutritive (Grgntved and Hu, 2011; Ley et al., 2014; Shan et al., 2015). D’autre part, les études
d’associations pangénomiques ont permis de mettre en évidence plus d’une centaine de variants
génétiques conférant une susceptibilité au développement de la pathologie (Morris et al., 2012).
Toutefois ces variants génétiques ne seraient impliqués que dans 10 a 20% des cas, suggérant
I’implication importante de facteur environnementaux. Le DT2 est une maladie chronique
complexe et mutifactorielle nécessitant la prise en charge du patient et d’un traitement
pharmacologique adéquat. Ces traitements médicamenteux consistent a améliorer la sensibilité
et/ou la sécrétion d’insuline jusqu’a un certain point pouvant nécessité une insulinothérapie. La
non-prise en charge médicale des patients atteints de DT2 favorise le développement de
comorbidité dont, entre autres, les troubles cardiovasculaires (Ferrannini and Cushman, 2012)

et les troubles psychiatriques (Ducat et al., 2014).
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Parameters Normal Prediabetes T2D

Haemoglobin A1C <6,0% 6,0-6,4% >6,5%
Fasting plasma glucose <110 mg/d| 110-125 mg/dl >126 mg/dl
Two-hour plamsa OGTT <140 mg/dl 140-199 mg/dl >200 mg/dl

Tableau 1: Diagnostic clinique du DT2.

D’aprés DeFronzo et al., 2015.

2. La dépression majeure

La dépression majeure (DM) est un trouble mental dont les conséquences médicales et
socio-économiques associées sont importantes. Elle représente ainsi la premiere cause
d’invalidité a travers le monde et participe grandement au développement d’autres pathologies
(Otte et al., 2016). La DM a une prévalence moyenne au cours de la vie d’environ 16%, sachant
que les femmes sont deux fois plus touchées que les hommes (Kessler et al., 2003). Par ailleurs,
la prévalence de la DM varie selon des critéres sociodémographiques (Kessler and Bromet,
2013). Le diagnostic clinique, déterminé a I’aide du DSM-5 (American Psychiatric Association,
2015) repose sur deux symptdmes majeurs qui sont une condition sine qua non du diagnostic:
« une perte d’intérét ou de plaisir » ou « une humeur dépressive ». Pour que le diagnostic d’un
épisode dépressif caractérise soit positif, I’individu doit présenter en tout 5 symptomes sur une
période d’au moins deux semaines (tableau 2). En recherche clinique, plusieurs échelles de
score de dépression peuvent étre utilisées (ex: Hamilton Depression Rating Scale,
Mongtomery-Asberg Depression Rating Scale, Beck’s Depression Inventory). Il existe
plusieurs sous-types de dépression ayant des différents degrés de séveérité dont la dépression
mélancolique, la dépression atypique ou encore la déepression réactionnelle. Les épisodes
dépressifs caractérisés peuvent également étre comorbides a un autre trouble psychiatrique

comme la schizophrénie, les troubles bipolaires ou encore les troubles anxieux et peuvent ainsi
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conduire a un diagnostic différentiel (Belmaker and Agam, 2008). L’anxiété est la comorbidité
psychiatrique la plus importante dans la DM, dont souffre 67% des patients (Lamers et al.,
2011). A ce titre, le syndrome anxio/dépressif peut caractériser un épisode dépressif carcatérisé
accompagne de symptdmes anxieux majeurs. Le traitement de la DM inclue la psychothérapie
pour les formes légéres et un traitement pharmacologique pour les formes modérées et séveres.
Par ailleurs, le traitement pharmacologique en association avec la psychothérapie permet un
meilleur taux de rémission que la prise en charge pharmacologique seule (de Jonghe et al.,
2001).

Malgré leur efficacité clinique, seul 1/3 des patients achévent une rémission en réponse a
un traitement antidépresseur (Trivedi et al., 2006). En plus de cette limite thérapeutique s’ajoute
le long délai d’action des antidépresseurs qui varie de 2 a 8 semaines. De plus, la récurrence de
la dépression est importante puisque le risque de souffrir d’un second épisode dépressif
caractérisé dans les cing années consécutives a un premier épisode est de 50% (Belsher and
Costello, 1988; Lewinsohn et al., 1994).

Bien qu’a I’heure actuelle, 1’étiologie exacte de la DM soit inconnue, il existe diverses
hypothéses neurobiologiques tentant d’en expliquer 1’origine. Les principales sont listées ci —

apres:

» L’hypothése de la déficience en monoamine: cette théorie considére que pour tous les
cas de DM il existe une déficience plus ou moins importante en monoamine qui altére
la fonction des neurotransmissions sérotoninergique, noradrénergique et/ou
dopaminergique. Cette théorie découle en partie du mécanisme d’action des traitements

antidépresseurs.

» L’hypothése de 1’axe HPA: cette théorie considere que la sur-activation de 1‘axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), ou axe corticotrope, est responsable de la

DM en raison de son implication dans la réponse neuroendocrine au stress.

» L’hypothése neurotrophique: théorie considérant que la diminution de la neurogénése
hippocampique, en association avec des réarrangements et des altérations de la plasticité

synaptique est responsable de la DM.

13



» L’hypothése inflammatoire: cette théorie considere que des processus inflammatoires
périphérique et centraux participent au développement de la DM

Chacune de ces hypothéses présentent des mécanismes biologiques qui sont intimement
liés et qui s’influencent les uns et les autres (Gold, 2015). La véracité d’une hypothése par
rapport & une autre peut refléter différents endophénotypes de la dépression. Par ailleurs, la DM
étant une maladie psychiatrique, elle est intrinséquement liée a la psychologie de I’individu. Par
conséquent, divers modeles cognitifs psychopathologiques de la dépression ont été proposés en
s’appuyant sur différents substrats neurobiologiques (pour revue voir Badcock et al., 2017;
Disner et al., 2011.

An individual will show five (or more) of the following symptoms, which should be present during
the same 2-week period nearly every day and should represent a change from previous functioning:

Depressed mood* + Decrease or increase in appetite

Markedly diminished interest or « Psychomotor agitation or retardation
pleasure in all, or almost all, activities*

Insomnia or hypersomnia Feelings of worthlessness, or excessive or
inappropriate guilt

Fatigue or loss of energy

Diminished ability to think or concentrate, « Recurrent thoughts of death or suicidal ideation
or indecisiveness

*Depressed mood and/or diminished interest or pleasure must be evident for a diagnosis

Tableau 2: Diagnostic de la DM d’aprés le DSM-V .

D’aprés American Psychiatric Association, 2015.
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En somme, la DM est un syndrome complexe et hétérogene présentant une grande
variabilité interindividuelle et évolutive au cours du temps. Nous aborderons en détail

I’hypothése de la déficience serotoninergique de la dépression au cours de la partie 4.

3. Prévalence de la dépression majeure dans la population atteinte
de diabéte de type 2

L’Association entre le diabéte et les maladies mentales n’est pas récente. Au 17°™ siécle,
I’anatomiste anglais Thomas Willis disait du diabéte qu’il était « la conséquence d’un état de
tristesse prolongée ». Au cours des deux derniéres décennies, I’intensification des recherches a
ce sujet a permis de mettre & jour un lien étroit entre les deux pathologies. En effet, d’apres les
études épidémiologiques, les individus atteints de diabéte, indépendamment du type 1 ou 2, ont
au moins deux fois plus de risque de souffrir de DM que des individus sains (Anderson et al.,
2001; Ciechanowski et al., 2003). Toutefois, la prévalence de la DM est plus importante dans
le DT2 que dans le DT1 (Bak et al., 2020; Silverstein et al., 2015). L’inflammation observée au
cours du DT2 pourrait en étre une explication. En effet, les marqueurs inflammatoires sont
corrélés au symptomes dépressifs pour le DT2, ce qui n’est pas le cas pour le DT1 (Herder et
al., 2018). Par ailleurs les individus avec un DT2 ont plus de risque de souffrir de troubles
anxieux généralisés, une comorbidité fréquente et bidirectionnelle de la DM (Huang et al.,
2020). Comme c’est le cas pour la DM, on observe que dans la population atteinte de DT2, les
femmes ont plus de risques de souffrir de DM que les hommes (Al-Ozairi et al., 2020; Bak et
al., 2020; Roy and Lloyd, 2012). Par ailleurs, de maniére générale, la durée de 1’épisode
dépressif dans le DT2 est Iégerement plus long: 14 mois contre 12 mois dans la population avec
un épisode dépressif caractérisé sans comorbidité (Eaton et al., 2008; de Groot et al., 2016). De
plus, la prévalence significativement plus importante de la DM ne s’explique pas par un biais
de diagnostic conséquent au suivi médical plus important dont les patients atteints de DT2 sont
I’objet (Manderbacka et al., 2014). Enfin, bien que vivre avec une maladie chronique est un
facteur de risque pour développer une DM (J. Katon, 2011), un mécanisme biologique commun
pourrait étre sous-jacent aux deux pathologies. La résistance a 1’insuline pourrait étre la pierre
angulaire de ces deux pathologies. En effet, étant une caractéristique majeure du DT2, elle
pourrait étre une autre explication de la plus forte prévalence de DM chez ces individus plutét

que chez ceux atteints du DT1.
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4. Hypothése mécanistique

Au cours d’une méta-analyse, Kan et ses collaborateurs rapportent que la résistance a
I’insuline (insulino-résistance) est significativement corrélée aux symptémes depressifs (Kan
et al., 2013). De maniere similaire, plusieurs études rapportent une association significative
entre une insulino-résistance élevée et la prévalence de la DM (Chiba et al., 2000; Everson-
Rose et al., 2004; Pearson et al., 2010; Timonen et al., 2005; Watson et al., 2021). Il est
également intéressant de noter que cette corrélation significative entre une insulino-résistance
et les troubles dépressifs est également retrouvée chez des patients sans troubles métaboliques
apparents ou diagnostiqués (Lee et al., 2017; Timonen et al., 2006). Par ailleurs, chez des
patients souffrant de DM non-diabétique, on observe une hyperinsulinémie qui est un
mécanisme compensatoire de 1’insulino-résistance (Cakici et al., 2019). Cette observation peut
¢galement suggérer qu’il s’agit d’un cas de pré-diabete de type 2. Cette hypothese n’est pas a
exclure étant donné le lien bidirectionnel entre DT2 et DM. En effet, I’incidence du DT2 est
également significativement plus élevée chez les patients atteints de DM que chez les individus
sains (Vancampfort et al., 2015). D’autre part, une étude longitudinale rapporte que 1’insulino-
résistance est associée a une augmentation du risque de suicide (Golomb et al., 2002). Or, le
taux de suicide est particulierement élevé chez les individus atteints de DM (Angst et al., 1999).
Enfin, au cours d’une étude clinique, Singh et ses collaborateurs ont mis en évidence que des
taux élevés de résistance a ’insuline sont positivement corrélés a la sévérité des symptdmes

dépressifs (Singh et al., 2019).

En nous appuyant sur I’ensemble de ces données, nous émettons 1’hypothése que la
résistance a I’insuline est a I’origine du développement de la DM chez les patients atteints de

DT2.
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PARTIE 2:

L’INSULINE
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1. Généralités

L’insuline est un peptide composé de 51 acides aminés (aa) qui fut extrait d’un pancréas
de chien pour la premiere fois en 1921 par un jeune chirurgien, Frederick Banting, et son
assistant, Charles Best. Le mot insuline dérive du mot latin « insula » qui signifie Tle, en
référence aux ilots de Langerhans du pancréas synthétisant ce peptide. L’insuline a ¢été
fortement conservée au cours de I’évolution et est présente chez les organismes vertébrés et
invertébrés sous différentes formes apparentées. Elle est probablement le peptide endocrinien
le plus étudié et sa découverte fait partie des avancées majeures de la médecine moderne car il
n’existait auparavant aucun traitement pour les patients diabétiques de type 1. En 1922, un jeune
adolescent de 14 ans, Leonard Thompson, fut le premier Humain a recevoir une injection
d’insuline, lui évitant une issue tragique. En 1923, Banting et Macleod regurent le prestigieux
Prix Nobel de Physiologie ou Médecine qu’ils partagerent avec Best et Collip. Par ailleurs,
I’insuline fut la premiére protéine dont la s€quence (1951) et la structure tertiaire (1969) furent
connues. Enfin, la découverte de I’insuline permit a la fois des avancées technologiques (dosage
radio-immunologique; Berson et al., 1956) et médicales qui participérent également a sa

notoriété au sein de la société.

2. Gene, biosyntheése et structure de insuline

Le géne codant pour I’insuline a été¢ remarquablement conservé au cours de 1’évolution,
comme le témoigne la conservation des ponts disulfure caractéristiques de la superfamille des
récepteurs insuline/IGF-R. Chez I’Humain le géne codant pour I’insuline INS est porté par le
chromosome 11 sur le loci 11p15.5 (Harper et al., 1981), qui fut cloné par Bell et ses
collaborateurs en 1980 (Bell et al., 1980). De maniere singuliére, on retrouve deux geénes
différents codant pour I’insuline (Insl et Ins2) chez la souris et le rat (Cordell et al., 1979). La
transcription, 1’épissage alternatif et la traduction successive du géne de 1’insuline conduit a la
production d’un peptide précurseur de 110 aa, nommé préproinsuline (Steiner et al., 1967). La
partie N-terminale de la préproinsuline comporte une séquence de 25 aa servant de « peptide-
signal ». C’est le clivage de cette partie dans le réticulum endoplasmique par des enzymes

protéolytiques qui permet la maturation de la proinsuline (Eskridge and Shields, 1983). La
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proinsuline est composée de chaines A et B maintenues entre elles par deux ponts disulfure et
connectées par le peptide C. La conversion de la proinsuline en insuline a lieu dans 1’appareil
de Golgi ou les prohormones convertase 2 et 3 ainsi que la carboxypeptidase H, entrainent le
clivage du peptide C (Docherty et al., 1989; Naggert et al., 1995). L’insuline est alors stockée
dans des veésicules ou elle sera co-libérée dans la circulation sanguine avec le peptide C en
fonction des besoins de régulation de I’homéostasie glucidique. L’insuline mature est formée
par une sequence de 51 aa dont le poids est de 5,8 kDa (Ryle et al., 1955). Cette hormone
peptidique est un hétérodimere constitué de deux chaines polypeptidiques: la chaine A formée
par 21 aa et la chaine B formée de 30 aa. Au total, trois ponts disulfure participent au maintien
de la cohésion structurale de I’insuline. Ces ponts lient notamment les chaines A et B (A7-B7
et A20-B19) et la chaine A au moyen d’un pont intracaténaire (A6-All) (Adams et al., 1969;
Blundell et al., 1971; figure 1). Bien que l’insuline soit active sous forme globulaire
monomeérique, elle peut également se polymeériser en hexaméres formant des cristaux (forme

de stockage) (Derewenda et al., 1991).

La régulation de I’expression du geéne de I’insuline est sous controle de différents
activateurs ou répresseurs. L’activité de ces facteurs de régulation peut étre modulée par des
substrats énergétiques et des hormones. De maniére générale, le glucose est le régulateur
principal en tant que puissant stimulant de la biosynthése de 1’insuline. Le réle de I’hormone
hypoglycémiante sur la régulation de sa propre synthése est encore controversé. Certaines
études rapportent un effet inhibiteur tandis que de nouvelles études observent a I’inverse un
effet stimulant (Koranyi et al., 1992; Leibiger et al., 2000).
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B-chain

Figure 1: Strucutre de linsuline.

D’aprés Akinlade et al., 2014.

3. Libération et dégradation de ’insuline

L’insuline est synthétisée par les cellules Béta (cellules ) des ilots de Langerhans du
pancréas et controle les trois grands types de métabolismes: glucidique, lipidique et protéique.
Le glucose est le stimulus principal conditionnant la libération d’insuline. En effet, I’hormone
est libérée par les cellules B du pancréas en réponse a une augmentation des taux sanguin de
glucose (hyperglycémie) postprandiale. Dans ces conditions, le glucose pénetre dans les
cellules pancréatiques via le transporteur GLUT2 (Guillam et al., 2000). La glucokinase agit
comme un « détecteur de glucose » et stimule le processus de glycolyse. La métabolisation du
glucose conduit a I’augmentation du taux d’ATP intracellulaire ayant pour consequence la
fermeture de canaux potassium sensibles a I’ATP (Katp). La fermeture de ces canaux induit la
dépolarisation de la cellule, un influx massif de Ca®" via des canaux calciques voltages
dépendant et déclenchent ainsi la libération de 1’insuline par exocytose (Matschinsky, 1990;
figure 2). La sécrétion d’insuline est biphasique et dotée d’un caractére pulsatile avec des
oscillations de secrétion lentes et rapides (Seino et al., 2011). La premiere phase de sécrétion
correspond a la libération immédiate de I’insuline préalablement synthétisée et stockée dans les

granules tandis que la seconde phase de sécrétion correspond a I’insuline synthétisée de novo
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dans les cellules B. La sécrétion peut étre modulée par de multiples facteurs comme des
hormones, des acides aminés ou des lipides sous 1’effet permissif du glucose. D’autre part, le
systeme nerveux central (SNC) peut également inhiber cette libération au travers de 1’axe
sympathique ou la favoriser via I’axe parasympathique (pour revue, voir Magnan and Ktorza,
2005). Chez I’Humain, la demi-vie de I’insuline est de 4 a 8 minutes dans la circulation sanguine
(Dreyer et al., 1986; Duckworth, 1988). L hormone hypoglycémiante est ensuite dégradée par
une enzyme spécifique qui est ’enzyme de dégradation de I’insuline (IDE pour insulin
degrading-enzyme). Cette enzyme est une metalo-protéase de 110 kDa permettant le clivage de

I’insuline en plusieurs fragments inactifs (Duckworth, 1988).
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Figure 2: Libération d’insuline par la cellule  en réponse au glucose.

D’aprés Martin et al., 2013.
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4. Voie de signalisation de ’insuline par son récepteur

Au cours de cette partie, nous ne nous focaliserons pas sur un tissu particulier pour décrire
la voie de signalisation du récepteur a ['insuline. Les particularités singulieres du récepteur a

l'insuline dans le cerveau seront spécifiées dans la partie traitant du systéme nerveux central.

4.1 Récepteur a ’insuline

Le récepteur a I’insuline (IR) appartient a la classe II de la famille des Récepteurs Tyrosine
Kinase (RTK) tout comme le récepteur a IGF-1 (IGF-1R) et I’'IRR (Insulin Related-Receptor
protein) (van der Geer et al., 1994). Au cours d’une étude de fixation ligand-récepteur, Freychet
et ses collaborateurs mettent en évidence pour la premiere fois la présence du récepteur a
I’insuline au niveau de la membrane plasmique des hépatocytes (Freychetetal., 1971). L’ADNc
de I’IR a ensuite été cloné de maniére concomitante par deux groupes de recherche distincts
(Ebina et al., 1985; Ullrich et al., 1985). La séquence codante de I’IR de 120 kpb comprend 22
exons (Seino et al.,, 1989). Le géne codant pour I'IR, INSR, est d’abord traduit en un
prorécepteur qui est ensuite glycosylé puis clivé par les protéases furine pour obtenir un
hétérotétramere qui forme I’IR mature (Bravo et al., 1994). La structure quaternaire de cette
protéine indique que I’IR est composé de deux sous-unités o extracellulaires de 125 kda et de
deux chaines P intracellulaires de 90 kda, reliées par des ponts disulfures (Massague et al., 1980;
Sparrow et al., 1997; figure 3). L’insuline se fixe sur son récepteur via deux sites présents au
niveau de la sous-unité a extracellulaire: le site en C-term (aCT) et un autre site correspondant
au domaine de répétition riche en leucine L1 (Menting et al., 2013). La fixation de I’insuline
sur I’IR entraine un changement conformationnel du récepteur, ayant pour conséquence une
transphosphorylation des sous-unité 3 intracellulaire au niveau des tyrosines 1158,1162, et 1163
du domaine tyrosine kinase (Kasuga et al., 1982; Zhang and Roth, 1991). C’est cette
transphosphorylation qui initie la transduction du signal de I’insuline en induisant une cascade

de 122 phosphorylations de résidus tyrosine sur 89 protéines différentes (Schmelzle et al.,
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2006). La transduction du signal de I’insuline au travers de I’IR permet diverses actions au

niveau cellulaire, moléculaire et génomique.
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Figure 3: Structure du récepteur a linsuline.

D’apres Escribano et al., 2017.

Par ailleurs lors de sa transcription, le géne INSR peut subir un épissage alternatif au niveau
de I’exon 11, pour donner lieu a deux isoformes de I’'IR: IR-A (contenant I’exon 11) et IR-B
(ne contenant pas 1’exon 11) (Moller et al., 1989). Cet épissage alternatif est directement régulé
par I’insuline au travers de la voie Ras-MAPK/ERK qui permet ainsi de moduler 1’expression
des isoformes dans un tissu (Malakar et al., 2016). Les deux isoformes de I’IR se différencient
d’un point de vue structurel mais également sur le plan fonctionnel en activant des processus
biologiques différents. De maniére intéressante, lorsque les deux isoformes sont exprimés en
proportion steechiométrique dans un méme tissu, I’insuline présente une plus grande affinité
pour I’isoforme IR-A (Knudsen et al., 2011). Les isoformes de I’IR peuvent également former
des récepteurs hybrides (HR) avec IGF-1R, noté HR-A ou HR-B selon I’isoforme de I’IR
hybridé. Ces formes d’hybridation modifient également I’affinité des ligands endogénes

(insuline, proinsuline, IGF-1, IGF-2) pour ces récepteurs. L’affinité de I’insuline pour les HR
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et pour IGF1-R est plus faible que pour I’IR (Sciacca et al., 2010). En ce qui concerne, IGF-1
et IGF-2, on observe qu’ils présentent une forte affinité pour IR-A, ce qui n’est pas le cas pour
IR-B (Frasca et al., 1999; Pandini et al., 2002). Concernant les HR, IGF-1 et IGF-2 ont une
affinité supérieure a I’insuline pour les deux isoformes HR (Belfiore et al., 2017; Slaaby, 2015).
Les différentes affinités de ces peptides pour 1’ensemble des récepteurs de leur famille sont
récapitulées dans la figure 4. Au vu du réle trophique médié par les IGF, leur forte affinité pour
IR-A suggere que cet isoforme permet préférentiellement la transduction de signaux
mitogéniques. La distribution tissulaire des isoformes de I’IR confirme en effet cette idée. Bien
que I’IR soit exprimé de maniere ubiquitaire dans tous les tissus, on observe que IR-A est
préférentiellement exprimé dans les tissus en développement ou nécessitant une importante
activité mitogenique (Joost, 1995). A I’inverse, IR-B est quant a lui préférentiellement exprimé
dans les tissus impliqués dans 1’action métabolique de I’insuline et la régulation de
I’homéostasie glucidique comme le tissus adipeux ou le foie (Joost, 1995). Par ailleurs, les
isoformes et les HR activent des voies de signalisation qui peuvent étre différentes. Cette

diversité de récepteurs permet a I’insuline une pléiade d’activités biologiques au sein de

I’organisme.
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Figure 2: Insulin and IGFs receptor family. Each receptor binds insulin, IGF-1, or IGF-II with a different affinity. Ligand affinities are showed
as + (very low affinity), ++ (low affinity), +++ (high affinity), and ++++ (very high affinity).

Figure 4: Affinité de l’insuline, de 1GF-1 et de IGF-2 pour leurs différents récepteurs.
D’aprés Escribano et al., 2017.
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4.2 Substrat du récepteur a I’insuline

Il existe au total 11 substrats différents du récepteur a I’insuline. Les substrats majeurs de
I’IR, font partie de la famille des IRS (Insulin Receptor Substrate), dont les plus étudiés sont
IRS-1 et IRS-2. IIs permettent 1’activation des deux voies majeures de signalisation de I’IR qui

sont la voie PI3K/AKkt et la voie RassIMAPK (figure 5).

4.2.1 Famille des IRS

La famille des IRS est composée de 6 isoformes dont IRS-1 et IRS-2 qui sont exprimés de
maniére ubiquitaire tandis que 1’expression de IRS-3/4/5/6 est spécifique de certains tissus
(Taniguchi et al., 2006). La transphosphorylation de I’'IR permet le recrutement de la protéine
IRS-1 au niveau du site juxtamembranaire (JM) via ses domaines PTB (phosphotyrosine
binding) et PH (pleckstrin homology) en N-terminal (Eck et al., 1996; O’Neill et al., 1994). Les
sites de phospshorylation SH2 (Src-homology-2-containing protein) en C-terminal de IRS-1 et
IRS-2 permettent par la suite de recruter des protéines sous-effectrices pour assurer la
transduction du signal (Sun et al., 1992, 1995). Cette phosphorylation permet notamment
I’activation de la protéine PI3K (phosphoinositide 3-kinase) via le recrutement de sa sous-unité
régulatrice p85. L’activation des IRS permet aussi le recrutement de la protéine Grb2 (Growth
factor receptor bound protein 2) qui, en interagissant avec la protéine SOS (Son Of Sevenless),
permet 1’activation de la voie Ras/MAPK (Myers et al., 1994; Skolnik et al., 1993). Ces deux
voies canoniques de I’IR ont des fonctions différentes. En effet, la voie PI3K/Akt est
responsable des effets métaboliques tandis que Ras/MAPK est impliquée dans les effets
mitogéniques de I’insuline (Taniguchi et al., 2006). De plus I’activation des différents substrats
IRS de I’IR peut également induire des effets biologiques différents. Ainsi, IRS-2 entraine de
maniere préférentielle I’activation de voie métabolique tandis que IRS-1 semble plus important
pour la croissance cellulaire dans certains tissus (White, 2002). De maniere générale et selon
les tissus, 1’activation de I’IR permet la stimulation de la prolifération cellulaire, la survie
cellulaire, la synthese de protéines, de lipides et de glycogene ou encore le transport actif du

glucose (Boucher et al., 2014).
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4.2.2 Protéines Shc (Src-homology-2-containing protein)

Les protéines Shc, réparties en quatre membres différents (ShoShcA, ShcBAli,
ShcCRaiN-She, et ShcD/RalLP) sont des substrats de I’IR alternatifs aux IRS (Finetti et al.,
2009). ShcA existe en trois isoformes différents: p66, p52 et p46 (Ravichandran, 2001). La
phosphorylation des isoformes p52/46 entraine |’activation de la voie de signalisation
Ras/MAPK via Grb2 (Kim et al., 1998). A I’inverse, la phosphorylation de 1’isoforme p66
entraine son inhibition (Tomilov et al., 2011). La compétition pour le domaine de fixation JM
de I’IR entre les substrats favorise soit la voie métabolique (IRS), soit la voie mitogénique (Shc)

(Sasaoka et al., 2001).

4.2.3 Autres substrats du récepteur a l'insuline

I existe également d’autres substrats de I’IR. Parmi eux se trouve les protéines GAB
(GRB2-associated-binding protein 2) et les protéines DOK (downstream of kinases) qui ne sont
pas spécifiques a I’IR et qui sont faiblement phosphorylées par celui-ci (Versteyhe et al., 2010).
La famille de protéines APS/SH2-B est également un groupe de substrat de I’IR (Kotani et al.,
1998). Elles ont un domaine SH2 leur permettant d’étre recrutées suite a la transphosphorylation
de I’IR et sont notamment impliquées dans la translocation du transporteur au glucose Glut4
(Leto and Saltiel, 2012). En outre, diverses protéines peuvent agir comme substrat de I’'IR, mais
de facon indépendante a la phosphorylation de résidus tyrosine. La transduction du signal se
fait alors au travers du recrutement de différentes protéines comme les B-arrestin, Rack1,
intégrines, Grb7/10/14, cytohésines (Siddle, 2012).

La diversité de la transduction du signal de I’IR peut également s’apprécier au travers de
la découverte d’un mécanisme jusque-la inconnu. En effet, I’IR peut se transloquer dans le
noyau de la cellule pour s’associer directement a des promoteurs de transcriptions et réguler

I’expression génique (Hancock et al., 2019).
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Figure 5: Voie de signalisation du récepteur a Uinsuline.

D’aprés Boucher et al., 2014.

4.3 Modulateurs négatifs de la voie de signalisation du récepteur a

P’insuline

Le signal de transduction intracellulaire de 1’insuline par son récepteur est régulé a
plusieurs niveaux de la voie de signalisation par différents mécanismes de rétrocontrdle direct
ou indirect (figure 6). Ces modulateurs negatifs permettent de réguler finement les processus

biologiques conséquent a I’activation de I’'IR mais peuvent aussi étre impliqués dans la
résistance a I’insuline.

Parmi les régulateurs négatifs de la voie de signalisation de I’IR on trouve les protéines
tyrosine phosphatase. Ces protéines inhibent la transduction du signal par déphosphorylation
des résidus tyrosine du domaine a activité tyrosine kinase de I'IR. Les protéines tyrosine

phosphatase PTP1B (Protein-Tyrosine Phosphatase 1B) et LAR (Leukocyte common antigen-
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related phosphatases) déphosphorylent les résidus tyrosine de I’IR et de IRS-1 et de surcroit
inhibe la fixation de IRS-1 sur I’IR (Galic et al., 2003; Goldstein, 1993; Goldstein et al., 2000;
Salmeen et al., 2000). Les lipides phosphatases issues du gene PTEN (Phosphatase et TENsin
homolog) déphosphorylent le messager PIP3 entrainant une diminution du signal de la voie
PI3K (Cantley and Neel, 1999; Carracedo and Pandolfi, 2008). La régulation négative de PTEN
est également observée in vivo des lors que son inhibition permet d’augmenter la sensibilité a
I’insuline chez la souris (Kurlawalla-Martinez et al., 2005; Stiles et al., 2004). Les protéines
adaptatrices Grb10 et Grb14 sont des protéines cytoplasmiques adaptatives inhibant la voie de
signalisation de I’insuline. Elles bloquent la fixation de protéines effectrices au niveau de I’'IR
et d’IRS-1, diminuant ainsi le signal de transduction (Holt and Siddle, 2005). Les protéines
SOCS (Suppressor Of Cytokine Signal) inhibent la signalisation de I’'IR de la méme maniére
que Grb10 et Grb14 tout en favorisant également la dégradation d’IRS-1 (Emanuelli et al.,
2000; Rui et al., 2002; Ueki et al., 2004). Enfin la phosphorylation de résidus sérine/thréonine
(Ser/Thr) au niveau d’IRS-1 et de I'IR est un mécanisme majeur de I’inhibition de la
transduction du signal. Plusieurs kinases peuvent étre responsables de ces phosphorylations en
réponse a des phénomeénes inflammatoires, des acides gras signaux, ou encore par rétrocontréle
de I’insuline elle-méme via la voie PI3K/Akt. La phosphorylation de la serine 307 (Ser-307)
d’IRS-1 a fait I’objet de nombreuses études dans 1’inhibition de la voie de signalisation de

I’insuline et de son implication dans I’insulino-résistance (Aguirre et al., 2002).
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Figure 6: Modulateurs négatifs de la voie de signalisation du récepteur a linsuline.

D’aprées Boucher et al., 2014.

5. Action périphérique de ’insuline

En raison de [’orientation de ce manuscrit sur [’action centrale de ['insuline, les roles

périphériques de l’insuline seront décrits de maniere succincte et simplifiée.

L’action principale de I’insuline est de promouvoir I’absorption, le stockage et I’utilisation
du glucose dans les tissus cibles. Elle a par conséquent un role anabolisant. La fixation de
I’insuline sur son récepteur permet, entre autre, la translocation des transporteurs GLUT4 a la
membrane permettant I’entrée du glucose dans la cellule comme c’est le cas pour le tissus
adipeux et le muscle (Holman and Kasuga, 1997; Myers and White, 1996; figure 7). Dans ce
dernier, I’insuline va stimuler la glycogénogénése (Dimitriadis et al., 2011). Dans les
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adipocytes, le glucose sera mis en réserve sous forme de triglycéride au cours de la lipogenese

qui est stimulée par I’insuline (Dimitriadis et al., 2011).

Le foie est un organe cible primordial de I’insuline. Les hépatocytes absorbent le glucose
via le transporteur GLUT2 qui est indépendant de I’insuline. Au niveau des hépatocytes,
I’insuline inhibe la glycogénolyse et la néoglucogenése tout en stimulant la glycogénése faisant

du foie I’organe majeur du stockage du glucose (Cherrington et al., 2007).
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Figure 7: Absorption du glucose par GLUT4 en réponse a insuline.

D’aprés Ingle, 2018.
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6. Action centrale de I’insuline

6.1 Récepteur de I’insuline et voie de signalisation dans le SNC

Pendant longtemps le cerveau a été considéré comme un organe insensible a I’insuline. En
effet, les neurones absorbent le glucose majoritairement via le transporteur de haute affinité
GLUT3 (Koepsell and Vallon, 2020). Or, le transport du glucose au travers de ce transporteur

est indépendant de I’insuline, a I’inverse de GLUT4.

En 1978, Havrankova et ses collaborateurs mettent en évidence que le récepteur a I’insuline
(IR) est largement exprimé dans le cerveau au travers d’expérience in vitro (Havrankova et al.,
1978). Plusieurs régions sont enrichies en IR (par ordre décroissant): bulbes olfactifs > cortex
cérébral > hippocampe > hypothalamus > tronc cérébral. L’IR est localisé a la fois au niveau
du corps cellulaire des neurones et de la synapse (Abbott et al., 1999; Chiu et al., 2008). La
présence des deux isoformes de I’IR a aussi été observée au niveau du SNC. En effet, 'IR-A
est majoritairement exprimé dans les neurones tandis que les cellules gliales et notamment les
astrocytes expriment I’isoforme IR-B (Garwood et al., 2015). Il est également intéressant de
noter la présence de I’hybride IR/IGF-1R dans les neurones ainsi que dans les cellules gliales,
bien que son expression soit plus faible au sein de cette population cellulaire (Martinez-
Rachadell et al., 2019). Au niveau central, plusieurs études s’accordent a dire que 1’activation
de IR cérébral entraine 1’activation des deux voies majeures canoniques observées en
périphérie: PI3K/Akt et MAPK (Banks et al., 2012; Mirshamsi et al., 2004; Niswender et al.,
2003). Tout comme I’expression des différents isoformes de I'IR, plusieurs études ont
également observé I’expression de plusieurs isoformes des IRS dans le SNC (Taniguchi et al.,
2006). Cette diversité d’expression des isoformes de I’IR et de ses substrats refléte une richesse
du spectre d’action de I’insuline au sein du SNC (figure 8). Toutefois, I’action de I’insuline sur
ses recepteurs cérébraux requiert soit 1) son transport de la périphérie vers le cerveau soit 2) sa

synthese in situ au sein de celui-ci.
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Figure 8: Distribution de IR, IGF-1R, IRS-1 et IRS-2 dans le cerveau.

D’apres Kleinridders et al., 2014.

6.2 Transport de Iinsuline au travers de la barriere hémato-

encéphalique

En 1967, Margolis et Alszuler mettent en évidence la présence d’insuline dans le liquide
céphalorachidien (LCR) de chien, suggérant que 1’insuline puisse traverser la BHE (Margolis
and Altszuler, 1967). D’autres études suggerent également un passage de la BHE notamment
suite a I’observation de la fixation de I’insuline au niveau des capillaires sanguins cérébraux in
vivo chez I’animal (Frank et al., 1985; van Houten and Posner, 1979) et sur des tissus post
mortem chez I’Humain (Pardridge et al., 1985). Plusieurs études indiqueront par la suite que le

passage de I’insuline au travers de la BHE est permis au moyen d’un transporteur saturable
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(Baura et al., 1993; Hachiya et al., 1988; King and Johnson, 1985; Schwartz et al., 1990).
L’injection d’insuline radiomarquée par voie intraveineuse, permet d’observer la présence de
I’insuline dans plusieurs structures cérébrales. Toutefois c’est au niveau de 1’hypothalamus
qu’on retrouve les taux les plus élevés (Banks and Kastin, 1998) mettant en évidence des
différences d’absorption et de dégradation de I’insuline en fonction des aires cérébrales (Banks
et al., 1999). Le passage de I’insuline au travers de la BHE peut étre modulé par différents
facteurs. Ainsi, I’influx d’insuline est plus important en période de développement, lors d’un
jelne prolongé et au cours d’un état inflammatoire (Cashion et al., 1996; Frank et al., 1985;
Xaio et al., 2001).

Cependant, la nature du transporteur de I’insuline au sein de la BHE reste controversée.
Les premiéres données de la littérature suggeérent que I’insuline traverse les cellules
endothéliales de la BHE au moyen de son propre récepteur. En effet, des études in vitro ont mis
en évidence que le transport de I’insuline a travers la BHE était spécifiquement inhibé par S961,
un inhibiteur de I’IR (Meijer et al., 2016). D’autre part, une étude rapporte que le transport de
I’insuline au travers de la BHE résulte de la transcytose de I’IR au moyen de radeaux lipidiques
(Gray et al., 2017). En impliquant le r6le du récepteur a I’insuline dans ce transport, une étude
met en évidence une diminution du transport de 1’insuline vers le cerveau lors de la délétion
génétique du récepteur a I’insuline spécifiquement dans les astrocytes (Garcia-Céceres et al.,
2016), suggérant que ces cellules gliales jouent un role essentiel dans ce transport. Toutefois, il
a eté démontré in vitro que malgré ’inhibition de I’IR par S961, I’insuline était toujours capable
de traverser les cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Hersom et al., 2018). De plus,
le méme résultat a également été observé in vivo en combinant 1’inhibition pharmacologique de
I’IR et son invalidation génétique dans les cellules endothéliales (Rhea et al., 2018). Dans le
méme sens, une étude rapporte que le transport de 1’insuline au travers de I’endothélium est
également indépendant de I’IR dans un autre tissu (Williams et al., 2018). Par conséquent, il est
clairement établi que I’insuline puisse traverser la BHE pour atteindre le cerveau. Toutefois, la

nature de son (ou de ces) transporteur(s) n’est pas précisément défini a I’heure actuelle.
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6.3 Injection intranasale d’insuline

Bien que n’existant pas a l’état physiologique, [’administration intranasale d’insuline est

une technique intéressante que nous avons largement utilisée au cours de ce projet de these.

L’injection intranasale d’insuline (INI) est une méthode rapide et non invasive permettant
I’administration d’insuline au niveau central. Cette technique permet notamment de contourner
le passage de la BHE mais surtout d’étudier I’action de 1’insuline uniquement au niveau cérébral
sans altérer I’homéostasie glucidique périphérique. En effet, contrairement a une injection
périphérique, I’'INI n’entraine pas d’hypoglycémie (Benedict et al., 2007; Schmid et al., 2018).
L’insuline administrée par voie intranasale pénétre rapidement dans le cerveau ou elle est
transportée via son propre récepteur (IR) au travers de 1’épithélium nasal (Rhea et al., 2017) et
on estime qu’au méme titre que 1’injection intraveineuse, seul 0,05%/g de cerveau d’insuline
injecté est retrouvée dans le cerveau par cette voie d’administration (Salameh et al., 2015).
L’administration intranasale permet a 1’insuline d’atteindre de multiples régions cérébrales bien
que le bulbe olfactif soit celle qui en présente les plus hauts taux (Rhea et al., 2017). Toutefois,
la distribution dans le cerveau de I’insuline administrée par voie intranasale differe légérement
d’une administration intrapéritonéale ou intraveineuse (Rhea et al., 2019; figure 9). D’un point
de vue mécanistique, I’insuline peut étre transport¢ au travers de 1’épithélium de la cavité nasale
via I’IR pour ensuite atteindre les régions frontales dont notamment le bulbe olfactif et le cortex
prefrontal (Dhuria et al., 2010; Rhea et al., 2017). L’insuline peut également étre acheminée au
moyen d’un transport axonal par le nerf trijumeau qui lui permet d’atteindre préférentiellement
les régions du mésencéphale et du tronc cérébral (Dhuria et al., 2010; Fan et al., 2019). De cette
maniere, certaines études mettent en évidence que ces régions du tronc cérébral sont des cibles

majeures de I'INI.

Enfin, I’utilisation de I’injection intranasale d’insuline chez I’Humain fait de cette méthode
une technique a fort potentiel translationnel. A ce titre, I’INI représente une méthode de choix

au cours des études précliniques pour étudier I’action de I’insuline au niveau du SNC.
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Figure 9: Distribution de l’insuline en fonction de différentes voies d’administration.

D’aprés Rhea et al., 2019.

6.4 Synthése d’insuline in situ dans le SNC

Historiquement, les cellules B du pancréas sont le lieu unique de production de I’insuline.
Toutefois, il existe plusieurs indices pouvant suggérer que la synthése de 1’insuline pourrait
¢galement avoir lieu dans le cerveau. Tout d’abord, on observe que seulement 0.05%/g de
cerveau d’un bolus intraveineux radiomarqué d’insuline est retrouvé dans le cerveau (Banks et
al., 1997). Or plusieurs études rapportent la présence d’insuline dans le cerveau dont les taux
sont 10 a 100 fois plus élevés qu’en périphérie (Havrankova et al., 1979; Oomura and Kita,
1981). Bien que cela puisse résulter d’une haute affinité du transporteur de 1’insuline et d’un
important volume de transport au travers de la BHE, ces données suggérent d’une part que

I’insuline joue un role essentiel au niveau central mais qu’elle pourrait aussi y étre synthétisee.
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La phylogénie et I’évolution du systéme insulinergique sont d’autres indices probants en faveur
d’une production cérebrale in situ d’insuline. Tout d’abord, il est intéressant ici de rappeler que
plusieurs organismes vivants chez lesquels 1’insuline régule des processus cruciaux n’ont pas
de pancréas (Budd and Pansky, 1987). Nous pouvons dés lors émettre I’hypothése qu’au cours
de I’évolution, les animaux ayant développé un pancréas ont tout de méme conserve le ou les
organe(s) qui ancestralement synthétisai(en)t I’insuline et qu’il(s) jouerai(ent)s toujours ce role

dans des conditions particuliéres.

En accord avec I’hypothése d’une synthése centrale, les taux d’insuline restent stables dans
le cerveau dans un modéle murin de diabete de type 1 induit par stréptozotocine (STZ)
détruisant les cellules B du pancréas (Havrankova et al., 1979). Oomura et Kita font la méme
observation en rapportant que les taux d’insuline centraux ne sont pas affectés par des
modulations de I’insulinémie périphérique (Oomura and Kita, 1981). Appuyant I’idée d’une
synthese centrale, I’ARNm de I’insuline et de la préproinsuline sont détectés par hybridation in
situ et par immunohistochimie dans des neurones adultes et en cours de développement ainsi
que dans des cellules neuronales progeénitrices (Devaskar et al., 1994; Dorn et al., 1983;
Kuwabara et al., 2011; Young, 1986). De maniére intéressante, seul I’ARNm du géne Ins2 est
retrouvé dans le systéme nerveux central de la souris (Mehran et al., 2012). Dans un contexte
physiopathologique de DT2, une étude rapporte une augmentation de I’ARNm de I’insuline
dans des neurones hippocampiques (Dutheil et al., 2016). On retrouve ce méme phénomeéne
compensatoire en périphérie chez des patients atteint de DT2 et dans des modéles animaux lors
de la premiere phase de la maladie (DeFronzo, 1997; Withers et al., 1998). D’autre part, Clarke
et ses collaborateurs observent qu’en réponse a un stimulus, les neurones hippocampiques en
culture se dépolarisent et sécrétent de 1’insuline (Clarke et al., 1986). Par ailleurs, une étude
fonctionnelle récente a mis en évidence que I’insuline est libérée par les cellules GABAergique
corticales neurogliaformes et par les cellules épithéliales du bulbe olfactif (Lacroix et al., 2008;
Molnér et al., 2014). Enfin, la production d’insuline a également été observée au sein du plexus
choroide, sous régulation sérotoninergique (Mazucanti et al., 2019). L’ensemble de ces données

indique que la synthése d’insuline in situ dans le cerveau est fortement probable.

La découverte de I’IR dans le cerveau et du passage de I’insuline a travers la BHE engendra
un engouement qui visa dans un premier temps a explorer I’action de I’insuline dans le cerveau
en relation avec la regulation du métabolisme énergétique puis de s’intéresser plus tard a ses

effets non-métaboliques.
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6.5 Fonctions centrales dans le métabolisme énergétique et I’homéostasie

glucidique

Le role de I’insuline sur le cerveau a été historiquement découvert au travers de son
implication dans le métabolisme énergétique et I’homéostasie glucidique. Ainsi, I’infusion
d’insuline par voie intracérébroventriculaire (icv) réduit la prise alimentaire et le poids corporel,
et inhibe la production hépatique de glucose (Brief and Davis, 1984; Florant et al., 1991; Obici
et al., 2002; Porte and Woods, 1981; Woods et al., 1979).

L’utilisation d’outils d’invalidation génétique sélectif de I'IR a permis de mieux
comprendre le role de I’insuline dans le SNC. De cette maniére, on observe que la délétion de
I’IR neuronal induit une prise de poids chez les souris femelles NIRKO (Neuronal Insulin
Receptor Knock-Out). De plus, cette délétion confere également une susceptibilité au
développement de 1’obésité, accompagnée d’altérations métaboliques dont une insulino-
résistance moyenne et une insulinémie élevée (Bruning et al., 2000). Ces résultats soulignent le
role crucial de I’IR neuronal sur la régulation du métabolisme énergétique. L’IR astrocytaire
n’est pas d’'une moindre importance dans cette régulation puisque son invalidation induit une
intolérance au glucose chez les souris GIRKO (Glial Insulin Receptor Knock-Out) (Cai et al.,
2018).

6.5.1 Modulation de populations neuronales hypothalamiques

En raison de son role majeur dans la régulation du métabolisme énergétique, le réle de
I’insuline dans le cerveau s’est largement porté sur 1’hypothalamus (Coll and Yeo, 2013).
Comme nous I’avons vu précédemment, I’IR est exprimé de maniére quasi-ubiquitaire dans le
cerveau. Toutefois, I’hypothalamus fait partie des régions enrichies en ce récepteur, suggérant
le role primordial de I’insuline au sein de cette structure (Corp et al., 1986). Ainsi, I’'INI chez
des patients sains améliore la sensibilité¢ a I’insuline du corps entier tout en favorisant la perte
de poids et une inhibition de la prise alimentaire via 1’activation de neurones hypothalamiques
(Hallschmid et al., 2004; Heni et al., 2014; Jauch-Chara et al., 2012). L’INI induit également la
suppression de la production hépatique de glucose et augmente la seconde phase de sécrétion

d’insuline (Dash et al., 2015; Heni et al., 2020). Chez I’animal, 1’administration intra-
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hypothalamique d’insuline permet de reproduire les effets anorexigenes observés lors
d’infusion icv (Benoit et al., 2002; McGowan et al., 1993) alors méme que cet effet est reversé

par I’injection d’anticorps anti-insuline dans cette méme structure (Strubbe and Mein, 1977).

Il existe dans 1’hypothalamus plusieurs populations neuronales régulant le métabolisme
énergétique, dont deux majeurs exprimant I’IR dans presque toutes leurs cellules: les neurones
POMC (Proopiomélanocortine) et les neurones AgRP/NPY  (Agouti Related
Protein/Neuropeptide Y). Concernant les neurones POMC, la fixation de I’insuline sur son
récepteur induit I’activation de la voie PI3K ce qui a pour conséquence I’activation de canaux
TRPC-5 (Transient Receptor Potential Canonical-5) dépolarisant (Qiu et al., 2014). D’un point
de vue fonctionnel, I’activation des neurones POMC par I’insuline a pour conséquence un effet
anorexigene (Benoit et al., 2002; Qiu et al., 2014). Toutefois, certains neurones POMC sont
inhibés par I’insuline au travers de I’activation de canaux potassium sensibles a I’ATP (Katp),
aboutissant a leur hyperpolarisation (Williams et al., 2010). Ces résultats confirment I’existence
de sous-populations neuronales POMC dont la réponse a I’insuline peut varier (Dodd et al.,
2018). Par ailleurs, la présence ou non d’ion Zn?* dans la formulation d’insuline ou encore les
concentrations de glucose utilisées peuvent également étre des biais expérimentaux expliquant

la diversité des réponses a I’insuline (Cotero and Routh, 2009; Qiu et al., 2014).

Les neurones orexigénes AgRP/NPY co-expriment deux peptides orexigénes qui sont
AgRP et NPY. La fixation de I’insuline sur I’TR exprimeé par ces neurones entraine 1’ouverture
de canaux Katp. S’en suit une hyperpolarisation de la cellule et in fine, I’inhibition du neurone
AgRP/NPY (Konner et al., 2007). C’est également au travers de 1’ouverture des Katp sur les
neurones AgRP/NPY que I’insuline induit la suppression de la production hépatique du glucose
au niveau central (Konner et al., 2007; Pocai et al., 2005).

Auregard de la littérature, 1’insuline semble moduler le métabolisme énergétique au niveau
central au travers de deux populations neuronales hypothalamiques majeurs qu’elle régule par

deux mécanismes impliquant soit des canaux Katp ou bien des canaux TRPC-5 (figure 10).
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Figure 10: Modulation de ’activité de populations neuronales hypothalamiques par

DUinsuline.

D’apres Qiu et al., 2014,

6.5.2 Modulation du systeme de récompense

L’action de I’insuline centrale a également été mis en évidence dans d’autres structures et
systemes impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique et de 1’homéostasie
glucidique. Il s’agit notamment des systémes et circuits neuronaux impliques dans le
comportement alimentaire qui est intimement lié au systéme de la récompense et de la
motivation (Figlewicz and Sipols, 2010). Le systeme de la récompense et de la motivation
implique plusieurs structures cérébrales dont notamment les noyaux dopaminergiques de 1’aire
tegmentale ventrale (ATV) et de la substance noire (SN), le striatum et plusieurs régions
corticales (Studer and Knecht, 2016). Ce systeme est constitué de circuits neuronaux qui

forment les voies dopaminergique mésocorticolimbique et nigrostriée (Levy, 2012).

Plusieurs ¢études rapportent que I’insuline peut moduler la voie dopaminergique
mésocorticolimbique et par conséquent les comportements qui y sont associés. Tout d’abord,
I’IR est exprimé dans plusieurs structures du systéme de la récompense comme le striatum,
I’ATV, la SN ou encore le cortex préfrontal (Figlewicz et al., 2003; Havrankova et al., 1978).
La delétion du récepteur a I’insuline dans les neurones dopaminergiques de la SN et de ’ATV

se traduit par I’augmentation de la prise alimentaire et de la masse graisseuse (Konner et al.,
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2007). Chez I’humain, I’injection intranasale d’insuline module la voie dopaminergique
mésolimbique et modifie I’appétence a un stimulus palatable (Edwin Thanarajah et al., 2019;
Kullmann et al., 2013; Tiedemann et al., 2017). De plus, les neurones dopaminergiques de la
SN et de I’ATV sont sensibles a I’insuline comme le rapportent des expériences
électrophysiologiques ex-vivo, ou 1’on observe une augmentation de la fréquence de décharge
de ces neurones en réponse a I’insuline (KOnner et al., 2007). En ce sens, la perfusion d’insuline
sur des tranches de NAc induit une augmentation de la libération de dopamine via le
recrutement des interneurones cholinergiques (Stouffer et al., 2015). En accord avec 1’étude de
Stouffer et al., la délétion de I’IR dans les neurones ou dans les astrocytes a pour conséquence

une diminution des taux de dopamine dans le NAc (Cai et al., 2018; Kleinridders et al., 2015).

Toutefois, on observe une diminution des taux de dopamine dans le NAc en réponse a
I’injection d’insuline intra-ATV (Naef et al., 2019). Ce résultat pourrait s’expliquer par une
recapture plus importante de la DA comme le suggere 1’augmentation de la synthése de
I’ARNm du transporteur de la dopamine suite & I’administration icv d’insuline (Figlewicz et
al., 1998). De plus, cette observation est soutenue par le fait que 1’insuline diminue les taux de
dopamine somatodendritique en augmentant sa recapture dans I’ ATV lors d’expérience ex-vivo
(Mebel et al., 2012). Enfin, I’insuline diminue les courants post-synaptiques excitateurs percus
par les neurones dopaminergiques de I’ATV et induit une plasticité de dépression a long terme

dans ces neurones (Labouébe et al., 2013).

Bien que contradictoire, ces résultats sont trés intéressants et pourraient étre unifiés en
suggérant que I’insuline peut réguler de maniere différentielle la libération de dopamine
somatotendritique mais également sa libération au niveau synaptique. Ce qui est tout a fait
possible, car comme nous 1’avons vu précédemment, I’IR est exprimé sur le soma des neurones

mais également a la synapse (Abbott et al., 1999; Chiu et al., 2008).

Collectivement, ces données mettent en évidence que I’insuline module les voies
dopaminergiques nigrostriée et mésocorticolimbique du systéme de la récompense. D’un point
de vue fonctionnel, ces modulations du systeme de récompense permettent la modulation de la
palatabilité des aliments et de la récompense qui y est associée. De cette maniére, 1’action de
I’insuline sur le systéme de récompense est un mecanisme complémentaire de la régulation de

I’homéostasie énergétique au niveau central.
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6.6 Fonctions dans la croissance, le développement et la plasticité

L’insuline existe dans une large variété¢ d’organismes invertébrés et vertébrés appartenant
au groupe des métazoaires sous forme de peptide similaire a I’insuline appelé « insulin-
like peptide ». La superfamille de I’insuline inclut également des facteurs de croissance
appariés a I’insuline (Insulin-like Growth Factor ; IGF-1 et IGF-2). La composition en acides
aminés des domaines A et B de ces peptides partage une homologie de 50% chez ’Homme
(Rinderknecht and Humbel, 1978). Cette homologie de séquence souligne la forte probabilité
que ces peptides aient dérivé d’un méme ancétre commun (figure 11). De plus, les voies de
signalisation ainsi que la structure des récepteurs IR, IGF-1R et IGF-2R présentent de forte
homologies (Ebina et al., 1985; Ullrich et al., 1986). De maniére générale, chez les vertébrés,
I’insuline a pour role la régulation du métabolisme et de I’homéostasie glucidique tandis que
les IGFs sont impliqués dans la régulation de la croissance des tissus pendant le développement.
IIs sont donc pourvus d’une fonction mitogénique. Chez les organismes invertébrés, les peptides
insulin-like comme la bombyxine, ont tous une structure appariée a I’insuline, suggérant qu’il
n’existe pas de peptides appariés aux IGF. Cette hypothése est soutenue par le fait que chez ces
organismes, les peptides insulin-like ont tous la fonction de facteur de croissance. lls jouent
notamment un réle crucial dans le vieillissement et la reproduction (Kenyon et al., 1993). Ainsi,
au cours de 1’évolution chez les vertébrés, la famille des peptides insulin-like a laissé place a
un peptide dévoué a une fonction métabolique tandis que les IGF ont continué de perpétuer le

role de facteur de croissance ancestral de 1’insuline.
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Figure 11: Evolution phylogénétique de l’insuline.

Adapté de Jin Chan and Steiner, 2000.

Cependant, la ségrégation métabolisme/facteur de croissance ne semble toutefois pas si
évidente au niveau du systeme nerveux central. En effet, comme nous I’avons vu
précédemment, I’immense majorité des neurones absorbent le glucose par des mécanismes
indépendants de I’insuline. Par conséquent, 1’action de I’insuline neuronale pourrait étre
similaire & sa fonction ancestrale et jouer un role dans la croissance et le développement au sein
du SNC. Cette idée est confirmée par la délétion génétique de I’'IR neuronal qui a pour
conséquence une diminution de la spermatogénése et de la folliculogénese ovarienne (Briining
et al., 2000). Toutefois, de maniére surprenante la délétion de I’IR neuronal n’induit pas
d’altérations de développement du cerveau et n’impacte pas la survie neuronale chez les

souris NIRKO au cours du développement (Briining et al., 2000).

Au niveau des circuits neuronaux, 1’insuline favorise la maturation et le développement
des synapses silencieuses des neurones néocorticaux du rat en les rendant fonctionnelles
(Plitzko et al., 2001). Ce rble développemental est également retrouvé chez le Xenope, ou la
voie de signalisation de I’IR est nécessaire a la formation des circuits optiques neuronaux (Chiu
et al., 2008). L’insuline est aussi impliquée dans des roles de survie neuronale et de
neuroprotection. De cette maniere, la signalisation de I’IR permet la survie de neurones
hippocampiques de rat dans un milieu de culture déprivé en glucose et en oxygene (Mielke and
Wang, 2005). De plus, I’insuline protége les neurones corticaux de I’excitotoxicité

glutamatergique et les cellules rétiniennes embryonnaires de I’apoptose (Krasil’nikova et al.,
2019; Valenciano et al., 2006).
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D’autre part, I’insuline est capable d’action de neuroplasticit¢ comme I’induction d’un
type de dépression synaptique a long terme spécifique, différent de celui observé par un
protocole de stimulation électrique. Un tel mécanisme a été décrit dans plusieurs études au
travers de I’endocytose des récepteurs AMPA glutamatergique (Beattie et al., 2000; Huang et
al., 2003; Man et al., 2000; Zhou et al., 2001). De plus, I’insuline inhibe également les potentiels
post-synaptiques excitateurs dans plusieurs structures cérébrales dont notamment le NAc et
I’hippocampe (Fetterly et al., 2021; Zhao et al., 2019). La transmission inhibitrice est également
la cible de I’action de I’insuline puisque celle-ci permet le recrutement des récepteurs GABAAa
post-synaptiques et la potentialisation des potentiels post-synaptiques inhibiteurs qui y sont
associés (Hammoud et al., 2021; Ma et al., 2003; Vetiska et al., 2007; Wan et al., 1997). Par
conséquent, I’insuline peut moduler a la fois la plasticité synaptique des neurotransmissions

excitatrices et inhibitrices dans différentes structures cérébrales (Lo and Erzurumlu, 2018).

Par ailleurs, plusieurs des cibles des sous effecteurs de la voie de signalisation de I’'IR
comme la voie PIBK/Akt/mTOR et la voie RassMAPK sont impliquées dans les processus de
structuration dendritique ou de maintien de fonction des synapses excitatrices (Agostinone et
al., 2018; Ferrario and Reagan, 2018). En outre, I’insuline est impliquée dans la neurogénese
adulte hippocampique, notamment via I’activation de la voie Akt/GSK-3p, qui est essentielle &
ce processus (Eom and Jope, 2009a). De la méme fagon, 1’insuline joue un rdle crucial dans le
renouvellement des cellules souches neuronales (Ziegler et al., 2012). Elle permet également la
croissance des épines dendritiques qui sont impliquées dans le développement, la fonction et la
plasticité de la synapse (Abbott et al., 1999; Choi et al., 2005). Enfin, I’insuline favorise
également la synthese de PSD-95 qui est une protéine essentielle au fonctionnement de la
machinerie synaptique (Lee et al., 2005).

A la lumiére de ces données, le role de I’insuline au niveau cérébral ne se limite donc pas
a une fonction métabolique. L’action de I’insuline au niveau central vise divers processus
essentiels et fondamentaux dont la croissance, le développement, la maturation, la neurogénése

et la plasticite synaptique des réseaux neuronaux.

L’intégration de tous ces processus au niveau du SNC suggere que ’insuline pourrait
participer a des fonctions cérébrales complexes et élaborées en dehors du champ métabolique.
C’est notamment le cas de la cognition et du comportement émotionnel qui impliquent des
processus de neuroplasticite intenses. Dés lors, nous pouvons nous questionner sur le réle que

pourrait jouer I’insuline dans ces fonctions particulieres.
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6.7 Action de I’insuline sur le comportement émotionnel

Depuis quelques années, I’implication potentielle de la résistance centrale a I’insuline dans
la maladie d’ Alzheimer (diabéte de type 3) a donné lieu & un grand nombre de travaux explorant
les propriétés pro-cognitive de I’insuline. De cette maniere, des études rapportent que 1’'INI
améliore la mémoire ou les capacités cognitives exécutives chez des patients sains, mais aussi
chez des patients en déclin cognitif (Benedict et al., 2007; Claxton et al., 2015; Ritze et al.,
2018). Les études sur le rongeur ont également reproduit les effets pro-cognitifs observés en
recherche clinique comme le montre I’amélioration de la mémoire des animaux dans plusieurs

tests cognitifs en réponse a I’INI (Maimaiti et al., 2016; Marks et al., 2009; Sukhov et al., 2020).

En ce qui concerne le comportement émotionnel, les études chez ’Humain mettent en
évidence que I’INT induit une diminution de la réponse de stress de 1’axe HPA, une amélioration
du sentiment de bien-étre et la potentialisation de 1’extinction de la peur lors de psychothérapies
(Benedict, 2004; Bohringer et al., 2008; Ferreira de Sa et al., 2020). De maniére intéressante,
plusieurs auteurs rapportent également des propriétés de type anxiolytique consécutives a I’INI
chez le rongeur (Beirami et al., 2017; Marks et al., 2009). D’autre part, I’injection icv d’insuline
produit une réponse de type antidépresseur robuste. Toutefois, il n’est pas a exclure que ces
effets soient partiellement médiés par le récepteur de IGF-1 (Mueller et al., 2018). Plusieurs
données de la littérature suggérent que ces divers effets comportementaux pourraient étre la
conséquence de modifications mitochondriales, de phosphorylations de canaux potassiques ou
encore de changements morphologiques dendritiques associés a des réarrangements
synaptiques (Kim et al., 2019; Maimaiti et al., 2016; Marks et al., 2009; Torabi et al., 2021).

Collectivement, ces données suggérent fortement que 1’action centrale de 1’insuline est
capable de moduler les dimensions cognitives et émotionnelles du comportement. Par
conséquent, la diminution du signal de I’insuline en condition pathologique souléve de
nombreuses questions quant a I’altération possible de ces fonctions. Dés lors, pouvons-nous
envisager que la résistance a I’insuline cérébrale peut induire des troubles cognitifs et

émotionnels ?
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7. Résistance a ’insuline

7.1 La résistance a ’insuline

La résistance a I’insuline (ou insulino-résistance) est une caractéristique majeure de la
physiopathologie du DT2. Sur le plan physiologique la résistance a I’insuline se traduit par une
diminution significative de la capcité de 1’insuline a diminuer la glycémie. Elle peut étre definie
par une diminution de P’efficacité de I’action de I’insuline a induire ’activation de sa voie
de signalisation au travers de son récepteur. De cette maniére, pour atteindre une activation
similaire a celle obtenue en condition physiologique, des concentrations plus importantes
d’insuline seront nécessaire en condition d’insulino-résistance. Par conséquent, 1’insulino-
résistance entraine une diminution de 1’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt (Cusi et
al., 2000; Krook et al., 2000). Chez les individus souffrant de DT2, I’insulino-résistance est le
premier marqueur biologique détectable (DeFronzo and Tripathy, 2009; Martin et al., 1992).
On I’observe dans différents tissus comme le foie et le muscle, le tissus adipeux, le rein, le
tractus gastro-intestinal ou encore le systeme vasculaire (Federico et al., 2006; Nizar et al.;
Perry et al., 2014; Vaag et al., 1992; Yang et al., 2016b). Au cours du développement du DT2,
la résistance a I’insuline induit une cascade d’événements biologiques. On observe dans un
premier temps une augmentation de la sécrétion d’insuline dans le but de compenser 1’insulino-
résistance. Toutefois, au cours du temps, 1’épuisement des cellules 3 entraine une insuffisance
de sécrétion d’insuline. Ce défaut de sécrétion provoque une hyperglycémie conséquente a la
diminution de 1’absorption du glucose par les cellules des muscles striés et des adipocytes,
également associé¢ a un défaut d’inhibition de la production hépatique de glucose (DeFronzo,
1997). Des études post-mortem chez des patients atteints de DT2 mettent en évidence une
diminution de 30 & 40% de la masse des cellules B (Kloppel et al., 1985; Rahier et al., 2008).
En outre, au cours du DT?2 la sensibilité de détection du glucose de la cellule B est amoindrie,
diminuant la libération d’insuline et augmentant donc I’hyperglycémie et 1’insulino-résistance
(Ferrannini et al., 2011). L’insuffisance des cellules B a produire de I’insuline est conséquente
a plusieurs facteurs: le vieillissement (Muller et al., 1996), des anomalies génétiques (Morris et
al., 2012), des résistances ou deficience au hormones incrétines (Madsbad, 2014), un important
stress oxydant (Tangvarasittichai, 2015) ou encore la présence d’un état inflammatoire (Romeo
etal., 2012).
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7.2 Mécanismes moléculaires de I’insulino-résistance

La mise en place de la résistance a 1’insuline ainsi que son développement au cours du DT2
a été imputée a différents facteurs innés ou acquis. De maniére générale, 1’insulino-résistance
résulte d’une part de 1’accroissement de ’activité des modulateurs négatifs de la voie de
signalisation de I’insuline et d’autre part de la diminution de I’efficacité des activateurs de cette

méme voie (figure 12).

7.2.1 Implications des éléments de la voie de signalisation du récepteur a

I'insuline

La résistance a I’insuline peut étre causée par des mutations génétiques qui diminuent
I’efficacité de la transduction du signal de I’insuline a travers son récepteur. Il peut s’agir de
mutation de I’IR diminuant son expression, son affinité pour 1’insuline ou son activité tyrosine
kinase (Haruta et al., 1995; Kahn et al., 1996; Taylor et al., 1991). Des polymorphismes de IRS-
1 peuvent également en étre la cause lorsqu’ils sont responsables d’une diminution de
I’activation de la voie effectrice (Almind et al., 1996; Burguete-Garcia et al., 2010; Hribal et
al., 2008; Martinez-Gomez et al., 2011). D’autres part, certaines mutations de protéines
impliquées dans la voie de signalisation de I’IR ont également été associées a une insulino-
résistance, c’est notamment le cas d’Akt et de PI3K (Baier et al., 1998; George et al., 2004; Tan
et al., 2007).

Chez la souris, la délétion constitutive du récepteur a I’insuline (IR) n’est pas viable (Accili
et al., 1996). En outre, la phosphorylation de résidus Ser/Thr par différentes kinases au niveau
des domaines de I’'IR peut également inhiber sa transphosphorylation et donc diminuer la
transduction du signal intracellulaire (Coba et al., 2004). D’autre part, les souris hétérozygotes
-/+ pour I’'IR et pour IRS-1 développent une forte insulino-résistance et 40% d’entre elles un
DT2 au bout de 4 a 6 mois. Les souris hétérozygotes -/+ pour uniguement IR ou IRS-1 ont de
Iégeres modifications de I’homéostasie glucidique sans incidence pathologique (Briining et al.,
1997). Beaucoup d’études ont exploré le role des résidus sérine dans I’activité de IRS-1 et ont
démontré que leur phosphorylation induit une diminution de sensibilité a 1’insuline (Aguirre et

al., 2002; Qiao et al., 1999, 2002). L’altération d’autres éléments moléculaires de la voie de
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signalisation de I’'IR a été impliquée dans 1’insulino-résistance bien que son réle dans ce

processus reste mineur (pour revue, voir Boucher et al., 2014).

7.2.2 Lipotoxicité

L’accumulation ectopique de lipide, en particulier d’acides gras, contribue par différents
mécanismes au développement de la résistance a 1’insuline. Le role de 1’accumulation de ces
lipides dans I’insulino-résistance se traduit notamment par 1’augmentation des taux de
diacylglycérol (DAG), qui active I’enzyme protéine kinase C (PKC) (Gassaway et al., 2018;
Yu et al., 2002). Cette enzyme phosphoryle les résidus sérine des IRS, inhibant ainsi la voie de
signalisation de I’IR (Ishizuka et al., 2004). De ce fait, la diminution des taux de DAG dans les
muscles squelettiques et le foie proteége de I’ insulino-résistance induite par un régime obésogéne
chez la souris (Ahmadian et al., 2009; Liu et al., 2007; Samuel et al., 2010). On observe
également chez les patients atteints de DT2 et dans les modéles animaux que I’accumulation de
ceramides sphingolipides est positivement corrélée au degré d’insulino-résistance (Boon et al.,
2013; Haus et al., 2009). Les céramides participent a 1’insulino-résistance en activant des
kinases inhibitrices de la voie de signalisation de I’IR comme la PKC ou la kinase c-Jun N-
terminal (JNK) (Schenk et al., 2008) mais aussi en inhibant 1’activation de Akt (Powell et al.,
2003; Teruel et al., 2001). La résistance a I’insuline peut notamment étre améliorée chez
I’animal par D’inhibition de la synthése des céramides (Holland et al., 2007). Plus
particuliérement, I’inhibition de la synthése de céramide de novo dans le cerveau permet de
restaurer la sensibilité a I’insuline de neurones hypothalamiques et la fonction de la cellule
chez I’animal (Campana et al., 2018). Enfin, on observe chez les patients DT2 une augmentation
du ratio des acides gras saturés/non-saturés, ce qui a pour conséquence de réduire la fluidite
membranaire, un parametre altérant la sensibilité¢ a ’insuline (Bakan et al., 2006; Field et al.,
1990).
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7.2.3 Inflammation

Plusieurs études ont mis en évidence que la présence de certains marqueurs inflammatoires
était prédictifs de I’incidence du DT2 (Duncan et al., 2003; Pradhan et al., 2001). De plus, les
données de la littérature indiquent que les patients atteints de DT2 présentent une inflammation
chronique a bas bruit (Pitsavos et al., 2007). L’augmentation de la sécrétion de cytokine pro-
inflammatoire par les cellules immunitaires et les adipocytes favorise 1’insulino-résistance
notamment a travers 1’activation des Ser/Thr kinases par JNK ou IKK (IkB kinase) (Hirosumi
et al., 2002; Ozes et al., 2001; Yuan et al., 2001; Zhang et al., 2008) tout comme la diminution
de I’expression de IRS-1 (Rotter et al., 2003). De maniére intéressante, bloquer 1’action de
médiateurs inflammatoires permet, de maniére modérée, d’améliorer la sensibilité a 1’insuline
(Huvers et al., 2007).

7.2.4 Régulation négative par I’hyperglycémie

Des études rapportent que le glucose en concentration supra-physiologique altere la
sensibilité a I’insuline du muscle, du tissu adipeux et diminue la sécrétion d’insuline par la
cellule B (Hager et al., 1991; Leahy et al., 1986). L’hyperglycémie provoque une résistance a
I’insuline notamment par des mécanismes liés au stress oxydant (Evans et al., 2005). De plus,
la glycosylation terminale de certaines protéines inhibe la signalisation de I’IR au travers de
phosphorylations de sérines d’IRS-1 (Riboulet-Chavey et al., 2006). En outre, I’hyperglycémie
favorise la formation de DAG (Xia et al., 1994), dont la conséquence est ’activation de la PKC
inhibant également in fine I’activation de IRS-1 (Cassese et al., 2008; Miele et al., 2003).

7.2.5 Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydant

La formation d’espéces reactives de I’oxygene (Reactive Oxygen Species ; ROS) apparait
lors du processus de respiration et son accumulation est un élément majeur de
dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Chang and Chuang, 2010). Les

études cliniques rapportent des taux élevés de ROS chez des patients atteints de DT2 qui
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peuvent étre alternativement causes par une augmentation du flux de métabolite dans la
mitochondrie, une altération des protéines mitochondriales ou encore une réduction de I’activité
des enzymes antioxydants (Evans et al., 2005; Rosen et al., 2001; West, 2000). Comme c’est le
cas pour d’autres facteurs pro-insulino-résistant, les ROS induisent I’activation de kinase qui
vont phosphoryler les sérines inhibitrices de IRS-1, diminuant en conséquence le signal de
transduction de I’IR (Dokken et al., 2008; Evans et al., 2005; Rudich et al., 1998). De plus,
comme [|’inflammation, I’hyperglycémie et la lipotoxicité, le stress oxydant va également
provoquer une accumulation de DAG qui, en activant la PKC, va favoriser I’insulino-résistance

(Koh et al., 2005; Zhang et al., 2008).

7.2.6 Stress du réticulum endoplasmique

La réponse de stress du reticulum endoplasmique est un processus adaptatif permettant la
maturation et la bonne conformation structurelle des protéines au travers de la réponse UPR
(Unfolded Protein Response). On observe chez les patients atteints de résistance a 1’insuline
une forte activité de la réponse de stress endoplasmique pour compenser les taux importants de
protéines malformées (Hotamisligil, 2010). De plus dans des modéles murins, on observe que
cette suractivation engendre une insulino-résistance au travers de I’activation de JNK et IKK

par le biais de phosphorylations de résidus sérine d’IRS-1 (Ozcan et al., 2004).

D’autres mécanismes participent également au processus de résistance a I’insuline. La
surexpression et/ou suractivation de la phosphatase inhibitrice PTP1B reverse la
phosphorylation des résidus tyrosine de I’IR et de cette maniére diminue sa voie de signalisation
pour favoriser 1’insulino-résistance (Elchebly et al., 1999; Klaman et al., 2000; Koren and
Fantus, 2007; Sun et al., 2007). A D’inverse, I’invalidation génétique de PTP1B (PTP1B™)
permet d’améliorer la sensibilité a I’insuline chez la souris ou I’on observe notamment une
augmentation du taux de phosphorylation de IRS-1 (Elchebly et al., 1999). Bien que sporadique,
I’insulino-résistance peut étre le résultat d’une accélération de la dégradation de 1’insuline par
des anticorps auto-immuns dirigés contre 1’insuline (Kasuga et al., 1999; Schlessinger et al.,
1980). Enfin, des mutations du transporteur du glucose GLUT4 peuvent également étre la cause
indirecte de résistance a I’insuline en favorisant I’hyperglycémie et les phénoménes

pathologiques qui en découlent (Song et al., 2013; Wandel et al., 1995).
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Les multiples mécanismes impliqués dans la résistance a 1’insuline sont interdépendants,
résultant de prédispositions et de wvulnérabilités innées ou acquises, s’influencant
réciproquement. En effet, le stress oxydant, par exemple, favorise 1I’inflammation et vice versa.
La résistance a I’insuline est donc un phénomeéne complexe et multimodal sous-jacent a une

myriade d’altérations physiologiques.
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Figure 12: Mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance a insuline.

D’aprés Boucher et al., 2014.

8. La résistance centrale a I’insuline dans le diabéte de type 2

8.1 Insulino-résistance centrale chez ’humain

Tres peu de preuves cliniques directes permettent d’établir clairement et objectivement la
présence d’une résistance a ’insuline dans le cerveau de patients atteints de DT2. Ce manque

d’évidences peut s’expliquer en partie par les difficultés techniques rencontrées pour étudier
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I’action centrale de I’insuline chez I’Humain. Actuellement les techniques d’imageries
cerébrales sont des méthodes de choix pour étudier in vivo la résistance a I’insuline dans le
cerveau. C’est en utilisant I’'INI couplée a de I’imagerie par résonnance magnétique
fonctionnelle (IRMf) que plusieurs études ont pu mettre en évidence une résistance a I’insuline
centrale chez des patients obéses présentant une insulino-résistance périphérique. En effet, I’INI
inhibe la production hépatique de glucose endogene chez des individus sains (Xiao et al., 2018)
alors que ce n’est plus le cas chez des patients obéses insulino-résistant en périphérie (Dash et
al., 2015). Les études animales montrent que 1’hypothalamus est responsable de I’inhibition de
la production hépatique de glucose endogene (Buettner and Camacho, 2008; Obici et al., 2002),
suggérant que chez ces sujets, cette structure soit résistante a 1’insuline. En accord avec ces
résultats, une étude par IRMf a également mis en évidence que I’INI induit une inhibition de
I’hypothalamus chez des sujets en surpoids qui est diminuée en comparaison a la réponse des

sujets contrdles (Kullmann et al., 2015).

Néanmoins, d’autres études pointent 1’absence de preuve d’une insulino-résistance
centrale chez les sujets atteints de DT2. En effet, Zhang et ses collaborateurs observent une
activation de la région de 1’hippocampe chez des sujets DT2 en réponse a I’INI (Zhang et al.,
2015a). Toutefois, I’absence d’un groupe contréle de sujets sains dans cette étude ne permet
pas d’apprécier d’éventuelles différences de réponses a I’INI entre ces deux populations. Enfin,
au cours de tests évaluant la mémoire visiospatiale, on observe une amélioration des capacités
cognitives associée a une vasodilatation en réponse a I’INI chez des sujets sains mais aussi chez
des patients atteints de DT2 (Novak et al., 2014). Par ailleurs, plusieurs études cliniques ont
comparé les différences structurelles et anatomiques ou encore la fonctionnalité et connectivité
du cerveau a I’état basal entre des patients sains et des patients DT2 (Chen et al., 2014; Roy et
al., 2020). Cependant, bien que des altérations significatives aient pu étre mises en évidence
chez les patients atteints de DT2, elles ne sont pas une preuve directe d’une résistance a
I’insuline centrale. Elles sont au mieux une conséquence de 1’insulino-résistance centrale, sinon
le résultat de mécanismes pathologiques associés au diabéte (inflammation, stress oxydant,
etc...). En outre, ces techniques ne peuvent pas apprécier de maniére précise des différences
fines de sensibilité a I’insuline cérébrales, ce qui peut également expliquer la variabilité des
résultats de certaines études, biaisant également leur interprétation. Par conséquent, les études
cliniques ne permettent donc pas de conclure de maniére claire sur la présence ou non d’une

insulino-résistance centrale fonctionnelle chez les patients DT2.
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Les ¢études chez I’animal permettent de répondre a ces questions notamment au moyen de
I’utilisation de techniques invasives. De maniere générale, la méthode la plus directe permettant
d’évaluer la résistance a I’insuline est de déterminer le taux de phosphorylation des différentes
protéines de la voie de signalisation. Il peut s’agir de phosphorylations au niveau de résidus
tyrosine qui activent la voie de signalisation ou bien la phosphorylation de résidus Ser/Thr qui

eux inhibent la transduction du signal.

8.2 Modeéles animaux du diabéte de type 2

Cette méthode a permis d’évaluer la résistance a I’insuline centrale dans plusieurs modeles
animaux de la pathologie du diabéte de type 2 (pour revue, voir King, 2012; tableau 3). Ces
modeles peuvent étre induits par une obésité résultant d’un défaut de sécrétion de la leptine
(ob/ob) ou par invalidation de son récepteur (souris db/db et rat ZDF fa/fa (Zucker Diabetic
Fatty)). Ils peuvent également étre le résultat d une obésité résultant de mutations polygéniques
(souris KK, souris NZO). Ces modéles d’obésité génétique induite sont intéressants car ils
permettent de modéliser le développement de la pathologie du DT2, dont notamment une
insulino-résistance périphérique. Une autre approche consiste en une intervention nutritionnelle
permettant d’obtenir un phénotype pathologique du DT2 a I’aide d’une di¢te obésogene riche
en gras et en sucres (High fat Diet ; HFD). Cette diéte obésogéne fournit en moyenne 40-60%
de son énergie calorique via la matiére grasse contre environ 10-15% pour les dietes standards.
Le modéle de DT2 induit par HFD a été introduit chez la souris par Surwit et ses collaborateurs
en 1988 (Surwit et al., 1988). Les souris nourries a un régime chronique HFD présentent des
marqueurs biologiques caractéristiques du DT2 comme une obésité, une hyperinsulinémie et
une altération de I’homéostasie glucidique associé a une insulino-résistance. Ce modéle est
intéressant car il présente une analogie aux symptémes et a la physiopathologie du DT2. En
effet, I’induction et les conséquences physiopathologiques de la diéte obésogéne sont proches
de la trajectoire physiopathologique observée chez I’Humain. De plus, comme chez I’Humain,
il existe une variabilit¢ interindividuelle en réponse au HFD au sein d’une méme lignée

congénitale de souris (Burcelin et al., 2002).
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Induction mechanism

Model

Main features

Obese models (monogenic)

Lepob/ob mice

Leprdb/db mice

ZDF rats

Obesity-indued hyperglycemia

Obese models (polygenic)

KK mice

OLETF rat

NZO mice

TallyHo/Jng mice

TNoncNZo10/LtJ mice

Obesity-indued hyperglycemia

Induced obesity

High fat feeding (mice or rats)

Desert gerbil

Nile grass rats

Obesity-indued hyperglycemia

Non-obese models GK rats Hyperglycemia induced by insufficient
beta cel function/mass
Genetically induced models hIAPP mice Amyloid deposition in islets
of beta cell dysfunction
AKITA mice Beta cell destruction due

D’apres King, 2012.

to ER stress

Tableaux 3: Modéles animaux du DT2.
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8.3 Résistance centrale a ’insuline dans les modéles murins de diabéte de

type 2

La résistance centrale a 1’insuline a été¢ observée au cours de différentes études dans les
modeles de DT2 (ob/ob, db/db, HFD) (Kim et al., 2011; Li et al., 2020; Liu et al., 2015). Cette
résistance a I’insuline s’observe sur des homogénats de cerveaux entiers notamment a travers
la diminution de la phosphorylation de résidus tyrosine du récepteur a 1’insuline et de Akt en
réponse a I’insuline (Kothari et al., 2017). Ces modifications sont également accompagnées
d’une augmentation de la phosphorylation de résidus sérine inhibiteurs de IRS-1 (Kothari et al.,
2017). Une autre étude rapporte également qu’une diéte de type HFD induit une diminution de
I’expression de IRS-1 cérébral qui est également associée a une diminution de 1’activation de
lavoie de signalisation de I’IR dans des homogénats de cerveaux (Liu et al., 2015). La résistance
a I’insuline centrale induite par la diéte HFD est également observable au sein de structures
cérébrales particuliéres comme le cortex cérébral, ’amygdale, 1’hypothalamus ou encore
I’hippocampe (Boghossian et al., 2009; Fu et al., 2020, 2017; Petrov et al., 2015; Wakabayashi
etal., 2019). De maniere intéressante, on retrouve dans ces modéles des marqueurs moléculaires
associés a 1’insulino-résistance comme un stress oxydant cérébral et une neuroinflammation
(Fu et al., 2017; Kothari et al., 2017).

La résistance centrale a I’insuline dans les modeles animaux de DT2 peut également
s’apprécier au travers de techniques fonctionnelles comme c’est le cas au travers d’une
approche par electrophysiologie ex-vivo. En effet, Spanswick et ses collaborateurs rapportent
que l’activation des canaux Katp en réponse a I’insuline de neurones hypothalamiques est
abrogé chez les rats Zucker obese (Spanswick et al., 2000). Plus particuliérement, une diéete
obésogene de type HFD prévient 1’action de I’insuline sur les neurones POMC (Qiu et al.,
2018), mais également sur les neurones AgRP/NPY (Qiu et al., 2020). De maniére intéressante,
la réponse a I’insuline des neurones AgRP/NPY n’est pas abrogé chez les femelles en raison du
réle insulino-protecteur que joue 1’cestradiol sur ces neurones (Qiu et al., 2020). Par ailleurs, les
neurones glucose-excitable de I’hypothalamus sont également sensibles a la résistance a
I’insuline. En effet, chez les souris db/db, I’insuline ne prévient plus la diminution de fréquence
de décharge de ces neurones en réponse a une hypoglycémie (0,1 mM) (Cotero et al., 2010).
D’autre part, I’insulino-résistance centrale ne touche pas uniquement les populations neuronales

hypothalamiques. Ainsi, une étude indique que chez les BTBR présentant une insulino-résistace
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périphérique (Flowers et al., 2007), I’insuline n’est plus capable d’induire une dépression a long
terme des neurones dopaminergiques de ’ATV (Labouébe et al., 2013). De plus, le régime
obséogéne HFD induit une insulino-résistance des neurones MSN du NAc, chez lesquels de
faible dose d’insuline ne permet plus la modulation de la plasticité glutamatergique (Fetterly et
al., 2021). Enfin, en accord avec ces résultats, 1’utilisation de la voltamétrie sur tranche de NAc
met en évidence que le régime HFD abroge 1’augmentation de la libération de dopamine en

réponse a I’insuline dans cette structure.

L’ensemble de ces données met en évidence de maniére claire que la modélisation du DT2
chez I’animal est associée a une résistance a ’insuline au niveau central pouvant toucher
plusieurs structures et populations neuronales et suggere que le méme phénomene pathologique
serait présent chez les patients atteints de DT2. La diminution du signal de transduction de
I’insuline causée par I’insulino-résistance au niveau central pourrait se traduire par des
répercussions négatives sur le comportement émotionnel, dont nous avons vu précédemment

qu’elle pouvait en moduler la fonction.
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PARTIE 3:
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L’implication de la résistance a I’insuline dans les troubles émotionnels et cognitifs fait
I’objet d’une recherche intensive. Il existe dans la littérature un nombre trés important de
données qui mettent en évidence que la résistance a I’insuline centrale et/ou périphérique est
associee avec des altérations cognitives, en relation avec la maladie d’Alzheimer. Toutefois,
nous nous attacherons ici a identifier uniqguement les troubles du comportement émotionnel

(comportement de pseudo-anxiété et pseudo-dépression) associé a 1’insulino-résistance.

1. Résistance a Pinsuline périphérique et troubles émotionnels

La littérature biomédicale est riche d’indices permettant de mettre en évidence la relation
réciproque entre résistance a 1’insuline et troubles émotionnels. Ces évidences proviennent a la
fois de données cliniques et précliniques indiquant que la modulation du statut de sensibilité a

I’insuline peut influencer le comportement émotionnel.

1.1 Troubles émotionnels associé a une insulino-résistance

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 1, la résistance a 1’insuline est significativement
associée a la DM chez I’humain. De plus, la résistance a I’insuline est positivement corrélée a
la sévérité des symptomes dépressifs. L’ensemble des données des études cliniques et
épidémiologiques suggerent que 1’insulino-résistance puisse participer au développement des
troubles de I’humeur. Cependant, I’absence de preuves mécanistiques ou causales ne permet
pas d’affirmer ou d’infirmer cette hypothése. Néanmoins, la littérature relative aux modeles

animaux permet tout de méme d’apporter de nouveaux éléments de réponses.

On observe la présence comorbide de symptdmes de type pseudo-dépressifs et pseudo-
anxieux dans de multiples modéles de DT2 (Dinel et al., 2011; Li et al., 2014; van de
Vondervoort et al., 2019). Ces altérations du comportement émotionnel ont également éte
observées dans le modéle de DT2 induit par la diete obésogéne HFD (André et al., 2014; Dutheil
et al., 2016; Papazoglou et al., 2015; Sharma and Fulton, 2013; Zemdegs et al., 2016, 2019).
En outre, la diéte obésogene est un facteur aggravant puisqu’elle exacerbe les symptémes
pseudo-depressifs dans un modele de dépression génétique et dans un modele de stress

chronique impredictible modéré (Unpredectible Chronic Mild stress ; UCMS) (Abildgaard et
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al., 2011; Yang et al., 2016a). Bien que la physiopathologie du diabéte de type 1 soit différente,
sa modélisation chez 1’animal nous permet d’étudier une diminution voire un défaut d’activité
de la voie de signalisation de I’IR. En effet, le modéle le plus commun consiste a 1’injection de
streptozotocine (STZ), un antibiotique, qui inhibe la sécrétion d’insuline en détruisant les
cellule B. Plusieurs études utilisant ce modéle rapportent également la présence d’un phénotype
de type pseudo-anxieux et pseudo-dépressif associé aux troubles métaboliques (Gupta et al.,
2014; Huang et al., 2016; Miyata et al., 2004).

Il est intéressant de noter qu’une insulino-résistance périphérique peut également observée
dans des modeéles de UCMS, de défaite sociale ou encore de dépression induite par
administration de dexamethasone ou de corticostérone (Delanogare et al., 2020; van Donkelaar
et al., 2014; Pan et al., 2013; Tsuneki et al., 2013). Il est toutefois difficile de déterminer si les
troubles du comportement émotionnels sont les conséquences de la résistance a 1’insuline ou
I’inverse. Ce constat est d’autant plus vrai qu’il existe un lien bidirectionnel entre DM et DT2,
puisque comme nous I’avons vu dans la partie 1, les patients atteints de DM ont une incidence
plus élevée de DT2 (Vancampfort et al., 2015). En ce sens, une étude récente a mis en évidence
I’implication d’un circuit neuronal impliquant les neurotransmissions sérotoninergiques et
GABAergiques au sein de 1’hypothalamus, sur lequel pourrait reposer cette réciprocité entre

troubles métaboliques et troubles émotionnels (Xia et al., 2021).

1.2 Facteurs influencant la sensibilité a ’insuline et troubles émotionnels

Plusieurs facteurs influengant la sensibilité a I’insuline périphérique et centrale ont été
incriminés dans la physiopathologie de la DM. Parmi eux se trouve 1’adiponectine, qui est une
hormone circulante sécrétée par les adipocytes. Elle possede des propriétés insulino-
sensibilisante et est impliquée dans la physiopathologie du diabéte de type 2 (Lihn et al., 2005;
Trujillo and Scherer, 2005). Plusieurs études cliniques suggérent que 1’adiponectine pourrait
également étre impliquée dans la physiopathologie de la DM (Formolo et al., 2019; Lehto et
al., 2010; Leo et al., 2006). En effet, on observe une corrélation entre la diminution des taux
d’adiponectine et les symptomes dépressifs chez des patients souffrant de DM comorbide au
diabete de type 1 et 2 (Herder et al., 2018). De maniére similaire, chez I’animal, de faibles taux
d’adiponéctine représentent une vulnérabilité a développer un comportement de type pseudo-

dépressif au cours d’une procédure de stress (Liu et al., 2012). Ces études indiquent que, dans
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des conditions particuliéres, les troubles émotionnels ou leur occurrence sont positivement
corrélés a une diminution des taux d’adiponéctine. Or, en regard de I’action de cette hormone,

cette diminution correspond également a des états de diminution de la sensibilité a I’insuline.

Un autre indice nous vient des études comportementales en lien avec le métabolisme des
céramides, dont nous avons vu au cours du chapitre 2 que leur accumulation favorisait
I’insulino-résistance. En effet, plusieurs études cliniques ont mis en évidence des altérations du
métabolisme des céramides chez des patients atteint de DM (Demirkan et al., 2013; Kornhuber
et al., 2005). Chez la souris, I’accumulation de ces lipides au moyen de la surexpression de leur
enzyme de synthése, 1’acide-sphingomyléinase (Asm), induit un comportement de type pseudo-
dépressif (Gulbins et al., 2013).

Au travers de ces résultats nous remarquons que des troubles du comportement
émotionnel sont associés et parfois directement induits par une résistance a I’insuline
périphérique. A I’inverse, nous pouvons nous questionner sur une amélioration possible du
comportement émotionnel via une augmentation de la sensibilité a 1’insuline par des traitements

antidiabétiques et/ou insulino-sensibilisants.

1.3 Effet antidépresseur des agents antidiabétiques et insulino-

sensibilisants

1.3.1 En condition d’insulino-résistance

En condition physiopathologique d’insulino-résistance, moduler la sensibilité a I’insuline
au travers d’agents pharmacologiques permet de diminuer voire restaurer certains symptomes

de type pseudo-dépressif ou pseudo-anxieux.

Plusieurs études cliniques rapportent que des agents antidiabétiques oraux, aux propriétés
insulino-sensibilisatrice ou insulino-sécrétoire, exercent des effets de type antidepresseurs.
C’est le cas par exemple de la metformine (classe des biguanides) dont I’administration diminue
significativement les symptomes dépressifs chez des sujets présentant une intolérance au
glucose et chez des patients diabétiques (Ackermann et al., 2009; Guo et al., 2014). D’autres

molécules comme le rosiglitazone et le pioglitazone (classe des thiazolidinediones) ont
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démontrées les mémes effets antidépresseurs chez des patients insulino-résistants (Rasgon et
al., 2010). Concernant la classe des sulfonylurées, peu de données existent sur leur potentiel
effet antidépresseur en comparaison a un placebo. Cependant, Whalgvist et ses collaborateurs
ont mis en évidence dans une étude observationnelle qu’une bithérapie combinant la
metformine et un sulfonyluré permettait de diminuer 1’incidence de la DM et des troubles

bipolaires chez des patients atteints de DT2 (Wahlqvist et al., 2012).

Les effets antidépresseurs des antidiabétiques et de I’insuline dans des modeles animaux
de résistance a I’insuline ont également été rapportés. Tout d’abord, dans un modéle de DT2,
I’injection chronique intrapéritonéal (i.p) d’insuline réduit le comportement de résignation de
maniére similaire a I’antidépresseur sertraline (Sestile et al., 2016). Cet effet antidépresseur de
I’insuline est également observé dans des modéles de troubles émotionnels associé a un DT1
induit par STZ (Gupta et al., 2014; Ho et al., 2012). Enfin, le traitement subchronique par voie
intrapéritonéale d’insuline permet aussi de reverser le comportement de réponse de peur de type
« freezing » sans atténuer I’hyperglycémie (Miyata et al., 2007). Ces dernieres données
suggérent un effet thérapeutique propre a I’action de I’insuline, indépendant de modifications
glycémiques. Par ailleurs, la metformine induit une diminution du comportement de résignation
dans plusieurs modeles de dépression comorbide au diabete (Shivavedi et al., 2017). Les
thiazolidinediones exercent aussi des effets antidépresseurs dans plusieurs modeles de troubles
émotionnels comorbides au diabéte (Sharma et al., 2012; Soliman et al., 2020). L’exenatide
(classes des incrétino-mimétiques) permet également de diminuer le comportement de type
résignation dans un modeéle de dépression comorbide au DT2 (Komsuoglu Celikyurt et al.,
2014). Enfin, les études sur le rongeur montrent que le glibenclamide (sulfonyluré) permet aussi
de diminuer le comportement de résignation et d’anhédonie dans plusieurs modéles de
dépression comorbide au diabéte ou a une insulino-résistance (Soliman et al., 2020; Su et al.,
2017).

En conclusion, I’amélioration de la sensibilité a I’insuline par des agents antidiabétiques
permet une amélioration du comportement de type pseudo-dépressif comorbide a une résistance
a I’insuline. Toutefois, il est intéressant de déterminer si ces molécules conservent leurs effets

antidépresseurs dans des conditions physiologiques d’insulino-sensibilité.
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1.3.2 En condition physiologique de sensibilité a I'insuline

Au cours d’une étude incluant des patients souffrant de DM et de troubles bipolaires sans
altérations métaboliques, la pioglitazone s’est révélée posséder des propriétés antidépresseurs
en diminuant de fagon significative le score de dépression (Lin et al., 2015; Zeinoddini et al.,
2015). De la méme maniere, le traitement chronique au liraglutide permet une réduction
significative des symptdmes dépressifs et une amélioration générale du domaine cognitif chez
des patients atteints de DM et de trouble bipolaires (Mansur et al., 2017). En ce qui concerne
les études chez 1’animal, la metformine permet une amélioration du comportement de type
anhédonique et de résignation dans des modéles de UCMS, de stress de contention chronique
et de défaite sociale (Ai et al., 2020; Fang et al., 2020). Le pioglitazone permet également de
diminuer le comportement de type résignation dans des modeles de dépression non comorbide
a un trouble métabolique (Soliman et al., 2020; Zhao et al., 2016). De maniére intéressante,
plusieurs études rapportent un effet opposé sur le comportement de type anxieux et pseudo-
dépressif selon la durée de traitement par les incrétino-mimétiques dont font partie le liraglutide
et I’exenatide. Ainsi une administration unique augmente le comportement de type anxieux
tandis qu’une administration chronique de la molécule diminue le comportement de résignation
chez des souris naives et dans des modeles de dépression (Anderberg et al., 2016; Weina et al.,
2018). Par ailleurs, le glibenclamide diminue le comportement de résignation et d’anhédonie
dans différents modeles de dépression par stress chronique ou par induction pharmacologique
(Rosado et al., 2021; Soliman et al., 2020). En outre, dans un modéle de dépression de stress
chronique induit par la corticostérone, le traitement chronique par 1’adiporon (un agoniste au
récepteur de 1’adiponéctine) exerce des effets de type antidépresseur (Nicolas et al., 2018).
Enfin, le diccholine succinate, un agent insulino-sensibilisant, prévient ’apparition d’un
comportement pseudo-dépressif et pseudo-anxieux dans un modéle de défaite sociale et dans
un modele de stress chronique (Cline et al., 2012, 2015). La méme molécule diminue de
maniere significative le comportement de résignation chez des souris naives (Cline et al., 2015).
Par conséquent, les agents antidiabétiques semblent doués de propriétés de type antidépresseur
en condition d’insulino-résistance mais aussi en condition physiologique de sensibilité a

I’insuline.
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1.3.3 Mécanismes d’action

L’insuline inhibe I’activité de GSK-3 a travers sa voie de signalisation. Or, cette inhibition
est le mécanisme d’action par lequel le lithium, qui est le traitement de premicre intention chez
les patients bipolaires, produit son effet thérapeutique (Freland and Beaulieu, 2012). Par
conséquent, I’insuline pourrait également améliorer le comportement émotionnel au travers de
I’inhibition de GSK-3. Les améliorations du comportement émotionnel induites par la
metformine ont été associées a une diminution du stress oxydant, une augmentation des taux
du facteur neurotrophique BDNF ou encore, a une réduction de I’activité de 1’axe HPA (Fang
et al., 2020; Shivavedi et al., 2017). De plus, I’activation de la voie de I’AMPK hippocampique
semble étre cruciale puisque I’effet antidépresseur de la metformine est inhibé par inactivation
génétique de I’AMPK ou un inhibiteur de la voie de signalisation en amont (Ai et al., 2020).
Concernant les thiazolidinediones, leurs effets bénéfiques sur le comportement de résignation
sembleraient étre médiés par une diminution du stress oxydant et des taux de facteur
inflammatoire comme TNF-alpha (Liao et al., 2017; Soliman et al., 2020). Les mécanismes
d’action des effets antidépresseurs des incrétino-mimétiques, impliquent une modulation de la
plasticité synaptique hippocampique, notamment par la voie de signalisation mTOR (Palleria
et al., 2017; Weina et al., 2018). Enfin, I’effet antidépresseur du glibenclamide semble étre
médié par différents mécanismes d’action dont une diminution de I’activité de 1’axe HPA
associé a une diminution du statut inflammatoire (Esmaeili et al., 2018; Su et al., 2017). On
remarque que les mécanismes sous-tendant les effets antidépresseurs des antidiabétiques sont
impliqués dans des processus physiopathologiques influencant la sensibilité a I’insuline mais
aussi impliqués dans la DM (stress oxydant, réponse inflammatoire, neuroplasticité, ...). De
plus, plusieurs des éléments moléculaires modulés par les antidiabétiques et par lesquels sont
supposés reposer leur effet antidépresseur, sont des cibles de la voie de signalisation de

I’insuline.

Ces éléments permettent de mettre en évidence sous un autre angle que le statut de la
sensibilité a I’insuline peut moduler le comportement émotionnel. De maniére intéressante,
les effets antidépresseurs des antidiabétiques s’exercent a la fois dans des conditions d’insulino-

résistance mais également en condition de sensibilité physiologique a I’insuline.

Il n’y a toutefois pas d’éléments de causalité permettant d’affirmer que les améliorations

des symptomes dépressifs soient directement le résultat de 1’amélioration de la sensibilité a
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I’insuline. En effet, en dehors de 1’amélioration des facteurs pro-insulino-résistant, il se peut
que les antidiabétiques exercent leurs effets antidépresseurs par des mécanismes « off-target »,
indépendants des roles physiologiques que peut jouer I’insuline. Enfin une question reste
ouverte: si toutefois ces effets sont médiés par la modulation de la sensibilité a I’insuline, est-
ce I’amélioration de I’insulino-résistance périphérique et/ou cérébral qui permet I’amélioration
des symptébmes dépressifs ? Bien que les molécules antidiabétiques puissent traverser la BHE
(EI-Mir et al., 2008), il est possible que leurs effets antidépresseurs aient une origine
périphérique:

- I’amélioration de la résistance a I’insuline périphérique pourrait permettre une

résolution de I’insulino-résistance centrale qui exercerait ainsi un effet antidépresseur.

- une action périphérique permettant I’amélioration de la résistance a I’insuline centrale
par des messagers (hormonaux, nerf vague, microbiote, etc...) et permettrait ainsi d’exercer un

effet antidépresseur.

Enfin, aucune donnée ne permet d’exclure le fait que I’amélioration de la résistance a
I’insuline périphérique soit suffisante a 1’amélioration des symptdomes dépressifs, quand bien
méme une insulino-résistance centrale demeurerait. Par conséquent, dans ce contexte
experimental il est difficile d’évaluer I’implication de la résistance a I’insuline centrale dans le

développement des troubles émotionnels.

L effet antidépresseur de certains agents antidiabétiques est associé a des modulations du
systeme sérotoninergique. Ces différentes études seront détaillées au cours de la partie 5, afin

que nous puissions préalablement introduire le chapitre 4, traitant de la sérotonine.

2. Résistance a ’insuline centrale et troubles émotionnels

Comme nous I’avons vu précédemment, les modeles animaux de DT2 présentant une
insulino-résistance périphérique peuvent également présenter une insulino-résistance centrale.
Par conséquent, il est possible de corréler la résistance a I’insuline central avec les troubles

émotionnels comorbides observés dans ces modeles animaux. Une approche spécifique de
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I’insulino-résistance centrale peut toutefois permettre une meilleure appréciation de cette
association. De ce fait, I’administration intracérébrale dans I"’hippocampe dorsal du céramide
C16, favorisant la résistance a I’insuline, entraine une augmentation du comportement de
résignation et de pseudo-anxiété (Zoicas et al., 2020). De la méme maniére, la modulation du
métabolisme des céramides dans les neurones de 1I’hippocampe contribue de maniére cruciale a
la régulation du comportement pseudo-anxieux (Panayotis et al., 2018). En outre, I’inactivation
génétique ou pharmacologique dans I’hippocampe de 1’enzyme Asm, synthétisant les
céramides, entraine ’apparition d’un phénotype de type pseudo-depressif. Enfin, il est
intéressant de noter que la restauration de ce phénotype comportemental est conséquente a la

diminution des taux de céramides par un traitement antidépresseur (Gulbins et al., 2013).

2.1 Action centrale des antidiabétiques et insulino-sensibilisants

L’administration centrale d’agents antidiabétiques et [’évaluation de leurs -effets
antidépresseurs peut étre un moyen d’évaluer I’implication de I’état de sensibilité a 1’insuline
cerébrale dans les troubles émotionnels. Ainsi, I’injection chronique d’exénatide par voie icv
diminue le comportement de résignation (Anderberg et al., 2016). Le méme effet antidépresseur
est observé apres injection de pioglitazone et de rosiglitazone par la méme voie d’administration
(Rosa et al., 2008; Salehi-Sadaghiani et al., 2012). De plus, 1’administration cérébrale du
glibenclamide par injection icv potentialise 1’effet antidépresseur de la venlafaxine, évalué au
travers du comportement de résignation (Bortolatto et al.,, 2010). La méme voie
d’administration permet de mettre en évidence que la metformine diminue le comportement
pseudo-anxieux induit par un sevrage nicotinique, associ¢ a 1’activation de 1’AMPK
hippocampique (Brynildsen et al., 2018). L’administration icv de ’adiponéctine, induit des
effets antidépresseurs rapides (Liu et al., 2012) qui pourraient étre attribués notamment a la
modulation de la plasticité synaptique dans 1’hippocampe (Pousti et al., 2018). Ces résultats
sont renforcés par le fait que ’activation directe de la voie de signalisation des récepteurs a
I’adiponéctine cérébraux participe a ses effets antidépresseurs (Yau et al., 2014).
Collectivement ces données indiquent que la modulation spécifique de la sensibilité a
I’insuline au niveau central est associée a des effets de type antidépresseurs. Cependant, en
raison de I’impossibilité de maitriser les effets « off-target » de ces molécules, ces résultats ne

représentent pas d’éléments de causalité appuyant I’idée que 1’augmentation de la sensibilité a
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I’insuline au niveau cérébral produit un effet de type antidépresseur. Pour ce faire, 1’invalidation

génétique spécifique du récepteur a I’insuline est une technique de choix.

2.2 Invalidation/délétion cérébrale du récepteur a I’insuline

Les modeles murins d’invalidation génétique de I’IR sont des outils particuliérement utiles
pour étudier les conséquences comportementales d’un défaut de signalisation de la voie de
signalisation de I’insuline. En 2015, Kleinridders et ses collaborateurs mettent en évidence des
altérations du comportement émotionnel chez les souris NIRKO (Neuronal Insulin Receptor
Knock-Out) ayant une invalidation génétique spécifique de I’IR neuronal. En effet, la délétion
de I’IR dans les neurones induit un phénotype de type pseudo-anxieux et pseudo-dépressif chez
ces souris (Kleinridders et al., 2015). En ciblant des structures cérébrales particuliéres, d’autres
¢tudes ont mis en évidence que I’inactivation de I'IR par approche lentivirale dans
I’hypothalamus et dans I’hippocampe engendrait respectivement des altérations du
comportement émotionnel et des altérations cognitives (Grillo et al., 2011, 2015). De la méme
maniere, la double invalidation génétique simultanée de I’IR et de I’IGF-1R dans 1’hippocampe
ou dans I’amygdale provoque également I’apparition de comportements de type pseudo-
anxieux ainsi que des altérations cognitives chez la souris (Soto et al., 2019). Néanmoins, cette
étude ne permet pas de déterminer si un seul récepteur aurait permis de reproduire les altérations
comportementales observées lors de la double invalidation. Etant donné que I’IR est aussi
exprimé dans les astrocytes (Heni et al., 2011) et que ceux-ci sont partie intégrante de la
neurotransmission basale (Panatier et al., 2011), la question des conséquences de I’inactivation
de I’IR dans cette population gliale se pose également. Cai et ses collaborateurs indiquent que
la délétion constitutive ou inductible de I’IR au sein des astrocytes induit un comportement de
type pseudo-anxieux et pseudo-dépressif chez la souris GIRKO (Glial Insulin Receptor Knock-
Out) (Cai et al., 2018).

L’ensemble de ces données suggerent qu’un défaut d’activation cérébrale de I’IR provoque
une altération du comportement émotionnel, indifferemment de la population cellulaire ciblée.
Accumulé aux précédentes données, un nombre important d’arguments soulignent le role
crucial que joue I’insuline au niveau cérébral dans la régulation des comportements de type

anxieux et dépressifs. Ces ¢éléments renforcent 1’hypothése selon laquelle une insulino-
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résistance centrale présente chez des sujets diabétiques peut favoriser I’apparition de

troubles émotionnels.

Suite a la délétion de I’IR dans les neurones et dans les astrocytes, plusieurs altérations ont
été observées au niveau du systeme dopaminergique (Cai et al., 2018; Kleinridders et al., 2015).
Toutefois, I’invalidation de I’IR de maniére spécifique dans les neurones dopaminergiques
n’entraine pas I’apparition de troubles du comportement émotionnel (Evans et al., 2018). Par
conséquent, les altérations dopaminergiques des souris NIRKO et GIRKO peuvent étre des
conséquences collatérales impliquées, mais ne sont pas la cause du phénotype pseudo-dépressif
et pseudo-anxieux observé chez ces souris. Par conséquent, les réseaux neuronaux affectés
par Pinsulino-résistance centrale sous tendant les comportements dépressifs et anxieux
n’ont pas, a ce jour, été identifiés. Il est donc probable qu'un autre circuit et/ou systeme de
neurotransmission soit impliqué dans ce phénotype comportemental. Dans ce projet de these,
nous avons ainsi étudié la potentielle modulation du systéme sérotoninergique par 1’insuline

contextualisée dans le comportement émotionnel.

68



PARTIE 4:

LA SEROTONINE

ET SON IMPLICATION

DANS

LES TROUBLES ANXIO/DEPRESSIFS

69



70



1. La sérotonine

1.1 Généralités

Au début des années 1930, a I'université de Pavie en Italie, le physiologiste Vittorio
Erspamer extrait une molécule aux propriétés vascoconstrictives des cellules
entérochromaffines du lapin, qu’il nomme entéramine. C’est en 1952 que le Dr Erspamer
découvre que I’entéramine est la méme molécule que la sérotonine, une indolamine dont la
cristallisation a eu lieu quelques années auparavant (Erspamer and Asero, 1952; Rapport et al.,
1948). C’est de son role vasoconstricteur sur le systéme cardio vasculaire que la sérotonine tire
son nom puisqu’il provient de la contraction de « serum » et « tonic ». Les connaissances
actuelles montrent que la sérotonine est une des plus anciennes molécules du monde vivant
puisqu’on la retrouve chez les invertébrés, chez les vertébrés mais aussi dans le regne végétal
(Barbas et al., 2003; Chen et al., 2020; Ishihara et al., 2008; Mathias et al., 1957; Murch et al.,
2009). Chez I’Humain, la sérotonine est produite a 90% par les cellules entérochromaffines, a
5% par les thrombocytes et a 5% par le SNC ou elle joue un réle essentiel. En dépit de sa faible
proportion dans le cerveau comparé aux tissus périphériques, et bien que moins d’un neurone
sur un million ne produise de sérotonine, celle-ci est impliquée dans un nombre important et
varié de processus physiologiques. Ainsi la sérotonine cérébrale est impliquée dans la
régulation du comportement sexuel, des cycles veille/sommeil, de la respiration, de 1’appétit,
de la douleur ou encore de la température corporelle. De plus, elle régule de maniére cruciale
les états émotionnels affectifs dont notamment 1’anxiété et ’humeur. De ce fait, la sérotonine
est un neurotransmetteur impliqué dans la physiopathologie d’un trés vaste champ de maladies
psychiatriques comme, les troubles de I’humeur, les troubles anxieux, les troubles addictifs ou

encore les troubles psychotiques.

1.2 Neuroanatomie des noyaux du Raphé

Les neurones sérotoninergiques sont localises en groupes restreints dans plusieurs noyaux
du Raphé numérotés de B1 a B9 qui sont situés au niveau du pont, du mésencephale et du bulbe

rachidien (Dahlstroem and Fuxe, 1964; figure 13). Ces noyaux sont compartimentés en deux
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groupes distincts (Tork, 1990). En effet, les neurones des noyaux les plus caudaux (B1-B4)
projettent majoritairement vers la moelle épiniére par des voies descendantes. Le groupe de
noyau rostral (B5-B9) innervent quant a eux des structures du télencéphale et du mésencéphale
par des voies ascendantes. On retrouve parmi ces noyaux le Raphé dorsal (RD), constitué des
noyaux B6 et B7 et le raphé médian (RM), constitué des noyaux B5 et B8. Ces deux noyaux
sont a ’origine de I’immense majorité de la synthése de sérotonine cérébrale qu’ils projettent
dans tout le cerveau dont I’hippocampe, 1’amygdale, I’hypothalamus, le cortex préfrontal ou
encore le striatum (Azmitia and Segal, 1978; Pollak Dorocic et al., 2014; Vertes, 1991; figure
13). Les projections sérotoninergiques ascendantes peuvent également former des collatérales.
Ces collatérales sont de deux natures: extra-raphé ou intra-raphé. Ainsi les neurones
sérotoninergiques du RD peuvent étre modulés par des afférences sérotoninergiques provenant
d’autres noyaux du Raphé (principalement du RM) ou bien par leur propres collatérales en

provenance du méme noyau (Mosko et al., 1977).

Les différentes études du systeme sérotoninergique réalisées au cours de ma these ont
porté sur le noyau du Raphé dorsal, et plus particulierement les expériences

d’électrophysiologie, ¢ est pourquoi il occupera un réle central dans cette introduction.

Le noyau du Raphé dorsal est divisé en trois sous-structures neuroanatomiques dont la
partie ventromédiane, la partie dorsomédiane et les ailes latérales (Calizo et al., 2011). Au sein
de ce noyau, les neurones sérotoninergiques représentent entre 30 et 60% du nombre total de
neurones selon les études, soit environ 9000 neurones chez la souris (Descarries et al., 1982;
Ishimura et al., 1988; Jacobs and Azmitia, 1992). Les autres populations de neurones sont
majoritairement GABAergique (Allers and Sharp, 2003; Belin et al., 1979) mais également,
dopaminergique (Lin et al., 2020; Lindvall and Bjorklund, 1974) ou encore peptidergique
(substance P, neurotensine, Neuropeptide Y, enképhaline) (Michelsen et al., 2007). De plus, au
sein du RD, plusieurs populations de neurones serotoninergiques et catécholaminergiques co-
libérent du glutamate (Johnson, 1994; Kaneko et al., 1990; Liu et al., 2014).

72



DR

Frontal cortex réppocampus (B6, B7)

Cerebellum

Olfactory bulb
Striatum

N. accumbens - :
Amygdala [ | 89

fo \ B1
MFB | Hypothalamus :

mr B3
Thalamus (BS5, B8)

Figures 13: Localisation et projections des noyaux du Raphé.

D’apres Lesch and Waider, 2012.
1.3 Développement des neurones sérotoninergiques

Plusieurs études pointent une importante diversité au sein de la population des neurones
sérotoninergiques. En effet, outre leur capacité a synthétiser la sérotonine, ces neurones se
catégorisent selon leurs parametres topographiques, morphologiques, hodologiques, leurs
lignées  développementales, leur expression génique et leur caractéristiques
électrophysiologiques (pour revue voir Okaty et al., 2019). Les différents rhombomeres du tube
neural définissent la sous-lignée cellulaire sérotoninergique a laquelle appartiendront les
cellules progénitrices. Elles sont également définies pendant les stades développementaux par
I’expression spécifique de deux facteurs de transcriptions majeurs. Lmx1b et Pet-1 (dont
I’expression est chronologiquement postérieure a Lmx1b) sont essentiels au développement et
a la mise en place de I’identité du neurone sérotoninergique (Ding et al., 2003; Hendricks et al.,
1999; Zhao et al., 2006). De cette maniére, 1’invalidation génétique de Lmx1b conduit a une
déplétion totale des neurones 5-HT (Ding et al., 2003) tandis que le KO de Pet-1 entraine une
diminution d’environ 80% de ces neurones (Hendricks et al., 1999). En accord avec ces

résultats, une étude indique que la faible proportion de neurones 5-HT non regulée par Pet-1,
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présente des caractéristiques hodologiques et fonctionnelles bien définies (Kiyasova et al.,
2011). En outre, I’étude transcriptomique des neurones sérotoninergiques a permis de les classer
en 14 sous lignées cellulaires (Huang et al., 2019; Okaty et al., 2020; Ren et al., 2019). Ainsi
les neurones 5-HT font preuves d’une hétérogénéité importante permettant un large spectre
d’actions physiologiques au travers de sous-populations de neurones impliqués dans des circuits

neuronaux spécialisés.

1.4 Biosynthese, libération et dégradation de la sérotonine

La serotonine (5-hydroxytryptamine ; 5-HT) est une monoamine synthétisée a partir d’un
acide aminé précurseur qui est le L-tryptophane (L-Trp) (figure 14). Notre organisme est
hétérotrophe pour la sérotonine car le L-Trp est un acide aminé essentiel qui ne peut pas étre
synthétisé par notre organisme et qui dépend donc de nos apports nutritifs. Par ailleurs, un flux
de stock de sérotonine entre la périphérie et le cerveau est impossible en raison de 1’incapacité
de la 5-HT a franchir la BHE, bien que cette notion soit actuellement remise en question
(Lexchin etal., 1977; Nakatani et al., 2008). Le L-Trp est transporté au travers de la BHE grace
au transporteur d’acide aminé neutre large (LAT1) (Fernstrom, 2013; Fernstrom and Wurtman,
1972) afin de jouer son role de précurseur lors de la synthése in situ de sérotonine cérébrale
dans les différents noyaux du Raphé. La tryptophane hydroxylase (TPH) est I’enzyme limitante
de la synthése de sérotonine. Elle est impliquée dans la réaction d’hydroxylation initiale
permettant la transformation du L-Trp en 5-hydroxytryptophane (5-HTP). TPHI1 est I’isoforme
de synthése de sérotonine périphérique tandis que TPH2 est I’isoforme impliqué dans la
synthése cérébrale et qui est exprimé dans les neurones 5-HT du Raphé dorsal (RD) (Crane et
al., 2015; Walther and Bader, 2003). Toutefois cette compartimentalisation n’est pas une
dichotomie stricte puisque des données récentes rapportent également une expression disparate
de TPH1 dans le cerveau (Zill et al., 2007). L’enzyme TPH2 est synthétisée dans le corps
cellulaire des neurones 5-HT puis est acheminée dans la synapse par transport axonal (Meek
and Neff, 1972). C’est au cours d’une seconde réaction enzymatique impliquant I’acide L-

aminé aromatique décarboxylase (AAAD) que le 5-HTP est converti en sérotonine.
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Figure 14: Biosynthese de la sérotonine.

D’aprés Lv and Liu, 2017.

De maniére consécutive a sa synthese, la sérotonine est co-stockée avec la protéine de
liaison spécifique SBP (Serotonin-Binding Protein) (Tamir and Gershon, 1990) dans des
vesicules de sécrétion a la terminaison nerveuse via le transporteur VMAT2 (Fon et al., 1997).
La conduction du potentiel d’action a la terminaison nerveuse induit I’influx d’ion Ca®" et
entraine la fusion des vésicules avec la membrane plasmique, conduisant a la libération de la
sérotonine dans la fente synaptique (Sanders-Bush, 1982). Cette libération par exocytose est de
type calcium-dépendante (Burgoyne and Morgan, 1998) tandis qu’il existe un autre type de
libération de sérotonine qui lui, est indépendant du calcium, représentant environ 30% de la
libération de sérotonine (Adell et al., 2002). 11 s’agit en effet du transport inversé du transporteur
de la sérotonine SERT qui permet un efflux de sérotonine intraneuronale vers la fente
synaptique (Rudnick and Wall, 1992). Plusieurs éléments sont ainsi en faveur d’une libération
paracrine de sérotonine qui serait extrasynaptique, au niveau des dendrites et du soma, comme
c’est le cas pour d’autres neurotransmetteurs (Agnati et al., 1995) (ex: dopamine ; Fuxe et al.,
2015). La libération somatodendritique de sérotonine se fait par exocytose qui peut étre sous
régulation du canal calcique de type L ou par le mécanisme d’efflux via le SERT, également
exprimé au niveau du compartiment somatodendritique (Bunin and Wightman, 1998; Dewar et
al., 1991; Lau et al., 2010; Quentin et al., 2018; Sur et al., 1996). On retrouve ainsi dans le RD
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les concentrations de sérotonine extracellulaire les plus importantes du SNC (Pifieyro and Blier,
1999).

Suite a sa libération extracellulaire (figure 15), la sérotonine peut étre recapturée par le
neurone présynaptique via le transporteur sélectif de la sérotonine SERT au moyen d’une
pompe Na*/K* ATPase (Chang and Lam, 1998). Une fois a I’intérieur du neurone, la sérotonine
est préferentiellement dégradée par la monoamine oxydase A (MAO-A), une enzyme
mitochondriale exprimée par les neurones 5-HT (Shih et al., 1999). Cette dégradation formera
son métabolite principal, ’acide 5-hydroxyindol-acétique (5-HIAA) que I’on retrouve dans le
liquide céphalorachidien puis qui est excréeté dans les urines. Par ailleurs la recapture de la
sérotonine peut s’opérer de maniére indépendante de SERT au travers de transporteurs a faible
affinité. En effet, le transporteur des cations organiques (OCT) ou encore les transporteurs de
membranes plasmatiques (PMAT) peuvent recapturer différentes monoamines dont la
sérotonine (Engel et al., 2004; Schmitt et al., 2003). Enfin d’autres transporteurs de recapture
de monoamine comme le transporteur de la dopamine (DAT) et le transporteur de la
noradrénaline (NET) sont également capable de recapturer la sérotonine (Shaskan and Snyder,
1970; Stamford et al., 1990).
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Figure 15: La synapse sérotoninergique.

D’aprés David and Gardier, 2016.
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1.5 Récepteurs sérotoninergiques

Les effets multiples de la sérotonine sont permis par un large éventail de récepteurs
sérotoninergiques qui comprend 7 familles (5-HT1.7) chez les mammiféres. Tous les récepteurs
sont des récepteurs métabotropiques a sept domaines transmembranaires couplés a une protéine
G, a I’exception du récepteur 5-HT3 qui est un récepteur ionotropique. Les 16 sous-types de
récepteurs sont classés dans les 7 familles de la maniere suivante selon la nomenclature
internationale: 5-HT1 (1A, 1B, 1D, 1E, 1F), 5-HT2 (2A, 2B, 2C), 5-HT3 (3A, 3B, 3C), 5-HT4,
5-HTs (5A, 5B), 5-HTs et 5-HT+. Le récepteur 5-HT3 est un récepteur ionotropique perméable
aux cations potassique, sodique et calcique dont I’ouverture stimulée par la sérotonine a pour
conséquence de dépolariser de la cellule. Les familles de récepteur 5-HT15 sont couplés a une
protéine Gip qui inhibe I’adénylate cyclase. Les récepteurs 5-HT>, sont quant a eux couplés a
une protéine Gq/11qui active la phospholipase C. Enfin les récepteurs 5-HT467 sont couplés a
une protéine Gs stimulant 1’adenylate cyclase (pour revue, voir Barnes and Sharp, 1999). La
sérotonine est également capable d’activité biologique indépendamment de ses récepteurs
notamment au travers de la sérotonylation des histones, permettant une modulation
épigénétique (Farrelly et al., 2019). En ce qui concerne la distribution des récepteurs
sérotoninergiques, on observe que les 7 familles sont exprimées comme hétérorécepteurs sur
des neurones non-sérotoninergiques postsynaptiques dans de nombreuses zones du cerveau
(Palacios, 2016). Les récepteurs 5-HT1a sont aussi exprimeés sur le corps cellulaire des neurones
5-HT en la qualité d’autorécepteur tout comme les récepteurs 5-HT7 et 5-HT2g. A I’inverse, les
autorécepteur 5HTig1p sont exprimés sur les terminaisons synaptiques des neurones

sérotoninergiques (Sari, 2004; figure 15).

Au cours de ce projet de thése, les études fonctionnelles portant sur le systeme
sérotoninergique, notamment [’électrophysiologie ex-vivo, et les outils pharmacologiques
utilisés, ont été trés largement porté sur le récepteur 5-HTia. Par conséquent, nous ne
détaillerons que l'implication de ce récepteur dans les fonctions qui sont traitées au cours des

prochains paragraphes.
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1.5.1 Le récepteur 5-HT1A

Le récepteur 5-HT1a est abondamment exprimé dans tout le cerveau (Albert et al., 1990;
Pompeiano et al., 1992). Ces récepteurs peuvent étre catégorisés en deux types: les
autorécepteurs presynaptiques localisés sur les dendrites et les corps cellulaires des neurones 5-
HT et les hétérorécepteurs postsynaptiques situés sur des neurones non-sérotoninergiques
(Albert, 2012; Riad et al., 2000). L’autorécepteur 5-HT 14 est fortement exprimé dans les noyaux
du Raphe et plus particuliérement dans le RD et le RM, tandis que I’hétérorécepteur est exprimé
dans plusieurs structures limbiques comme 1’amygdale, 1I’hippocampe, le septum et le cortex

préfrontal (Albert et al., 1990; Pompeiano et al., 1992).

Le récepteur 5-HT1a est couplé a la protéine Gi/o dont I’activation inhibe 1’adénylate
cyclase (Fargin et al., 1989; Liu and Albert, 1991). Par ailleurs, la liaison de la sérotonine a ce
récepteur active également des canaux potassiques a rectification entrante couplés aux protéines
G (GIRK) dans I’hippocampe et le RD (Ehrengruber et al., 1997; Penington et al., 1993). Les
approches d’invalidations génétiques ont mis en évidence que I’isoforme GIRK2 est celui
préférentiellement associé au récepteur 5-HT1a (Llamosas et al., 2015, 2017). Par ailleurs le
récepteur 5-HT1a est également couplé aux canaux calcique voltage dépendant (VDCC) qui

participent aussi a la diminution de 1’excitabilité neuronale (Penington et al., 1991).

Le récepteur 5-HT1a peut étre couplé a différentes protéines Gi sous-effectrices selon sa
localisation pré- ou post-synaptique (Clarke et al., 1996). Ces différences suggerent que les
conséquences fonctionnelles de 1’activation du récepteur 5-HT1a peuvent subtilement varier
selon le type neuronal. Nous verrons dans les prochains paragraphes son implication
fonctionnelle dans la régulation de [D’activit¢ du systéme 5-HT, dans les troubles

anxio/dépressifs et dans la réponse aux antidépresseurs sérotoninergiques.

1.6 Propriétés électrophysiologiques des neurones 5-HT du Raphe dorsal

De maniere générale, les neurones sérotoninergiques du Raphé dorsal presentent une
activité de décharge tonique réguliére et lente variant de 0,5 a 2,5 Hz (Aghajanian et al., 1970).
L’activité pacemaker intrinséque des neurones sérotoninergiques est régie par I’interaction de

plusieurs courants ioniques qui régulent leur activité spontanée. Ces courants ioniques
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spécifiques incluent une conductance calcique de bas seuil (LTCC) permettant I’initiation de la
dépolarisation puis du potentiel d’action. La phase d’hyperpolarisation est induite par un
courant potassique sortant dépendant d’une conductance calcique (IKca2+). La longue durée de
I’hyperpolarisation induit une période réfractaire participant a 1’activité lente et réguliere des
neurones 5-HT. Enfin, la présence d’un courant potassique rectifiant entrant (Kir) permet de
ramener le neurone a son potentiel membranaire de repos moyen qui est de -60 mV (Burlhis
and Aghajanian, 1987). Le potentiel d’action (PA) a une durée moyenne de 1,8 ms, une
amplitude de 70 mV et présente une « épaule » caractéristique lors de la phase de repolarisation.
L’hyperpolarisation post-potentiel d’action (AHP) est lente avec une large amplitude (10—20
mV, 200-800 ms) (Beck et al., 2004; Vandermaelen and Aghajanian, 1983; figure 16).
Toutefois, les paramétres électrophysiologiques des neurones 5-HT du RD ne suffisent pas a
leur distinction rigoureuse en comparaison a d’autres populations neuronales du RD. En effet,
certaines de leurs propriétés intrinseques peuvent parfois présenter des similitudes proches avec
des neurones non-serotoninergiques du RD (Kirby et al., 2003). On observe également une
hétérogénéité des caractéristiques électrophysiologiques au sein méme des neurones
sérotoninergiques. De cette maniére, les neurones 5-HT du RM et du RD présentent une
signature électrophysiologique différente (Beck et al., 2004) alors qu’au sein méme du RD, les
neurones 5-HT peuvent également présenter des différences de propriétés intrinséques selon
leur localisation topographique (Calizo et al., 2011; Crawford et al., 2010). Enfin, les neurones
5-HT du RD sont également doués d’une activité de type phasique sous forme de bouffées
(Allers and Sharp, 2003; Hajos et al., 2007). Ce type d’activité permet notamment une
augmentation transitoire de la libération de sérotonine dans les aires post-synaptiques (Gartside
et al., 2000). Par ailleurs, les études d’électrophysiologie in vivo montrent que I’activité des
neurones 5-HT du RD sont sous une régulation tonique excitatrice des neurones
noradrénergiques du Locus Coeruleus (Baraban and Aghajanian, 1980; Haddjeri et al., 2004).
De cette facon, la suppression du courant Ki: par les récepteurs adrénergiques ol permet la
stimulation des neurones 5-HT par la phényléphrine (Aghajanian, 1985; Vandermaelen and
Aghajanian, 1983).

Enfin, I’activité des neurones sérotoninergiques varient au cours du cycle veille/sommeil.
Ainsi, les neurones 5-HT du DRN sont actifs de maniére tonique pendant I’éveil, diminuent
leur activité pendant la phase de sommeil profond et sont inhibés au cours de la phase de
sommeil paradoxal (Trulson and Jacobs, 1979).
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Figure 16: Caractérisation électrophysiologique des neurones 5-HT du Raphé dorsal.
D’aprés Beck et al., 2004.

A. Réponse d'un neurone 5-HT du RD a des créneaux d'injection de courants hyperpolarisants
incrémentiels en mode whole-cell Iclamp. B. Activité de décharge des neurones 5-HT du RD en
mode whole-cell Iclamp. C. Potentiel d’action d'un neurone 5-HT avec I'épaule caractéristique
lors de la phase de repolarisation. D. L'hyperpolarisation post-potentiel d'action des neurones

5-HT du RD est caractérisée par sa large amplitude et sa longue durée.
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1.7 Régulation de I’activité des neurones 5-HT du Raphé dorsal et de la

libération de sérotonine

1.7.1 Régulation somatodendritique

Comme nous I’avons vu précédemment 1’activité des neurones 5-HT du RD est sous
régulation excitatrice d’afférences noradrénergiques médiées par le récepteur al. Les
autorécepteurs 5-HT1a sont quant a eux impliqués dans la balance inhibitrice de 1’activité des
neurones 5-HT. En effet, la sérotonine en se fixant sur ce récepteur, entraine I’hyperpolarisation
du neurone a travers 1I’ouverture d’un canal potassique a rectification entrante (Kir) (Aghajanian
and Lakoski, 1984; Montalbano et al., 2015). Cette hyperpolarisation a pour conséquence une
diminution de la fréquence de décharge du neurone qui est associée a une diminution de la
libération de sérotonine dans les aires de projections (Blier and de Montigny, 1987; Haj-
Dahmane et al., 1991; Hertel et al., 1998). Dans le Raphé dorsal, le récepteur 5-HT1a est tres
majoritairement exprimé par les neurones sérotoninergiques (Day et al., 2004) bien que
quelques neurones GABAergiques I’expriment aussi (Beck et al., 2004). Le récepteurs 5-HT2g,
exprimé au niveau du soma est un autre élément intervenant dans la balance
activation/inhibition des neurones 5-HT du RD. En effet, 1’activation pharmacologique du
récepteur 5-HT2g ou sa surexpression génétique permet de réguler positivement I’activité des
neurones 5-HT du RD (Belmer et al., 2018).

En outre, au niveau du RD, les neurones 5-HT peuvent également étre régulés par des
interneurones GABAergiques présent dans cette structure qui expriment les récepteurs 5-
HT.anc (Hernandez-Vazquez et al., 2019). L’activation de ces récepteurs par la sérotonine
induit I’augmentation des courants inhibiteurs post-synaptiques au travers du récepteur GABAAa
sur les partenaires sérotoninergiques et constitue ainsi un rétrocontréle négatif (Becquet et al.,
1990).

Enfin, au sein du RD, la transmission paracrine de sérotonine joue un réle important dans
I’autoinhibition de 1’activité des neurones 5-HT. En effet, ce type de libération permet une
homogénéisation de la sérotonine dans 1’environnement extracellulaire et permet 1’inhibition
tonique du neurone 5-HT par le récepteur 5-HT1a observé au cours d’étude d’électrophysiologie

in-vivo (Haddjeri et al., 2004). Si l’autoinhibition des neurones 5-HT au travers des
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autorécepteurs 5-HT1a dépendait uniquement d’une libération synaptique, 1’activité de ces

neurones s’en retrouverait erratique.

C’est au travers de ces différents mécanismes (qui ne sont pas exhaustifs), que I’action
somatodendritique de la sérotonine permet une autorégulation de I’activité de décharge des

neurones 5-HT du RD.

1.7.2 Régulation présynaptique

Au niveau de la synapse, les neurones sérotoninergiques expriment deux récepteurs
inhibiteurs qui sont le 5HT1g et le 5HT1p. Ces deux récepteurs permettent une régulation fine
de la libération de sérotonine dans la fente synaptique. En effet, I’activation du récepteur 5-
HT1g diminue la libération de sérotonine ainsi que sa synthése (Hjorth and Tao, 1991; Hjorth et
al., 1995) tout en augmentant son taux de recapture (Daws et al., 2000; Hagan et al., 2012). La
recapture de la sérotonine par le SERT régule également la biodisponibilité de la sérotonine
dans la fente synaptique. Cette régulation peut aussi étre un mécanisme de rétrocontréle car la
sérotonine module elle-méme 1’expression de SERT a la surface membranaire de la synapse

(Jargensen et al., 2014).

1.7.3 Régulation postsynaptique

L’hétérorecepteur 5-HT1a participe également a la régulation de I’activité des neurones
sérotoninergiques. De cette fagon, I’application locale d’un agoniste du récepteur 5-HT1a dans
le cortex préfrontal médian (mPFC) inhibe 1’activité des neurones 5-HT du RD, impliquant une
boucle de rétrocontrdle négatif (Celada et al., 2001; Hajos et al., 1999). Plusieurs récepteurs
sérotoninergiques post-synaptiques permettent aussi la modulation de 1’activité des neurones 5-
HT au travers de boucles de rétrocontrole médiées par des neurotransmissions GABAergiques
ou glutamatergiques. Différentes neurotransmissions monomainergiques peuvent également
réguler I’activité des neurones 5-HT du RD. Outre le tonus excitateur noradrénergique
susmentionné, les neurones dopaminergiques de I’ATV stimulent également I’activité de
décharge de ces neurones (Guiard et al., 2008a), au travers du récepteur D2 (Aman et al., 2007).

Ainsi, les effets sur I’activité des neurones et la libération de sérotonine dépendent a la fois de
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la nature du récepteur 5-HT mais aussi de celle de la population neuronale (pour revue voir,

I’habénula latérale, I’ ATV ou encore le NAc modulent I’activité des neurones sérotoninergiques

par des voies mono ou multi-synaptiques impliquant des partenaires de différentes natures.

En conclusion, la régulation de ’activité des neurones 5-HT du RD et de la libération de

sérotonine dépend de systéme complexe sérotonine-dépendant et indépendant impliquant de

multiples partenaires (figure 17). L’arborisation de ces régulations spatio-temporelles fines

permet la modulation de divers processus biologiques dont les fonctions cognitives supérieures.
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2. Implication de la sérotonine dans la dépression majeure et les

troubles anxieux

“It is possible that the 5S-HT in our brains plays
an essential part in keeping us sane”.

- Sir John Gaddum, 1954.

2.1 Implication de la sérotonine dans la physiopathologie de la dépression

majeure: evidences cliniques

La physiopathologie de la DM est complexe et peut varier selon le type de dépression. Les
¢tudes d’imageries indiquent que plusieurs régions cérébrales présentent des altérations
neuroanatomiques chez les individus souffrant de DM. C’est notamment le cas de structures
impliquées dans la régulation des émotions comme 1’amygdale et I’hippocampe, qui sont
atrophiées chez des individus souffrant de DM (Pittenger and Duman, 2008; Roddy et al., 2019;
Weissman et al., 2020). Des altérations fonctionnelles de plusieurs structures ainsi que de leur
connectivité ont été rapportées chez ces patients, suggérant un dysfonctionnement des différents
circuits régulant le comportement émotionnel (Mulders et al., 2015; Yang et al., 2019; Zhang
et al., 2020).

Ces travaux de these sont centrés sur [’hypothese d’une déficience monoaminergique et
plus particulierement sérotoninergique de la DM. Cette pathologie sera donc abordée sous un
angle « sérotoninergique » et les autres hypothéses ne seront que brievement citées, sans étre
approfondies. Toutefois, une pathologie aussi complexe ne peut se résumer qu’au seul
dysfonctionnement d’un élément. 1l est certain que les autres hypotheses physiopathologiques

de la DM n’en sont pas moins pertinentes et demeurent complémentaires les unes aux autres.

L’hypothese d’une déficience en monoamines chez les patients atteints de DM a été

formulée par Shildkraut en 1965 (Schildkraut, 1965). Cette idée découle largement du
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mécanisme d’action des antidépresseurs qui consiste de maniere générale a augmenter les taux
de monoamines. Encore actuellement, de récentes études justifient cette hypothese puisque les
patients souffrant de DM ont des taux cérébraux de dopamine et noradrénaline
significativement diminués (Delgado, 2000; Lambert et al., 2000). En 1967, Coppen propose
qu’une déficience spécifique en sérotonine en soit la cause (Coppen, 1967). Cette hypothése est
supportée par le fait que les patients atteints de DM ont des taux de L-Trp plasmatique plus
faible, suggérant une diminution de la production de sérotonine (Ogawa et al., 2014). De plus,
les taux du métabolite 5-HIAA sont significativement plus élevés chez les patients déprimés ce
qui suggére une augmentation de la dégradation de sérotonine (Asberg et al., 1984; Dencker et
al., 1966; Mendels et al., 1972; van Praag and de Haan, 1979). En outre, la déplétion de 1’acide
aminé précurseur L-Trp induit une humeur dépressive chez les individus ayant des risques
génétiques élevés de développer une DM (Benkelfat et al., 1994; van der Veen et al., 2007). De
la méme maniére une déplétion en L-Trp ou en sérotonine induit une rechute chez des patients
en rémission ou encore une non réponse au traitement antidépresseur (Delgado et al., 1994;
Ruhé et al., 2007; Shopsin et al., 1976). Enfin, le taux de renouvellement de la sérotonine
(turnover) est singulierement plus ¢élevé chez ces patients, tandis qu’un traitement
antidépresseur de type sérotoninergique permet de normaliser ce taux (Barton et al., 2008). Ces
résultats conduisent plusieurs chercheurs a développer 1’idée d’un « attribut sérotoninergique »
correspondant a une diathése sérotoninergique aux troubles mentaux, sans spécificité

symptomatiques (Depue and Spoont, 1986).

Par ailleurs, plusieurs altérations d’enzymes ou d’éléments clefs du systéme
sérotoninergique ont été mis en évidence chez des individus souffrant de DM. Ainsi, chez les
individus atteints de DM, on observe une augmentation de 1’expression de la MOA-A, enzyme
de dégradation de la sérotonine (Chiuccariello et al., 2014; Meyer et al., 2006). De maniére
intéressante, I’expression de cette enzyme est toujours significativement plus élevée que chez
les individus sains malgré la rémission des symptomes apres traitement antidépresseur (Meyer
et al., 2009). Ces résultats suggeérent donc que la dégradation de sérotonine est plus importante
chez les patients dépressifs. Par ailleurs, le fait que I’expression de la MAO-A reste élevée

malgré la rémission pourrait étre un argument expliquant le fort de taux de rechute.

En ce qui concerne I’enzyme limitante de synthése de la sérotonine cérébrale, TPH2,
plusieurs études indiquent une altération de son activité chez les patients atteints de DM. Ainsi
plusieurs polymorphismes genétiques et mutations diminuant 1’expression de TPH2 ont été

associés a une vulnérabilité accrue a la DM et aux suicides (Lopez de Lara et al., 2007; Yoon
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and Kim, 2009; Zhang et al., 2015b). De maniére contradictoire, plusieurs études indiquent une
augmentation de I’expression de TPH2 chez des patients suicidés atteints de DM (Bach-
Mizrachi et al., 2006, 2008). Ces resultats pourraient toutefois refléter un mécanisme de

compensation visant a augmenter les taux basaux faibles de sérotonine chez ces individus.

Beaucoup d’études ont exploré la relation entre les polymorphismes du transporteur a la
sérotonine SERT, codé par le géne SLC6A4 et la DM. Il existe deux polymorphismes de ce
géne: un alléle long « | » et un alléle court « s » (Heils et al., 1996). L’all¢le court « S » diminue
de 50% I’expression de SERT, conduisant a une diminution de la clairance de sérotonine dans
la fente synaptique. D’aprés plusieurs études, le variant court « $ » confére une vulnérabilité
accrue au développement de la DM et de I’anxiété dans des conditions stressantes ou d’adversité
(Furmark et al., 2004; Luddington et al., 2009). De plus, le variant « s » est associé a un délai
de réponse aux antidépresseurs plus long et un taux de réponse plus faible (Murphy et al., 2004;
Pollock et al., 2000; Zanardi et al., 2000).

Par ailleurs, plusieurs études constatent une diminution des taux de fixation de ligands
radiomarqués sur le récepteur 5-HT1a dans plusieurs structures cérébrales chez des patients
atteins de DM non traités (Hirvonen et al., 2008; Sargent et al., 2000). De plus, cette diminution
de fixation persiste malgré un traitement antidépresseur (Bhagwagar et al., 2004). D’autre part,
I’expression et la distribution du récepteur 5-HT1a est également modifié dans cette population
de patients (Kautzky et al., 2017). En outre, le polymorphisme génétique C(-1019)G du
récepteur 5-HT1a est responsable de sa surexpression et est également impliqué dans 1’étiologie
de divers troubles mentaux dont la DM (Greg, 1986; Lemonde et al., 2003). De cette maniére,
les individus homozygotes pour le nucléotide G du polymorphisme du récepteur 5-HT1a
présentent une vulnérabilité significativement plus importante aux troubles anxieux et aux
troubles de I’humeur (Fakra et al., 2009; Strobel et al., 2003). D’autre part, des modifications
de I’expression, de la fixation ou de la distribution d’autres récepteurs sérotoninergiques ont
¢galement été observées au cours d’études portant sur des sujets atteints de DM (Amidfar et al.,
2017; Enoch et al., 1999; Madsen et al., 2014; Svenningsson et al., 2006). Par ailleurs, les
nouvelles techniques de différenciation cellulaire, ont permis 1’é¢tude de neurones
« sérotoninergiques » dérives de cellules souches de patients atteints de DM. Les résultats de
ces études mettent en évidence des altérations morphologiques et fonctionnelles des neurones
sérotoninergiques différenciés chez des patients dépressifs ne répondant pas aux traitements
antidépresseurs (Vadodaria et al., 2019a, 2019b).
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Enfin, en psychologie, on distingue 5 grands traits de personnalités (« big five ») dont un
nommé « neuroticisme » (Goldberg, 1993). Or, ce type de personnalité représente un facteur de
risque de développer des troubles anxieux ou des troubles de I’humeur (Li et al., 2019; Xia et
al., 2011). De maniére intéressante, chez les individus de type « neuroticisme » on observe des
modifications de I’expression de la MAO-A ou encore de fixation au niveau du transporteur de
la sérotonine SERT (Rodriguez-Ramos et al., 2019; Takano et al., 2007; Tuominen et al., 2017).

La DM est une maladie complexe et la simplifier ou la réduire a 1’altération d’un unique
neurotransmetteur semble peu pertinent. Tout en considérant ce fait, I’ensemble de ces ¢léments
sont de forts arguments quant a I’implication d’altérations sérotoninergiques dans la DM.
Toutefois les études cliniques ne permettent pas d’établir de maniére claire et précise la
direction dans laquelle ’activité du systéme sérotoninergique est impliquée dans la DM et
I’anxiété. La modélisation des comportements pseudo-anxieux et pseudo-dépressif de la DM

chez I’animal a permis une meilleure compréhension de ce systeme dans la pathologie.

2.2 Modeles animaux des troubles anxio/dépressifs

Comme nous 1’avons vu précédemment la DM est une maladie mentale dont 1’expression
symptomatique et biologique est hétérogene, rendant complexe sa modélisation. L’approche
par domaine de critéere (RDoC) proposé par Insel et ses collaborateurs permet d’identifier des
domaines transnosographiques des maladies psychiatriques (Insel et al., 2010). Cette approche
est basée sur la classification d’un domaine selon les circuits neuronaux impliqués et leurs
conséquences cliniques tout en prenant compte de leur modulation par des facteurs génétiques,
moléculaires et cellulaires. L’approche par RDoC propose plusieurs domaines correspondant a
des endophénotypes dont on retrouve certains dans la DM (tableaux 4). Les différents concepts
(constructs) constituant ces domaines peuvent étre appréciés chez 1’animal au cours de tests
comportementaux. Le domaine de la valence negative est particulierement étudié dans la DM
et plus particuliérement le concept de réponse a une menace potentielle. Ce concept s’exprime
cliniquement par de 1’anxiété et peut étre mesuré chez I’animal au travers de tests bases sur un
paradigme « d’environnement conflictuel ». L’anxiété de type conditionnée, impliquant une
composante mnésique, peut €tre mesurée au travers d’expériences utilisant 1’association
pavlovienne entre un stimulus neutre conditionné (ex: son) et un stimulus aversif non

conditionné (ex: choc électrique). Le concept de menace aigue ou prolongé de ce méme
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domaine peut aussi se manifester cliniguement par un comportement de résignation. Ce

comportement est mesurable chez 1’animal au travers du test de nage forcé (FST ; test de

Porsolt ; (Porsolt et al., 1977)) ou encore par le test de suspension par la queue (TST).

RDoC constructs RDoC domains Implicated neurocircuitry

Clinical manifestations

Driving depressive pathophysiology

Sustained threat  Negative valence Limbic hyper-activity with
dysregulation of the
amygdala and the

anterior cingulate cortex

Arousal and Arousal and Hypothalamic to thalamic
sleep-wakefulness regulatory system and cortical circuits
Loss Negative valence Sustained amygdala

reactivity and
decreased DLPFC

recruitement; incraesed default

mode activity

Anxious arousal; increased conflict
detection; attentional bias to
threat; helplessness behavior;
punishement sensitivity; avoidance

Sleep-wake dysregulation and sleep
dependent behavioral dysfunctions
such as affect regulation;
emotional reactivity; impulsivity

Sadness; guilt; shame;
low self-esteem; worry;
rumination; increased self-focus;
withdrawal behavior

Maintaining depressive psychopathology

Attention and Cognitive systems Circuitry involving top
cognitive control down cognitive control:
DLPFC; VLPFC; PPC;

the insula and limbic system

Concentrations difficulties;
distractibility; low
impulse control

Tableau 4: Approche par RDoC de la DM.

D’aprés Henje Blom et al., 2014.

Les différentes avancées dans le traitement pharmacologique mais aussi dans la

compréhension des circuits neuronaux impliqués dans la DM ont été largement permises grace
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a la recherche animale. En effet, plusieurs approches ont été développées pour tenter de
modéliser au mieux les symptomes cliniques et la physiopathologie de la DM chez I’animal. La
modélisation de la DM doit répondre a trois criteres majeurs pour étre valide (Belzung and
Lemoine, 2011; Willner, 1984):

- le critere de validite de face (face validity): modéliser les symptémes cliniques observés

chez ’humain.

- le critére de validité de construction (construct validity): reproduire chez 1’animal la

physiopathologie de la DM humaine

- le critére de validité prédictive (predictive validity): observer une réponse thérapeutique

a des traitements antidépresseurs dont I’efficacité est validée chez I’humain

Il existe plusieurs modeles animaux de la DM qui peuvent étre induits par manipulation ou
sélection génétique, par injection d’un xénobiotique, par des lésions chirurgicales, par des
procédures de stress ou encore des interventions nutritionnelles (Czéh et al., 2016; Krishnan
and Nestler, 2011; Planchez et al., 2019; Zemdegs et al., 2019; tableau 5). Le choix du modele
dépendra de plusieurs facteurs propres a 1’expérience et a I’expérimentateur ainsi que de la

question scientifique posée.

89



Behavioral endpoints

Apathy

Anhedonia

Anxiety

Despair

Sociability

Grooming; coat state; nest building

Cookie test; sucrose preference test

EPM, NSF, OF, light/dark test

FST, TST

social interaction test

Animal models of depression

Induction mechanism

Model

Biological

Psychobiological
stress

Early-life adversity

LPS injections; bulbectomy; corticosterone administration;
genetic models; optogenetic manipulations

Learned helplessness; UCMS; social defeat

Poor mothering; maternal separation

Tableau 5: Modéles animaux de la DM.

D’apres Planchez et al., 2019.

Ici seul le modele de stress par contention chronique sera abordé en raison de son

utilisation au cours des expériences de ce projet de these.

Le modele de stress chronique par contention est un modele de stress induisant un

comportement de type anxio/dépressif chez le rat ou la souris. 1l consiste en la contention stricte

de I’animal dans un tube étroit et ventilé pendant deux heures. Cette opération se répete

quotidiennement sur une duree variable allant de 14 a 28 jours (Jangra et al., 2016; Kim and
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Han, 2006). Ce protocole de stress est intéressant car il respecte notamment les 3 critéres de
validités essentiels aux modeles animaux de la DM. En effet, on observe chez les animaux une
augmentation du comportement de résignation, du comportement anxieux et aussi de
I’anhédonie consécutivement a la procédure (Seo et al., 2017; Son et al., 2019). Ces
observations contribuent a la validité de face, bien que la limite majeure de ce modele réside
dans le fait que le phénotype comportemental n’est que transitoire et ne perdure pas dans le
temps. Ce modele respecte également en partie la validité de construction, a savoir retrouver la
physiopathologie de la DM dans le modéle animal. En effet, suite a la procédure de contention
chronique on observe une altération de la neurotransmission glutamatergique dans le mPFC et
dans I’hippocampe (Chiba et al., 2012; Nasca et al., 2015), ce qui est également le cas chez les
patients atteints de DM (Duman et al., 2019). De maniére similaire, cette procédure a pour
conséquences des altérations structurelles et fonctionnelles de I’amygdale (Jung et al., 2012;
Qinetal., 2011), ce qui également le cas au cours de la DM (Nestler et al., 2002). Toutefois en
raison du caractére transitoire du phénotype anxio/dépressif induit par cette procédure, il est
possible que les mécanismes physiopathologiques sous-jacents ne soient pas pérennes. Enfin,
le modéle de stress de contention chronique répond a la validité de prédiction puisque les
antidépresseurs permettent de reverser le phénotype anxio/dépressif induit par la procédure (Oh
etal.,, 2013; Seo et al., 2012).

2.3 Altérations serotoninergiques dans les modeles animaux de troubles

anxio/dépressifs

La plupart de ces modéles animaux de dépression respectent le critére de validité de
conception a savoir présenter des caractéristiques communes de la physiopathologie de la
maladie. C’est en effet le cas en ce qui concerne le systéme sérotoninergique, dont nous avons
vu précédemment qu’il était altéré chez les patients atteints de DM. Ainsi dans les modéles de
séparation maternelle ou d’adversité¢ précoce, des études rapportent des modifications
significatives des taux de sérotonine dans plusieurs structures limbiques (Ohta et al., 2014; Xue
et al., 2013). Ces résultats pourraient notamment s’expliquer par une apoptose importante
induisant une diminution du nombre de neurones 5-HT dans le RD (Park et al., 2019). La
synthése de sérotonine est également altérée dans le modéle de dépression inflammatoire

induite par le LPS ou encore dans le modéle de bulbectomie (Carabelli et al., 2020; Harkin et
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al., 2003; Rodrigues et al., 2018). Les lignées par sélection génetique ayant un comportement
de type anxio/dépressif prononcé, présentent aussi des dysfonctionnements du systeme 5-HT.
C’est en effet le cas des rats Flinders (FLS) ou I’on observe une synthése de sérotonine basale
diminuée qui est associé a des modifications de distribution et d’expression de récepteurs
sérotoninergiques (Nishi et al., 2009; Osterlund et al., 1999). De maniere similaire, les souris
CD1 «helpless » présentent une diminution du tonus sérotoninergique en raison d’une
sensibilité accrue du récepteur 5-HT1a associée a leur phénotype pseudo-dépressif (El Yacoubi
et al., 2003). Ce type d’altérations est également retrouvé dans les modeles de stress chronique.
Ainsi, le protocole de UCMS provoque une diminution des taux de serotonine et plus
précisément une hypofonction du systéme sérotoninergique dans le mPFC (Ahmad et al., 2010;
Lu et al., 2019). Ce résultat peut étre la conséquence de la destruction spécifique des neurones
5-HT du RD projetant vers le mPFC, réduisant I’innervation sérotoninergique de cette structure
(Natarajan et al., 2017). On observe la méme conséquence dans le protocole de contention de
stress chronique avec une altération de la morphologie des neurones 5-HT du RD projetant vers
le mPFC. De plus, les courants postsynaptiques excitateurs pergus par ces neurones sont
diminués, suggérant une diminution de leur excitabilité (Liu and Aghajanian, 2008). Les
altérations du systeme 5-HT conséquentes au modéle de défaite sociale ont été particuliérement
détaillées. Ce type de protocole provoque une diminution des taux de sérotonine associée a des
modifications spécifiques du RD (Keeney et al., 2006; Zhang et al., 2012). En outre, les
neurones GABA du RD jouent un réle majeur dans le comportement social des animaux, qui
est altéré par cette procédure de stress, notamment en augmentant la fréquence des courants
postsynaptiques inhibiteurs sur les neurones 5-HT (Challis et al., 2013; Crawford et al., 2013).
Dans le modéle de stress induit par administration chronique de corticostérone, on observe une
diminution des courants excitateurs postsynaptiques percu par les neurones 5-HT du RD
(Prouty et al., 2019; Sowa et al., 2019). Ces altérations sont également associées a une
diminution de I’excitabilité des neurones 5-HT du RD (Prouty et al., 2019) malgré la diminution
de sensibilité du récepteur 5-HT1a dans ce modéle (Rainer et al., 2012). Cette diminution de
I’excitabilité pourrait expliquer I’augmentation de I’expression de TPH2 dans le RD dans un
modele similaire (Donner et al., 2012), qui pourrait &tre un mécanisme de compensation. Enfin,
comme dans d’autres modeles de dépression murins, on retrouve une diminution des taux de
sérotonine dans le PFC des animaux ayant subi le paradigme de « learned helplessness » (Petty
et al., 1992). Cette diminution est associée a I’altération du métabolisme général de la
sérotonine ainsi que des modifications d’expression de récepteurs sérotoninergiques (Wu et al.,
1999).
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L’ensemble de ces données mettent en évidence que les altérations du systéme
sérotoninergique observés chez les humains se retrouvent également dans les modéles
animaux de troubles anxio/dépressifs. Toutefois, aucune relation causale entre le phénotype
dépressif et les dysfonctionnements sérotoninergiques ne peuvent étre attribuée a ces résultats.
Ces liens de causalités ont été explorés au travers de modeles animaux transgéniques permettant
la manipulation spécifique d’éléments du systéme sérotoninergique. Nous aborderons certains

de ces modeéles dans la partie traitant de la discussion des résultats.

2.4 Modulation du comportement émotionnel par la sérotonine

L’implication du systéme sérotoninergique, et de sous-populations de neurones 5-HT, dans
les différentes formes de réponse de peur et d’anxiété a été introduit notamment au travers de
I’hypothése de Deakin et Graeff (Deakin and Graeff, 1991). Ce n’est que récemment, avec les
avancées technologiques dont I’opto- et la chémo-génétique que le rdle des neurones
sérotoninergiques dans ces différents types de comportements a pu étre précisé. En tant que
neuromodulateur, le systeme sérotoninergique permet d’adapter la réponse comportementale
de peur. En effet ’activation du systéme 5-HT permet une réponse de type « freezing » face a
une menace faible ou modérée. A I’inverse, une menace importante provoquera la mise en place

d’une activité locomotrice par le systéme sérotoninergique pour fuir cette menance (Seo et al.,
2019).

De maniere plus précise, I’inhibition de I’activité des neurones 5-HT par I’injection
intracérébrale dans le RD ou le RM d’un agoniste du récepteur 5-HT1a, le 8-OH-DPAT, induit
une anxiolyse (Andrews et al., 1994; Hogg et al., 1994). En accord avec ces résultats,
I’activation aigue des neurones 5-HT du RD augmente le comportement anxieux chez la souris
(Teissier et al., 2015; Urban et al., 2016). Toutefois, I’effet anxiogénique de 1’activation des
neurones 5-HT du RD n’est due qu’a une élévation transitoire des taux de 5-HT puisque la
stimulation chronique de ces neurones ne modifie pas le comportement anxieux (Urban et al.,
2016). Par ailleurs, on observe que 1’activation des neurones 5-HT du RD est induite de maniére

prédominante par des facteurs de stress non-controlables (Bland et al., 2003; Grahn et al., 1999).

De fagon similaire, 1’activation des neurones 5-HT du RM induit le méme type de
comportement anxieux chez la souris (Ohmura et al., 2014). La réponse anxiogénique induite

par les neurones 5-HT du RM est notamment médiée par des projections sérotoninergiques sur
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I’hippocampe dorsal (Abela et al., 2020). L’ensemble de ces données suggerent que 1’activation
du systéme 5-HT induit une augmentation du comportement anxicux chez ’animal. Cette
notion est notamment confirmée par I’observation d’un comportement de type anxieux chez la
souris sans frein inhibiteur du systéeme 5-HT, modélisée par la délétion du récepteur 5-HT1a
(Gross et al., 2002; Heisler et al., 1998).

La sérotonine est également impliquée dans la réponse de peur de type conditionnée. En
effet, la déplétion du cerveau en sérotonine diminue la réponse de peur en diminuant
I’association entre le stimulus conditionné et le stimulus aversif non conditionné (Deryabina et
al., 2020). L’amygdale est une structure cérebrale particulierement impliquée dans ce type de
conditionnement. Or, plusieurs études ont mis en évidence que I’activation des neurones 5-HT
du RD induit une augmentation de la libération de sérotonine dans I’amygdale au cours de ce
type de conditionnement (Amat et al., 1998; Schweimer and Ungless, 2010; Zanoveli et al.,
2009). En accord avec ces données, 1’activation par optogénétique des projections 5-HT vers
I’amygdale augmentent le comportement de type « freezing » et le temps d’extinction de peur
conséquent a ce type de conditionnement (Bernabe et al., 2020; Sengupta and Holmes, 2019).
A I’inverse, la 1ésion spécifique des terminaisons nerveuses s€rotoninergiques dans I’amygdale
diminue I’anxiété et altére également le conditionnement de peur (Johnson et al., 2015). D’autre
part, le comportement pseudo-anxieux induit par les projections sérotoninergiques pourrait
également étre médié par les récepteurs 5-HT2c dans la le noyau du lit de la stria terminalis
(Marcinkiewcz et al., 2016).

De maniére genérale, P’activation aigiie des neurones sérotoninergiques est
responsable de I’augmentation du comportement pseudo-anxieux, notamment au travers de
projections vers I’amygdale (voir tableau 6). Le systeme 5-HT joue également un réle crucial

dans les comportements de peur conditionnée.

Au vue du mécanisme d’action des antidépresseurs ISRS, le comportement de résignation
observé dans le FST ou le TST est intimement lié au systéme sérotoninergique. On observe
ainsi que 1’activation aigiie des neurones 5-HT du RD induit un effet de type antidépresseur en
diminuant le comportement de résignation, ce qui n’est pas le cas pour les neurones 5-HT du
RM (Nishitani et al., 2019; Ohmura et al., 2020; Teissier et al., 2015). L’activation chronique
des neurones 5-HT du RD induit également un effet de type antidépresseur (Urban et al., 2016).
De maniére plus précise, la stimulation des terminaisons nerveuses des neurones 5-HT dans
I’ATV est suffisante a induire une diminution du comportement de résignation (Ohmura et al.,

2020). L’ATV n’est pas la seule structure impliquée dans ce type de comportement. En effet,
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on observe que I’activation optogénétique des projections du PFC dans le DR diminue le
comportement de résignation chez la souris (Warden et al., 2012). Enfin, une étude rapporte
que la durée du temps de nage dans le FST est significativement corrélée aux taux de 5-HT dans
le PFC (Pham et al., 2017). Ces résultats soutiennent le rdle essentiel du systeme 5-HT et plus

particulierement les circuits PFC-RD dans la régulation du comportement de résignation.

Le récepteur 5-HT1a est également impliqué dans ce type de comportement. Dans un
premier temps, une étude rapporte que la delétion constitutive du récepteur 5-HT1a diminue
significativement le comportement de résignation chez la souris (Heisler et al., 1998). En accord
avec ces résultats, la surexpression de ce récepteur augmente le comportement de résignation
chez la souris, qui est associ¢ a une diminution de I’activité des neurones 5-HT du RD
(Richardson-Jones et al., 2010). Plus précisément, le r6le des hétérorécepteurs 5-HT1a est
essentiel dans le comportement de résignation. En effet, ’absence d’un tonus sérotoninergique
inhibiteur sur les aires post-synaptiques au cours du développement augmente le temps
d’immobilité des animaux dans le FST a I’age adulte (Richardson-Jones et al., 2011). Le role
de I’autorécepteur 5-HT1a est également important puisque son inactivation au moyen d’ ARNsi
induit une diminution significative du comportement de résignation dans le FST (Bortolozzi et
al., 2012). Par ailleurs, l’augmentation des taux de sérotonine extracellulaire dans
I’hippocampe, permis par ’invalidation génétique du récepteur 5-HT1g, est également associé
a une diminution du comportement de résignation dans le FST (Nautiyal et al., 2016).
L’ensemble de ces résultats tendent a montrer de maniere générale que I’augmentation de la
neurotransmission sérotoninergique, provenant des neurones 5-HT du RD, dans les aires

post-synaptiques permet un effet de type antidépresseur (tableau 6).
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Tableau 6: Récapitulatif des conséquences comportementales induites par la
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3. Traitements antidépresseurs

3.1 Réponse aux traitements antidépresseurs

La réponse a un traitement antidépresseur peut étre évaluée en fonction de la diminution
des symptomes dépressifs ou du score de dépression qui y est associé. On qualifie de non-
réponse au traitement antidépresseur lorsque qu’il n’y a pas d’amélioration des symptémes
dépressifs ou que celle-ci est tres faible. Une réponse de type partielle au traitement est admise
lorsque la diminution des symptomes dépressifs est de 25-50%. La diminution d’au moins 50%
du score de dépression correspond a une réponse au traitement antidépresseur. Enfin, lorsque
seul quelques symptomes résiduels subsistent et que le tableau clinique ne correspond plus au
diagnostic du DSM-5 de la DM, on peut considérer la rémission du patient (Nierenberg and
DeCecco, 2001). Les données de la littérature rapportent que seul un tiers des patients atteignent
une rémission suite a I’initiation d’un traitement antidépresseur (Trivedi et al., 2006). De plus,
les probabilités de rémission sont largement diminuées a partir de la non réponse thérapeutique
a un second traitement antidépresseur (Rush et al., 2006). En dehors des limites d’efficacité
s’ajoute le long délai d’action de la réponse thérapeutique qui varie de 2 a 8 semaines. Il est
intéressant de noter que la combinaison de la psychothérapie et du traitement antidépresseur
augmente non seulement le taux de rémission mais diminue également le délai d’action des
antidépresseurs (de Jonghe et al., 2001; Keller et al., 2000). En outre, le taux de rechute dans la
DM est particulierement élevé. En effet, on constate que 50% des patients ayant eu un épisode
dépressif caractérisé souffriront d’un autre épisode au cours des cinq prochaines années
(Belsher and Costello, 1988; Lewinsohn et al., 1994). La récurrence des ces épisodes dépressifs
caractérisés donne également un trait de chronicité a la pathologie, augmentant également le
délai de réponse aux antidépresseurs (Keller et al., 1998). Toutefois, la découverte
d’antidépresseurs a action rapide comme la kétamine représentent un nouvel espoir dans le
traitement et la prise en charge de la DM (Gerhard et al., 2016). La re-découverte des
psychédéliques représente aussi une nouvelle opportunité thérapeutique dans les troubles de
I’humeur. En effet, plusieurs études cliniques ont mis en €vidence un effet bénéfique de ces
molécules (DMT, psilocybine, MDMA, LSD, mescaline) a fort potentiel neuroplastique
(\Vollenweider and Preller, 2020).
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3.2 Les classes d’antidépresseurs: focus sur les ISRS

Les premiers antidépresseurs, découvert par serendipité, furent les antidépresseurs
tricycliques (TCA) et les inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAO). Ces classes
d’antidépresseurs inhibent respectivement la recapture des monoamines et leur dégradation par
la monoamine oxydase. Comme nous 1’avons vu précédemment, leurs mécanismes d’action ont
largement orienté les travaux de recherche sur I’hypothése d’une déficience monoaminergique
dans la DM. On distingue aujourd’hui plusieurs classes d’antidépresseurs en plus des TCA et
des IMAO, dont les mécanismes d’action et les cibles varient principalement autour de la
modulation des neurotransmissions monoaminergique. Nous nous intéresserons ici uniquement
aux Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de Seérotonine (ISRS; tableau 7) en raison de
I’utilisation de la fluoxetine (Prozac) au cours des travaux de ce projet de these. La fluoxétine
est un antidépresseur de seconde génération qui inhibe la recapture de sérotonine en se fixant

sur le transporteur SERT pour lequel elle a une forte affinité (Ki=1,4 nM ; Owens et al., 2001).

Molecule SERT affinity (Ki) Therapeutical doses References
I |
Fluvoaxime 6,5 nM 50 - 300 mg/j Inazu et al., 2001
Citalopram 4,4 nM 20 - 60 mg/) Ben-Daniel et al., 2008
Escitalopram 1,1 nM 10 - 20 mg/j Owens et al., 2002
Paroxetine 1,1 nM 20 - 50 mg/j Thomas et al., 1987
Fluoxetine 1,4 nM 20 - 60 mg/j Owens et al., 2002
Sertraline 0,3-3,3nM 25 - 200 mglj Owens et al., 1997

Tableau 7: Antidépresseurs de la classe des Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de

Sérotonine.

D’aprés Ben-Daniel et al., 2008; Inazu et al., 2001; Owens et al., 1997, 2001; Thomas et
al., 1987. Fenétre des doses thérapeutiques: Haute Autorité de Santé (HAS)
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3.3 Administration aigtie d’un ISRS

L’administration aigue d’un ISRS provoque une augmentation drastique des taux
extracellulaires de sérotonine ([5-HT]ext) . Cette augmentation est un mécanisme essentiel de
leur efficacité puisque la déplétion en sérotonine par la PCPA prévient I’effet antidépresseur de
la fluoxétine (Page et al., 1999). Plus précisément, les études de microdialyse mettent en
évidence une augmentation de 300% a 600% des taux de [5-HT]ext dans le RD et de 150% a
200% dans le PFC chez le rat (Bel and Artigas, 1992; Hervas and Artigas, 1998). Cette
différence d’¢lévation des taux de [5-HT]ext entre le RD et les zones de projections peut
s’expliquer par le fait que le RD est particuliérement enrichi en SERT comparé a d’autres
structures du cerveau antérieur (Bengel et al., 1997). Parallelement, les études
d’¢électrophysiologie in vivo rapportent que 1’administration aigue d’un ISRS diminue I’activité
de décharge des neurones 5-HT dans cette structure regroupant les corps cellulaires
sérotoninergiques (Chaput et al., 1986; Czachura and Rasmussen, 2000; Sprouse et al., 2000).
Cette inhibition est médiée par 1’autorécepteur SHT1a Somatodendritique dont I’activation est
augmentée par 1’¢lévation des taux endogene de [5-HT]ext consécutive au blocage du SERT
(Adell et al., 1993; Romero et al., 2003; Sharp and Hjorth, 1990). Cette diminution de I’activité
de décharge des neurones du RD a pour conséquence une diminution de la libération de

sérotonine dans les aires de projection.

Ce frein biologique exercé par les autorécepteurs explique, du moins en partie, le fait que
les effets thérapeutiques de ces molécules ne se manifestent pas lors des premiers jours de
traitement. 11 est par conséquent intéressant d’examiner les effets induits au cours de

1I’administration chronique d’ISRS.

3.4 Traitement chronique avec un ISRS

3.4.1 Désensibilisation du récepteur 5-HT1A

Au fur et a mesure que le traitement avec un ISRS se prolonge, notamment entre 14 et 28

jours, on observe un rétablissement progressif de la frequence de décharge des neurones 5-HT
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du RD (Chaput et al., 1986; DE Montigny et al., 1992; El Mansari et al., 2005). Cette
normalisation s’explique par une levée d’inhibition imputée a la désensibilisation de
I’autorécepteur 5-HT1a consécutive a sa stimulation continue par les taux élevés de 5-HT
endogenes dans le RD. De maniere intéressante, des études indiquent que I’apparition des effets
thérapeutiques comportementaux des ISRS chez 1’animal coincide avec la désensibilisation des
récepteurs 5-HT1a (Popa et al., 2010).

Cette désensibilisation peut s’observer au travers d’une diminution de la réponse induite
par un agoniste apres un traitement chronique. En effet, la dose nécessaire d’un agoniste du
récepteur 5-HT1a, le 8-OH-DPAT, pour induire une diminution de la fréquence de décharge
des neurones 5-HT du RD est plus importante apres un traitement a long terme avec un ISRS,
confirmant sa désensibilisation (Chaput et al., 1986; de Montigny et al., 1990; Rainer et al.,
2012). De plus, la désensibilisation de ce récepteur s’observe notamment au cours d’études de
microdialyse ou la diminution des [5-HT]ex: en réponse au 8-OH-DPAT est plus faible comparé
a un animal n’ayant pas regu d’antidépresseur de maniére prolongé (Invernizzi et al., 1994;
Rossi et al., 2008). En outre, on observe que la diminution de la température corporelle induite
par I’injection d’un agoniste du récepteur 5-HT1a est significativement plus faible apres un
traitement chronique par un ISRS (Rainer et al., 2012). La désensibilisation des autorécepteurs
5-HT1a permet donc de rétablir la fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD qui
s’accompagne alors d’une élevation plus importantes des [5-HT]ext dans les aires de projections
que lors d’une administration unique d’ISRS (Bel and Artigas, 1993; Wegener et al., 2003).
Cet effet de désensibilisation semble spécifique de 1’autorécepteur 5-HT1a, car un traitement a
long terme ne modifie pas la sensibilité des hétérorécepteurs 5-HT1a (Pifieyro and Blier, 1999).
Au contraire, le renforcement du tonus sérotoninergique sur I’hétérorécepteur 5-HTia
contribuerait aux effets antidépresseurs des ISRS (Pifieyro and Blier, 1999; Santarelli et al.,
2003). D’autre part, comme évoqué précédemment, 1’implication de 1’autorécepteur 5-HT1a
dans le comportement de résignation s’apprécie également au travers de son inactivation dans
différents modeles murins. De cette maniere, la délétion génétique de I’autorécepteur 5-HT1a
ou son inactivation par ARNsi au moyen d’une injection intra-RD diminue significativement le
comportement de résignation des animaux (Bortolozzi et al., 2012; Richardson-Jones et al.,
2010).

La désensibilisation de 1’autorécepteur 5-HT1a peut s’expliquer par une diminution de
fixation de ses ligands (Rossi et al., 2008; Shen et al., 2002) ou encore une internalisation

membranaire du récepteur (Riad et al., 2004). D’autres études suggérent également que la
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désensibilisation pourrait s’opérer par la diminution du signal de transduction par les protéines
Gi (Lesch and Manji, 1992; Lesch et al., 1992).

Dans un contexte translationnel, des agonistes partiels (buspirone) ou des antagonistes
(pindolol) du récepteur 5-HT:a ont été utilisés comme stratégie de potentialisation des
traitements antidépresseurs ISRS, notamment pour diminuer leur délai d’action ou améliorer la
réponse thérapeutique chez des patients résistants a cette classe d’antidépresseurs (Celada et al.,
2013). De cette maniére, les antagonistes des récepteurs 5-HT1a qui empéchent la fixation de
la 5-HT sur le récepteur 5-HT1a a pour consequence de prévenir la diminution transitoire de
I’activité de décharge des neurones 5-HT observée lors de I’initiation du traitement ISRS et de
potentialiser la libération de 5-HT dans les aires de projection sérotoninergiques (Dreshfield et
al., 1996; Guilloux et al., 2006; Romero et al., 1996). La potentialisation de la libération de
sérotonine dans les aires de projections en réponse a un ISRS est également observée chez des
souris ayant une inactivation spécifique de I’autorécepteur 5-HT1a (Bortolozzi et al., 2012).
Cette stratégie thérapeutique a notamment conduit au développement de nouvelles molécules
présentant un profil pharmacologique qui cible I’inhibition du SERT, couplant également une
activité d’agoniste partiel du 5-HT1a. C’est notamment le cas du vilazodone (Schwartz et al.,
2011) et de la vortioxétine (Sanchez et al., 2015).

En ce qui concerne la désensibilisation de 1’autorécepteur 5-HTig, les résultats sont
contradictoires. En effet, les études sur tranche de Raphé rapportent une désensibilisation du
récepteur (el Mansari and Blier, 1996; Pifieyro and Blier, 1996) tandis que des études au niveau
d’aires postsynaptiques n’observent pas le méme phénomeéne (Schoups and De Potter, 1988).
Toutefois, I’implication du récepteur 5-HT1g dans la réponse antidépresseur des ISRS peut
varier d’une structure a une autre. De cette maniere, il semblerait que le récepteur 5-HT1g soit
désensibilisé au niveau du cortex frontal mais pas dans 1’hippocampe ventrale comme le
suggere le maintien du frein inhibiteur médié par le récepteur 5-HTg sur la libération de

sérotonine dans cette structure (Gardier et al., 2003).

La désensibilisation de I’autorécepteur 5-HTi1a est donc un processus clef de la
réponse thérapeutique des antidépresseurs ISRS (figure 18). Toutefois, d’autres
mécanismes biologiques consécutifs a leur administration chronique sont également impliqués

dans leurs effets thérapeutiques.
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Presynaptic 5-HT neuron Postsynaptic neuron

1. Acute administration

Figure 18: Mécanisme d’action des ISRS impliquant la désensibilisation du récepteur

5-HT1a au cours d’un traitement chronique.

D’apres David and Gardier, 2016.

102



3.4.2 Neuroplasticité

L’effet thérapeutique des antidépresseurs est €également soutenu par d’autres mécanismes
cellulaires et moléculaires. Dans un premier temps, on observe que les traitements ISRS
chroniques permettent une augmentation de la plasticité synaptique en reversant les altérations
induites par le stress chronique (Castrén, 2014). Ces effets sont notamment médiés par le facteur
neurotrophique BDNF, dont les traitements ISRS chronique augmentent les taux ainsi que ceux
de son récepteur TrkB, dans I’hippocampe et le PFC (Nibuya et al., 1995). De plus, la délétion
de BDNF dans le cerveau prévient I’effet thérapeutique des antidépresseurs (Monteggia et al.,
2004). Enfin, ’augmentation des taux de BDNF résulte notamment de 1’activation de la voie
de signalisation mTORCL, qui est un acteur clef de la réponse antidépresseur (Ignécio et al.,
2016). De plus, cette voie de signalisation est également une cible effectrice des nouveaux

antidépresseurs a action rapide comme la kétamine (Duman et al., 2016).

3.4.3 Neurogénése

La neurogenese a fait I’objet d’une intense recherche dans le domaine de la DM et de la
réponse antidépresseur. Ainsi, une étude post-mortem rapporte qu’un traitement antidépresseur
chronique permet d’augmenter la prolifération des cellules hippocampiques chez 1’humain
(Boldrini et al., 2009). Ces résultats sont en accord avec plusieurs études précliniques indiquant
qu’un traitement antidépresseur chronique est associé a une augmentation de la neurogénése
chez I’animal (Malberg et al., 2000) et permet de reverser les effets déléteres induit par un stress
(Malberg and Duman, 2003). A [D’inverse, I’inhibition radiophysique ou génétique de la
neurogénése prévient 1’effet thérapeutique des antidépresseurs (Li et al., 2008; Santarelli et al.,
2003). Toutefois, certaines études n’observent pas de modification de la neurogénése par les
antidépresseurs (Cowen et al., 2008; Hanson et al., 2011) tandis que d’autres mettent en
évidence des effets thérapeutiques des antidépresseurs indépendants de la neurogénéese (David
et al., 2009). Au vu de I’ensemble des ces résultats nuances, et bien que I’implication de la
neurogénese dans 1’effet thérapeutique des antidépresseurs ne soit clairement définis, ce

phénomene biologique semble toutefois contribuer en partie a leur effets bénéfiques.

Cette partie nous rend compte de I’'implication de la sérotonine dans la modulation du
comportement émotionnel, dans la physiopathologie de la DM ainsi que dans la réponse
antidépresseur. La modulation du systeme 5-HT par I’insuline ferait de celui-ci un candidat

approprié¢ dans la recherche d’une neurotransmission par laquelle I’insuline modulerait le
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comportement émotionnel. Dés lors, nous pouvons nous questionner sur 1’existence de telles

interactions entre ces deux systémes.
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PARTIE 5:

MODULATION DU SYSTEME

SEROTONINERGIQUE

PAR I’INSULINE:

IMPLICATION DANS LES TROUBLES

EMOTIONNELS
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1. Effet direct de I’insuline sur le systéme sérotoninergigue

La littérature scientifique est tres restreinte en ce qui concerne la modulation du systeme
sérotoninergique par I’insuline. L’injection d’insuline périphérique augmente les taux
plasmatiques et cérébraux du L-Trp, acide aminé précurseur de la sérotonine (Fernstrom and
Wurtman, 1972; MacKenzie and Trulson, 1978). On observe par ailleurs, que 1’injection
périphérique d’insuline diminue les taux plasmatiques d’acides aminés a chaine courte (BCAA)
en favorisant leur catabolisme au niveau hépatique (Shin et al., 2014). Ce méme résultat est
observé chez I’humain en réponse a un traitement chronique INI (Scherer et al., 2017). Or, les
BCAA sont en compétition avec le L-Trp pour le transporteur LAT1 au niveau de la BHE
(Fernstrom, 2013). Par conséquent, en diminuant les taux plasmatiques de BCAA, 1’insuline
favorise I’influx du L-Trp vers le cerveau au travers de la BHE. De ce fait, en augmentant la
biodisponibilité du L-Trp au niveau central, ces résultats suggérent que I’insuline augmente
¢galement les taux de sérotonine cérébraux. D’autre part, des études in vitro ont mis en évidence
la capacité¢ de I’insuline a inhiber I’activit¢ des MAO-A et —B (Kleinridders et al., 2015).
L’augmentation des taux de sérotonine pourrait donc également résulter de 1’inhibition de sa
dégradation. Toutefois, I’effet de I’insuline sur le métabolisme de la sérotonine n’est pas encore
clairement défini et reste controversé. En effet, d’autres études indiquent que 1’administration
périphérique d’insuline augmente le renouvellement et donc le métabolisme de la 5-HT. De
cette manieére, ’injection i.p d’insuline augmente les taux du métabolite 5S-HIAA dans le liquide
céphalorachidien et dans le cerveau, suggérant une augmentation de la dégradation de la
sérotonine et donc une diminution de sa concentration au niveau central (Danguir et al., 1984;
Juszkiewicz, 1985; Orosco and Nicolaidis, 1994; Smythe et al., 1985). En outre, 1’injection
périphérique d’insuline résulte en une diminution de la fréquence de décharge des neurones 5-
HT du Raphé Pallidus et du Raphé Obscurus (Martin-Cora et al., 2002). Nuancant ces résultats,
I’injection intraveineuse d’insuline ne modifie pas la fréquence de décharge des neurones 5-HT
du RD (Fornal et al., 1989). Toutefois, I’interprétation de ces résultats est sujette a précaution
en raison de I’effet hypoglycémiant de I’insuline qui résulte d’une injection périphérique. Par
conséquent, les modifications du systeme 5-HT en réponse a I’injection périphérique d’insuline

pourraient étre le résultat d’un effet métabolique confondant.

L’injection icv permet d’outrepasser une hypoglycémie périphérique confondante. De

cette maniere, en utilisant cette voie d’administration, on observe une augmentation des taux

107



de 5-HT et de 5-HIAA mesuré par microdialyse dans le Raphé magnus (Balali Dehkordi et al.,
2019). Ces résultats suggérent que 1’action centrale de 1’insuline stimule le métabolisme global
de la sérotonine. Bien que la présence de I’ARNm de I’IR dans les neurones 5-HT suggerent
une action directe de I’insuline (Okaty et al., 2015), ces effets peuvent également étre médiés
par d’autres populations neuronales sensibles a I’insuline dont les projections modulent le
systeme 5-HT. De plus, I’expression de I’ARNm du récepteur a IGF-1 dans les neurones 5-HT
ne permet pas d’exclure une modulation de ces neurones par 1’insuline & travers ce récepteur
(Okaty et al., 2015).

Les résultats de la littérature ne permettent pas de conclure sur un possible effet direct de
I’insuline sur les neurones 5-HT du RD. L’utilisation de techniques mesurant directement
I’impact fonctionnel de I’insuline sur des neurones 5-HT isolés, comme 1’électrophysiologie

sur tranche, permettraient d’apporter de nouveaux éléments de réponse convaincants.

2. Convergence des voies de signalisation de ’insuline et de la

sérotonine

L’expression de I’IR est particuliérement abondante dans le cortex et dans 1’hippocampe
qui sont également des cibles importantes du systeme sérotoninergique, notamment dans la
régulation des émotions mais aussi dans la réponse antidépresseur. Comme nous 1’avons vu
précédemment, I’insuline et la sérotonine sont toutes les deux capables de moduler la plasticité
synaptique, ainsi que la neurogénéese (Aberg et al., 2003; Lv et al., 2020). De maniére
intéressante, 1’insulino-résistance induite par des modeles génétiques (db/db) ou
environnementaux (HFD) est associée a une altération de la neurogénése hippocampique
(Murata et al., 2017; Nam et al., 2017; Okuyama et al., 2018), suggérant le réle crucial de la
signalisation de 1’insuline dans ces processus biologiques. L’activation de la voie de I’IR par
I’insuline augmente notamment la phosphorylation d’ Akt et de GSK-3 qui sont tous les deux
impliqués dans la neurogénese hippocampique (Eom and Jope, 2009b; Kisoh et al., 2017). De
plus, la sérotonine, notamment au travers de 1’hétérorécepteur 5-HT1a fortement exprimé dans
I’hippocampe, permet également la stimulation de la neurogénese au travers de ces mémes
éléments moléculaires (Alenina and Klempin, 2015). On observe par ailleurs que la résistance

a I’insuline cérébrale induite par un régime HFD de longue durée est associée a une diminution
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de I’activation de la voie PI3K/Akt/GsK-33 dans I’hippocampe en réponse a la sérotonine

(Papazoglou et al., 2015).

D’autre part, I’élément mTORCI1, impliqué dans les processus de plasticité synaptique et
dans la réponse aux antidépresseurs a action rapide, est également activé par I’insuline et par la
sérotonine (Lesch and Waider, 2012). De cette maniére, I’insuline et la sérotonine sont capables
de réguler la plasticité synaptique en stimulant PSD-95 au travers de la voie PI3K/mTOR (Jones
etal., 2009; Lee et al., 2016). Cet effet est abrogé par le régime HFD ou la résistance a ’insuline
cérébrale est associée a des altérations de la densité des épines dendritiques et de 1’intégrité
synaptique (Arnold et al., 2014, Stranahan et al., 2008). De plus, on observe une augmentation
des taux de BDNF dans I’ATV et le NAc chez les animaux résistant a I’insuline et présentant
un phénotype anxiodépressif induit par le régime HFD (Sharma and Fulton, 2013). Or,
I’augmentation de BDNF dans ces structures a été établi comme étant anxiogéne et
dépressiogene (Berton et al., 2006), contrairement a ses effets dans le cortex et I’hippocampe.
En effet, il est admis que ’augmentation du tonus sérotoninergique dans les aires post-
synaptique en réponse a un antidépresseur stimule la synthese de BDNF, notamment par la
phosphorylation de CREB (Rafa-Zabtocka et al., 2018). De maniere réciproque, BDNF
augmente significativement 1’expression de TPH2 dans les neurones du RD, et peut également
moduler leur activité de décharge (Celada et al., 1996; Siuciak et al., 1998). Enfin, I’expression
de BDNF module également 1’expression du transporteur de la sérotonine SERT et influence
ainsi sa recapture (Guiard et al., 2008b). Par conséquent, la diminution de I’expression de
BDNF induit par I’insulino-résistance centrale central pourrait également engendrer des

altérations du systéeme 5-HT.
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Figure 19: Convergence des voies de signalisation du récepteur a linsuline et des

récepteurs sérotoninergiques.

D’apres Martin et al., 2021.

L’ensemble de ces résultats indique que I’insuline et la sérotonine partagent des voies de
signalisation convergentes qui pourraient se potentialiser (figure 19). Par conséquent
I’insulino-résistance cérébrale peut causer une diminution de P’activation de voie de
signalisation en réponse a la sérotonine. Cette atténuation du signal peut réduire 1’activité de
neurogéneése ou de plasticité synaptique qui sont intimement liées a la régulation des émotions

ou encore a la réponse antidépresseur.

110

’)"1)’)1)(‘ J



3. Effets antidépresseurs des antidiabétiques et modulation du

systéme sérotoninergigque

Au cours de la partie 3, nous avons mentionne les effets antidépresseurs de plusieurs agents
antidiabétiques a travers divers mécanismes d’actions. De maniére intéressante, les effets
antidépresseurs de ces molécules ont été, pour certaines, associés a des modulations du systéme
sérotoninergique dans plusieurs modéles de depression comorbide, ou non, a une insulino-

résistance (tableau 8).

De cette maniére la restauration de 1’action de I’insuline par injection i.p chronique permet
de reverser le comportement de résignation dans le modele de DT1 induit par la STZ en
réversant la diminution des taux de sérotonine, vraisemblablement via la diminution de
I’activité de la MAO-A/B (Gupta et al., 2014). De la méme maniére, on observe que le
traitement a 1’insuline permet également de normaliser la libération de 5-HT dans le PFC en
réponse a un stress aigu, alors méme que celle-ci est altérée et associée a une augmentation du

comportement de type « freezing » chez les animaux traités par STZ (Miyata et al., 2007).

D’autre part, un traitement subchronique par la metformine permet de prévenir la
diminution des taux corticaux de sérotonine qui sont associés au comportement de résignation
comorbide au DT1 induit par le traitement STZ (Shivavedi et al., 2017). Cet effet est également
observé dans des modeles de troubles émotionnels comorbides au DT2 avec d’autres
antidiabétiques. Ainsi, les effets de type antidépresseur du vildagliptin, de la pioglitazone et du
glyburide sont associés a I’augmentation et la normalisation des taux de sérotonine corticaux et
hippocampiques (Soliman et al., 2020). De maniere intéressante, les modulations du systeme
5-HT associées aux effets de type antidépresseur des agents antidiabétiques ont également été
observées dans des modéles de troubles émotionnels non comorbides a un DT1 ou de DT2. En
effet, la pioglitazone permet de prévenir I’apparition d’un comportement de résignation et
d’anhédonie dans un modele de dépression induit par le LPS (Liao et al., 2017). Cet
antidiabétique permet aussi de reverser ce comportement de type pseudo-dépressif dans un
modele de dépression induit par la réserpine (Soliman et al., 2020). Au cours de ces deux études,
I’effet de type antidépresseur de la pioglitazone est associé a la prévention de la chute des taux
de sérotonine corticaux et hippocampique ou de leur augmentation. Enfin, dans un modele de

stress chronique par administration de corticostérone, les effets de types antidépresseur de
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I’adiporon sont associés a des modulations du métabolisme sérotoninergique dans le RD
(Nicolas et al., 2018).

L’ensemble de ces données suggerent que I’amélioration de la sensibilité a I’insuline
par les agents antidiabétiques ou insulino-sensibilisants permet de reverser ou
d’améliorer le comportement de type anxio/dépressif au travers d’une normalisation du

systéme sérotoninergique.
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OBJECTIFS:

L’action de I’insuline au sein du SNC a été particulierement attribuée a un role relevant de
la régulation du métabolisme énergétique. Toutefois, plusieurs preuves tendent a démontrer son
implication dans d’autres processus centraux, dont notamment le comportement émotionnel.
L’observation d’une forte incidence de DM chez des individus atteints de DT2, dont la
résistance a I’insuline est une caractéristique majeure, suggere que certaines fonctions centrales
de I’insuline en lien avec le comportement émotionnel, puissent étre altérées en conditions
physiopathologiques. Cependant, les mécanismes d’action par lesquelles I’insuline pourrait
moduler le comportement émotionnel sont a ce jour inconnus. Le systéme sérotoninergique a
été intensément étudié au regard de ses fonctions régulatrices de I’humeur, de son implication
dans la DM et de la réponse antidépresseur. Par conséquent, il est un candidat probant par lequel
I’insuline pourrait moduler le comportement émotionnel. Si tel est le cas, la diminution de
I’efficacité de I’insuline sur ce systéme en condition d’insulino-résistance pourrait étre
responsable d’effets délétéres sur le comportement émotionnel. C’est pourquoi nous émettons

I’hypothese que:

L’insulino-résistance spécifique du systeme sérotoninergique central est

responsable du developpement des

troubles de I’humeur associés au diabete de type 2
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Les travaux de recherche de cette thése sont articulés autour de quatre axes principaux

permettant de répondre a notre problématique:

1) Quel est ’effet de I’insuline au niveau central sur le comportement émotionnel et

sur le systeme 5-HT ?

En utilisant  plusieurs approches fonctionnelles complémentaires comme
I’électrophysiologie et la microdialyse, nous avons pu déterminer dans quelles mesures

I’insuline pouvait moduler le systéme sérotoninergique.

Pour évaluer I’'impact de I’insuline sur le comportement émotionnel nous avons utilisé des
paradigmes expérimentaux validés permettant de mesurer le comportement pseudo-anxieux et
pseudo-dépressif de I’animal en réponse a I’injection intranasale d’insuline. L’intégration de
ces deux résultats a ét¢ évaluée au cours de tests comportementaux visant a apprécier 1’effet
permissif du systéme 5-HT dans la réponse comportementale a 1’injection intranasale

d’insuline.

2) L’état de sensibilité a I’insuline modifie-t-il P’activité du systéme 5-HT et les

comportements anxio/dépressifs qui y sont associées ?

Afin de tester notre hypothése nécessitant un contexte physiopathologique, nous avons
utilisé un modeéle animal de troubles émotionnels comorbide a une insulino-résistance induite
par un régime de type obésogéne (HFD). Nous avons, dans un premier, évalué si les troubles
émotionnels comorbides au DT2 étaient associés a une résistance a 1’insuline des neurones 5-
HT du Raphé dorsal. Dans un second temps, nous avons déterminé dans quelles mesures
I’amélioration de la sensibilit¢ a D’insuline des neurones 5-HT par un traitement

pharmacologique était associée a une amélioration des troubles émotionnels comorbide au DT2.

116



3) Quelles sont les conséquences comportementales et fonctionnelles d’une

résistance a I’insuline sélective des neurones 5-HT ?

De maniére a déterminer le role de la signalisation de 1’insuline sur la neurotransmission
sérotoninergique dans la régulation du comportement émotionnel, nous avons créé un modeéle
murin triple transgénique présentant une invalidation spécifique du récepteur a I’insuline dans
les neurones sérotoninergiques. Les souris SeIRKO (Serotonin Insulin Receptor Knock-Out)
ont été soumises a une batterie de test comportementaux et nous avons également évalué 1’état
de fonctionnement du systéeme sérotoninergique par différentes approches. Cet axe a permis
d’évaluer dans quelle mesure un défaut de signalisation de I’insuline dans cette population

neuronale altére le comportement émotionnel des souris.

4) L’action centrale de I’insuline peut-elle potentialiser la réponse a un traitement

antidépresseur de type ISRS ?

Pour ce faire, nous avons évalué si I’injection intranasale d’insuline pouvait potentialiser
I’effet de la fluoxétine dans des tests établis de criblage de molécules aux effets de type
antidépresseur. Ces tests ont été menés sur des animaux naifs mais également en utilisant un
modele de stress de contention chronique modélisant un état transitoire de type pseudo-

dépressif.
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Cette section décrit uniquement les techniques que j’ai moi-méme utilisé au cours de ce

projet de thése.

1. Autorisation a expérimenter

L’ensemble des expérimentations animales réalisé au cours de ce projet a été conduit dans
le strict respect de la Iégislation en vigueur concernant le bien-étre animal (directive 86/609 de
I’UE). Ces expériences ont été réalisées avec 1’accord du comité d’éthique de Bordeaux (CEEA-
050), ayant évalué¢ et validé 1’ensemble des procédures sous I’aval du ministere de
I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I’Innovation (APAFIS #2019101414486982 ;
#2017122216179189 ; #2017021414531843 ; #2018092214479240).

2. Animaux

L’ensembles des expériences ont été réalisées sur des souris males adultes agées de 10 a

18 semaines.

2.1 Hébergement

Les différentes lignées de souris utilisées au cours de ce projet de these ont été hébergées
en cage collective ou cage individuelle lors de conditions particuliéres le nécessitant et en
accord avec notre autorisation a expérimenter. Les conditions d’hébergement des animaux
étaient maintenues a une température de 23 + 2°C, une humidité relative de 50 a 70% et un
rythme circadien de 12h (début du cycle lumineux a 8h a une intensité de 200 lux) avec acces

a I’eau de boisson et a la nourriture ad libitum.
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2.2 Régimes alimentaires

Nous avons utilisé différents régimes alimentaires au cours de nos expériences. En effet,
les animaux ont pu étre nourris a un régime de type standard (STD) ou bien de type obésogene
(High-Fat-Diet ; HFD). Le régime STD (A04 ; Safe Diets, Augy, France) fournit 8,4% des
apports énergétiques par les lipides tandis que le régime HFD (#235HF ; Safe Diets, Augy,

France) fournit 45% des apports énergétiques par les lipides (voir tableau 9).

Diet composition STD HFD
Proteins (kcal%) 26 25
Carbohydrates (kcal%) 60 35
Lipids (kcal%) 3 45
Tryptophan (g/kg) 1,9 2,1
Energy content (kcal/kg dry diet) 2790 4720

Tableau 9: Composition nutritionnelle des régimes standard (STD) et obésogéne
(HFD).

2.3 Souris sauvages

Les souris sauvages que nous avons utilisées sont des souris de la souche C57BL/6JR]
obtenues aupres des laboratoires Janvier (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France). Ces
souris ont notamment été utilisées au cours des tests évaluant les effets de I’injection intranasale
d’insuline, des études de microdialyse en réponse a I’insuline mais aussi dans 1’étude évaluant
I’impact du régime HFD et du traitement chronique a la metformine sur le comportement

émotionnel et le systéeme 5-HT.
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2.4 Lignées transgéniques

2.4.1 Lignée Petl-cre-mCherry

Au cours des expériences d’électrophysiologie ex-vivo, nous avons utilisé les souris Pet1-
cre-mCherry dont le fond génétique est la souche C57BL/6JR]j afin de pouvoir visualiser les
neurones sérotoninergiques par fluorescence. En effet, ces souris expriment la protéine
fluorescente mCherry sous contrdle du facteur de transcription Pet-1, spécifique des neurones
5-HT. Ces souris ont été obtenues par croisement des lignées des souris Pet1-cre (don généreux
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J du laboratoire Jackson (The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, USA). Tous les animaux Petl-cre-mcherry utilisés dans ces

expériences sont issus de 1’élevage de 1’animalerie de notre laboratoire.

2.4.2 Lignée Insulin Receptor lox/lox (IR'*¥°%)

Les souris IR'®/°x (B6.129S4(FVB)-Insrtm1Khn/J) ont été acquises auprés du laboratoire
Jackson (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA). Ces souris présentent des sites loxP,
reconnus spécifiquement par 1’enzyme cre-recombinase, flanqués de part et d’autre de 1’exon 4
du récepteur a I’insuline. Les animaux utilisés dans ces expériences sont issus de 1’élevage de

cette lignée dans I’animalerie de notre laboratoire.

2.4.3 Lignée SelRKO (Serotoninergic Insulin Receptor Knock-Out; Petl-cre ::

|R'¥1ox .- mCherry)

Les souris SeIRKO présentent une délétion génétique développementale du récepteur a
I’insuline sélective des neurones sérotoninergiques. Cette lignée a été obtenue par croisement
des lignées Petl-cre-mCherry et IR/ puis produite au sein de 1’élevage de ’animalerie de

notre laboratoire (figure 20). Les souris KO pour I’IR (SeIRKO) présentent le génotype suivant:
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Cre + :: Flox : +/+. Les controles « WT » que nous avons utilisés au cours des expériences sont
leurs congénéres exprimant la cre-recombinase et ayant le génotype suivant: Cre : + :: Flox : -
/-. Lors des expériences d’électrophysiologie ex-vivo sur tranche de Raphé dorsal, nous avons
utiliseé des souris KO ou WT triple transgéniques, homozygotes ou hétérozygotes pour la

protéine fluorescente mCherry.

e -« & — &

Pet1-cre-mCherry IRlox/lox SelRKO (5-HTIR-/-)
Pet1-cre-mCherry::IRlox/lox

% Pet1 \ Cre | mCherry F

— LoxP LoxP —
%Pet1| Cre | mCherryF % Tor L oxP F 4{ LoxP }— LoxP }7
— LoxP —— LoxP —

Figure 20: Schéma du croisement de la lignée SelRKO.

3. Traitements pharmacologigques

Toutes les injections in vivo sur les souris ont été effectuées a un volume d’injection de

masse corporelle de 10ul/g.

3.1 Traitement aigue a la fluoxétine

La fluoxétine (0927, Tocris-Biotechne, Noyal Chatillon sur Seiche, France) a été diluée
dans une solution de NaCl 0,9% a une concentration de 1,8 mg/ml avant d’étre administrée par
voie intrapéritonéale. L’injection d’une dose de 18 mg/kg a eu lieu 45 minutes avant le TST,
excepté lors de la combinaison entre I’injection intranasale d’insuline et intrapéritonéale de

fluoxétine qui s’est effectuée au méme moment, soit 60 minutes avant le TST.
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3.2 Traitement subchronique

3.2.1 Traitement PCPA

Au cours d’une expérience évaluant I’implication du systéme sérotoninergique dans le
comportement émotionnel, nous avons utilisé un inhibiteur de I’enzyme TPH2 qui est la DL-P-
chlorophenylalanine-methyl-ester-hydrochlorate (PCPA, C3635, Sigma, Saint Quentin
Fallavier, France). La PCPA a été diluée dans une solution de NaCl 0,9% a une concentration
de 12,5 mg/ml. Les animaux ont été traités a une dose de 125 mg/kg, administrée deux fois par

jour (09h et 18h) pendant trois jours avant le test.

Le traitement des animaux au cours du stress de contention chronique sera détaillé au

cours de la procédure en question.

3.3 Injection intranasale d’insuline

Nous avons utilisé I’injection intranasale afin d’évaluer spécifiquement 1’action cérébrale
de I’insuline au cours de tests comportementaux. Avant le jour du test, les animaux ont été
habitués a I’injection intranasale d’une solution saline (0,9%) pendant 4 jours selon une
procedure adaptée de Hanson et ses collaborateurs (Hanson et al., 2013). L’insuline humaine
(12643, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) a été diluée dans une solution de NaCl 0,9%
afin d’obtenir une concentration de 7 mg/ml. Lors des expériences, les souris sont mises a jeun
18h avant I’injection intranasale d’un volume de 5Sul par narine, correspondant a une dose de

21U. Les expériences ont eu lieu 60 minutes aprés 1’administration intranasale.
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4. Tests métaboliques

4.1 Test de « fasting refeeding »

La prise alimentaire a été évaluée aprés une mise a jeun de 24h des animaux, placés en
cage individuelle dans une piéce calme et faiblement éclairée (80 lux). Au temps to, les animaux
ont a nouveau eu acces a la nourriture standard A04 ad libitum. La prise alimentaire a été

mesurée toutes les heures sur une durée totale de 3 heures.

4.2 Mesure de la glycémie a jeun

Apres une mise a jeun de 5 heures des animaux en cage individuelle dans une piéce calme
et faiblement éclaire (80 lux), nous avons évalué la glycémie des animaux. Pour ce faire nous
avons utilisé des glycomeétres a utilisation clinique (Accu-check, Roche, Béle, Suisse) qui hous
ont permis d’évaluer la glycémie des animaux aux temps to, tis, t3o, tas et teo minutes. Le

prélévement sanguin a été réalisé par une incision a la queue.

4.3 Test de tolérance au glucose

La tolérance au glucose des animaux a été évaluée en réponse a un bolus de glucose (2
g/kg), administré par voie intrapéritonéale. Le glucose a été dilué dans une solution de NaCl
0,9% a une concentration de 200 g/l. Les animaux ont été mis a jeun en cage individuelle dans
une piece calme et faiblement éclairée (80 lux) pendant 5 heures. La glycémie a ensuite été
mesurée a 1’aide d’un glycomeétre (Accu-check, Roche, Bale, Suisse) suite a I’incision de la
queue des animaux au temps t0 (juste avant I’injection du glucose), tis, tso, tss, teo, too et tizo

minutes.

126



5. Tests comportementaux

Les animaux ont été soumis a une batterie de tests comportementaux, réalisés du moins
stressant au plus stressant. Nous avons respecté un intervalle minium de trois jours entre chaque
test comportemental, excepté pour I’expérience de stress de contention chronique en raison de
contraintes expérimentales dues a cette procédure. Les animaux ont été habitués a

I’expérimentateur pendant trois jours de « handling » précédent les tests comportementaux.

5.1 Tests mesurant le comportement pseudo-anxieux

5.1.1 Test du champ ouvert (Open Field ; OF)

Le test de I’OF (figure 21) est un test basé sur le comportement éthologique des rongeurs
a éviter les espaces ouverts non protéges pouvant représenter une menace (Walsh and Cummins,
1976). Ce test est notamment sensible a I’effet anxiolytique de multiples molécules (Prut and
Belzung, 2003). Le dispositif consiste en une aréne de 40 x 40 x 25 cm que les animaux
explorent librement pendant 10 minutes qui est, dans nos conditions expérimentales, faiblement
éclairée (30 lux). L’activité des animaux est enregistrée par vidéotracking a I’aide du logiciel
Smart (PanLab, Barcelone, Espagne). De cette maniére, nous pouvons entre autre, mesurer le
temps que passe les animaux dans le centre de ’aréne, un carré de 400 cmz, parametre reflétant
I’anxiété de I’animal. L’activité locomotrice des animaux est également évaluée au cours de ce

test.

Figure 21: Le champ ouvert.
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5.1.2 Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze;

EPM)

L’EPM (figure 22) est un test basé sur un conflit-environnemental entre le comportement
exploratoire de la souris et la peur du vide et des espaces ouverts (Walf and Frye, 2007). Le
dispositif est composé d’un bras fermé et d’un bras ouvert, situé¢ a 120 cm du sol. Un
comportement de type anxieux se reflete dans le temps important que passe I’animal dans les
bras fermés du dispositif en comparaison aux bras ouverts, qui sont anxiogénes. L’exploration
de I’EPM est également analysée par vidéotracking au cours d’une période de 5 minutes durant
laquelle nous mesurons le temps passé de 1’animal dans les bras ouverts et les bras fermés. Le

test est réalisé sous un éclairage de 30 lux également.

Figure 22: Le labyrinthe en croix surélevée.

5.1.3 Test de la boite clair/obscur

La boite clair/obscur (Light/Dark box test; L/D; figure 23) est un test basé sur un conflit
environnemental classiquement utilisé pour évaluer le comportement anxieux des animaux
(Belzung et al., 1987). Le dispositif comprend deux compartiments, I’un clos étant le
compartiment obscur, I’autre ouvert étant le compartiment clair ou lumineux qui représente 2/3
de la surface totale du dispositif. La souris est placée dans ce dispositif éclairé a 120 lux qu’elle

peut explorer librement pendant 8 minutes. Un comportement de type anxieux peut s’observer
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chez des animaux passant un temps important dans le compartiment obscur ou ils se sentent en
sécurité. Le temps passé dans les deux compartiments est mesuré par vidéotracking et est utilisé

comme parametre de comparaison entre les groupes expérimentaux.

Figure 23: La boite clair/obscur.

5.1.4 Alimentation supprimée par néophobie (Novelty Suppressed

Feeding test; NSF)

Le NSF (figure 24) est également un test basé sur un conflit-environnemental permettant
de mesurer ’anxiété de I’animal au travers du temps que I’animal met & se nourrir dans un
nouvel environnement (Santarelli et al., 2001). Ainsi, ce conflit environnemental oppose la
motivation de I’animal a se nourrir aprés un jeline prolongé et la néophobie environnementale
du dispositif de I’OF, fortement éclairé. Aprés une mise a jeun de 24h, les animaux sont placés
dans I’aréne de I’OF, recouverte de sciure, dans laquelle se trouve au centre deux croquettes
placées sur un cercle de papier blanc. La latence a se nourrir est chronométrée avec un temps
limite de 10 minutes au bout duquel le test se termine automatiquement. A la fin du test, I’animal
est replacé dans sa cage avec acces ad libitum a la nourriture. Pour des raisons techniques liées
aux conditions d’expérimentation, la prise alimentaire des animaux n’a pas été mesurée
directement a la suite de ce test pendant 5 minutes mais au cours d’un test spécifiquement dédié¢
a la mesure de ce parametre. Le temps de latence est utilisé comme paramétre reflétant le

comportement anxieux entre les différents groupes expérimentaux.
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Figure 24: Alimentation supprimé par néophobie.

5.2 Test mesurant le comportement de résignation

5.2.1 Test de suspension par la queue (Tail Suspension Test; TST)

Le TST (figure 25) est un test mesurant le comportement de résignation, qui est un des
symptomes de la dépression majeure, évalué au travers de 1’approche par RDoC (Can et al.,
2012). Le dispositif (BioSeb, Vitrolles, France) est composé de 3 compartiments séparés par
une cloison et présentant un crochet par lequel la queue de I’animal est accrochée au moyen
d’un scotch. Le temps d’immobilité totale de 1’animal est automatiquement mesuré par le
dispositif sur une période de 6 minutes. Plus un animal sera résigné et plus son temps

d’immobilité au cours du test sera important.

Figure 25: Test de suspension par la queue.
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6. Modeéle de stress de contention chronique

6.1 Procédure

Nous avons utilis¢ au cours de I’axe 4, le modele de stress de contention chronique adapté
du protocole de Son et ses collaborateurs (Son et al., 2019) afin de modéliser un phénotype
anxio/depressif chez la souris. La procédure expérimentale consiste en une contention
quotidienne dans des tubes falcon de 50 ml, ventilés, pendant 2 heures (de 09h a 11h), et cela,
sur une durée de 14 jours (figure 26). Au cours de la contention, le stress est accentué par

I’exposition des souris & une lumiere puissante (300 lux).

6.2 Traitements et groupe expérimentaux

Les animaux ont été répartis en quatre groupes expérimentaux selon leur traitement

pharmacologique (figure 26):
- vehicule (NaCl 0,9%) i.p/ véhicule intranasale: Veh
- véhicule i.p / insuline intranasale 21U: INI
- fluoxétine 18 mg/kg i.p / véhicule intranasale 21U: FLX
- combinaison fluoxétine i.p / insuline intranasale 21U: INI + FLX

Avant le début de la procédure de stress, les animaux ont été acclimatés et habitués a
I’expérimentateur pendant 7 jours. Au cours des 7 premiers jours de la procédure, les animaux
ont été habitués a I’injection intranasale d’une solution véhicule saline 0,9% pendant 7 jours
consécutifs, les apres-midi. Le début des traitements pharmacologiques a débuté 8 jours apres
le début de la procédure de stress de contention chronique. Enfin, les traitements ont duré 8

jours avant le premier test comportemental.
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Figure 26: Procédure expérimentale du stress de contention chronique.

7. Electrophysiologie

7.1 Electrophysiologie in vivo

L’activité de fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD a également été mesurée au
travers d’enregistrements extracellulaires in vivo. Les souris ont été, dans un premier temps,
anesthésiées a ’aide d’hydrate de chloral (400 mg/kg i.p) avant d’étre placées dans un cadre
stéréotaxique. Une micropipette en verre (Stoelting, UK) contenant une solution de NaCl (2M)
et dont ’impédance moyenne était de 4-7 MW a été placée dans le RD (AP: 0 mm; L: 0 mm;
V:-2,5 a -4mm). L’identification des neurones 5-HT a été réalisée selon les critéres établis de
la littérature scientifique, a savoir: une fréquence de décharge lente (0,5-2,5 Hz) et réguliére
(0,8-1,2 ms) ainsi qu’une forme bi- ou triphasique des potentiels d’action (Aghajanian &

Vandermaelen 1982).

Au cours de I’expérience, apres une baseline de 60 minutes, des doses cumulatives de 0,75
Ul/kg d’insuline ont été injectées par voie i.p aux temps t0, t50 et t100 minutes. A partir du
temps t0, les variations de 1’activité de décharge des neurones 5-HT du RD ont été enregistrees
pendant 150 min. Afin d’évaluer le role du récepteur 5-HT1A dans la réponse a I’insuline des

neurones 5-HT, un groupe d’animaux a été prétraité avec le WAY 100635, un antagoniste du
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récepteur SHT1A, par voie i.p 60 min avant la premiere injection i.p d’insuline (t0). Les
enregistrements ¢lectrophysiologiques in vivo ont été réalisés a 1’aide du logiciel Spike 2 (Spike

2 v6.09, Cambridge electronic design, UK).

7.2 Electrophysiologie ex vivo/patch clamp

7.2.1 Procédure

Les souris Petl-cre-mCherry ont été anesthésiées a 1’aide d’un mélange
d’exagon/lidocaine (300/30 mg/kg ; i.p) afin de réaliser une perfusion intracardiaque sur cceur
battant d’une solution de NMDG a 4°C (tableau 10). Le cerveau a ensuite rapidement été
disséqué pour obtenir des tranches de Raphé dorsal de 250 pum a 1’aide d’un vibratome
(VT1000S, Leica Biosystems, Wetzlar, Allemagne) dans cette méme solution oxygénée au
carbogéne (5 % COz2; 95% O-). Les tranches de RD ont ensulite été transférées dans une solution
d’aCSF oxygénée (tableau 10) a 34 °C pendant 14 minutes. Suite a cette étape de régénération,
les tranches de RD ont été transférées dans un milieu de repos constitu¢ d’aCSF oxygéné a
température ambiante, au moins une heure avant d’étre placées sur la plateforme

d’enregistrement d’électrophysiologie ex-vivo.

7.2.2 Enregistrement des neurones 5-HT du RD

Suite a leur transfert sur la plateforme d’enregistrement, les neurones 5-HT sont perfusés
de maniére continue par une solution d’aCSF oxygénée a température ambiante dont le débit
est de 2 a 3 ml/min. Ils sont visualisés a 1’aide d’un microscope a épifluorescene (Nikon)
permettant d’observer la protéine mCherry exprimée par les neurones 5-HT. Les pipettes de
patch-clamp ont été formées a I’aide d’une étireuse (MODEL P1000 ; Sutter Instrument,
Novato, USA) a partir de capillaire en borosilicate (@ ext: 1,5 mm ; @ int: 1,17 mm ; World
Precision Instruments, Hertfordshire, UK) dont la résistance était de 4 a 6 MQ. Les pipettes

d’enregistrements ont été remplies d une solution de Kgluconate (tableau 11) utilisées en mode
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whole-cell pour enregistrer les parameétres intrinseques des neurones ou bien les courants
postsynaptiques excitateurs en présence d’antagoniste du récepteur GABAAa (gabazine / SR
95531 hrydrobromide, 5uM ; 1262, Tocris-Biotechne, Noyal Chatillon sur Seiche, France) .
Lors des enregistrements des courants postsynaptiques inhibiteurs, les pipettes ont été remplies
d’une solution de chlorure de césium (tableau 11) en présence d’antagonistes des récepteurs
NMDA (DAP-5, 10 uM ; 0106, Tocris-Biotechne, Noyal Chatillon sur Seiche, France) et
AMPA/kainate (CNQX, 10 uM ; 0190, Tocris-Biotechne, Noyal Chétillon sur Seiche, France).
Enfin, lors des enregistrements en mode cell-attached, les pipettes d’enregistrement ont été

remplies d’aCSF.

Les enregistrements ont été réalisés au travers d’un amplificateur Multiclamp 700B
(Molecular devices, San José, USA), dont le signal digital a été acquis par une Digidata 1440A
(Molecular devices, San José, USA) et filtré a une fréquence de 2 kHz a I’aide du logiciel
pClamp 10.5 (Molecular devices, San José, USA). La capacitance cellulaire ainsi que celle des
pipettes a été compensée, bien que ce ne soit pas le cas en ce qui concerne le potentiel de
jonction. En raison de 1’hétérogénéité ¢Electrophysiologique des neurones 5-HT,
I’enregistrement de leurs propriétés intrinséques a été réalisé en les maintenant a un potentiel
membranaire de repos de -60 mV en mode Iclamp. Les courbes intensité-voltage ont été
réalisées au travers de protocoles d’injection de courants hyperpolarisants de -80 a 110 pA par
créneaux incrémentiels de 10 pA en mode whole-cell. La relation courant-potentiel d’action a
¢été évaluée au travers d’un protocole d’injection de courants dépolarisants incrémentiels par
créneaux de 100, 200 et 300 pA. En ce qui concerne 1’analyse de la fréquence de décharge des
neurones 5-HT, les enregistrements ont été réalisés en whole-cell au cours de I’axe 2 et en mode
cell-attached au cours de 1’axe 1. Au cours des études utilisant des outils pharmacologiques,
I’analyse des parameétres électrophysiologiques a été réalisée au cours de la derniére minute

d’une application de la drogue d’une durée de 10 minutes.
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aCSF composition

pH: 7,3-7.4

Osmolarity: 300 - 310 mOsM

Molecule Concentration (mM)
NaCl 124
KCI 25
NaH2PO4 1,25

MgClo 2

CaCly 2,5
NaHCO3 25
D-Glucose 2,5

NMDG composition

pH: 7,3-7,4
Osmolarity: 300 - 310 mOsM

Molecule Concentration (mM)
HEPES 20
NaH2PO4 1,25
MgCl2 7

CacCl2 0,5
NaHCO3 28
D-Glucose 8
L(+)-Ascorbate 5
Na-Pyruvate 3
Thiourea 2

NMDG 93

HCI 93

Tableau 10: Composition des solutions externes utilisées en électrophysiologie ex-vivo.

CsCl composition

pH:7,3-7,4
Osmolarity: 280 - 290 mOsM

Molecule Concentration (mM)
NaCl 3.6
CsCl 140
HEPES 10
MgClo 1
Na-EGTA 0.1
Na-GTP 0,4
Na-ATP 2

K-gluconate composition

pH:7,3-7,4
Osmolarity: 280 - 290 mOsM

Molecule  Concentration (mM)
K-gluconate 138
Na-gluconate 4

HEPES 10
MgCl2 4
Na-EGTA 5
Na-GTP 0.4
Na-ATP 2

Tableau 11: Composition des solutions internes utilisées en électrophysiologie ex-vivo.
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8. Statistiques

L’ensemble des résultats statistiques de cette étude, réalisé¢ a 1’aide du logiciel GraphPad
Prism 8.0 (GraphPAd Software, San Diego, USA), est compilé dans I’annexe I. L’identification
de valeurs aberrantes « outliers » a été réalisée avec le test de Rout ou de Grubb en fonction de

I’hétérogénéité de la population d’individus étudiée.

8.1 Distribution Gaussienne

Dans un premier temps, la distribution Gaussienne des échantillons des différentes
populations d’individus a été déterminée a I’aide du test de Shapiro-Wilk, en utilisant un
intervalle de confiance de 95%. Ce méme intervalle de confiance a également été utilisé pour

I’ensemble des tests statistiques réalisés.

8.2 Test statistiques

Lors d’une comparaison entre deux populations dont la distribution des échantillons est
Normale, nous avons utilisé le test paramétrique de Student (t-test). Lorsque ce n’était pas le
cas, nous avons utilisé le test non paramétrique de Mann-Whitney. Dans le cas des études
électrophysiologiques mesurant la fréquence de décharge des neurones sérotoninergiques avant
et apres perfusion d’une drogue, nous avons utilis¢ le test approprié¢ de maniere apparié€. Pour
certaines expériences, nous avons utilisé un test de Student par comparaison d’une valeur fixe.
C’est notamment le cas des analyses de valeurs normalisées en pourcentage ou la valeur de

comparaison du test a été fixée a 100.

En ce qui concerne les expériences impliquant un seul facteur de variabilité et comparant
au moins trois populations d’individus, nous avons utilisé une analyse de variance a un facteur
(one-way ANOVA) en condition paramétrique et une analyse unidirectionnelle de la variance

sur rang (test de Kruskal-Wallis) en condition non paramétrique.
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Au cours d’expériences impliquant deux facteurs de variabilité et comprenant au moins
trois populations d’individus, nous avons utilisé une analyse de variance a deux facteurs (two-

way ANOVA), effectuée en mesures répétées si I’expérience le nécessitait.

8.3 Analyse Post-Hoc

Les comparaisons entre populations d’individus ont été réalisées a 1’aide de test post-hoc
lorsque le test ANOVA ou de Kruskal-Wallis était significativement statistique. Suite a une
ANOVA, nous avons utilisé le test de Tuckey pour des comparaisons multiples entre toutes les
populations d’individus. Le test de Sidack a quant a lui été utilisé lors de comparaisons au sein
de populations ne partageant qu’un seul facteur de variabilité lors d’analyse de variance a deux
facteurs de variabilité. Lors de 1’analyse unidirectionnelle de la variance sur rang (test de
Kruskal-Wallis), les comparaisons multiples entre chaque population d’individus ont été

réalisées a 1’aide du test de Dunn.
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PARTIE I:

EFFET DE I’INSULINE AU NIVEAU CENTRAL

SUR LE COMPORTEMENT EMOTIONNEL

ET SUR LESYSTEME 5-HT
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Dans ce premier axe du projet, j 'ai réalisé les expériences d’électrophysiologie par patch-
clamp ainsi que toutes les expériences métaboliques et comportementales relatives a ['injection
intranasale d’insuline. L’ étude de microdialyse (Figure 28.A-C) a été effectuée par Bruno
Guiard et Sébastien Bullich de ['université de Toulouse tandis que les dosages tissulaires de
sérotonine (Figure 31.A-E) ont été réalises par Philippe De Deurwaerdere de [’INCIA
(Bordeaux). Les expériences d’hybridation in situ du récepteur a [’insuline (Figure 27.A) ont
été réalisées par Daniela Cota, Vincent Simon et Samantha James du Neurocentre Magendie

(Bordeaux).

1. Modulation de Pactivité des neurones 5-HT du Raphé dorsal

par I’insuline

En premier lieu, nous avons évalué la présence du récepteur a I’insuline dans les neurones
5-HT du RD. En utilisant la technique d’hybridation in situ, nous avons pu ainsi observer la
présence de ’ARNm du récepteur a I’insuline dans les neurones sérotoninergiques du RD,
colocalisé par un marquage spécifique contre TPH2 (figure 27.A). Comme la littérature le
suggeére, nous avons également observé la présence de I’IR de fagcon non colocalisé avec TPH2,
ce qui implique que d’autres populations neuronales ou gliales expriment également ce
récepteur au sein du RD. Afin d’étudier la fonctionnalité de ce récepteur au sein de cette
population neuronale, nous avons enregistré 1’activité des neurones 5-HT en réponse a
I’insuline par électrophysiologie ex-vivo sur tranche de RD chez la souris Petl-cre-mCherry
(figure 27.B). En réponse a une concentration de 300 nM d’insuline, la fréquence de décharge
des neurones 5-HT du RD augmente significativement (figure 27.F), ce qui correspond a une
augmentation significative de 163,7 + 21 % par rapport a leur fréquence de décharge basale
(figure 27.C).

Afin de réaliser un contrdle négatif de ce premier résultat, nous avons évalué la réponse a
I’insuline des neurones 5-HT en présence d’un antagoniste de I’'IR, S961. La pré-incubation des
tranches de RD avec S961, a une concentration de 100 nM, empéche 1’augmentation de la
fréquence de décharge des neurones 5-HT (figure 27.H). On n’observe ainsi aucune différence
de I’activité des neurones 5-HT en réponse a I’insuline par rapport a leur fréquence basale en

presence de S961 (figure 27.C). Ces données mettent en évidence 1’action nécessaire de
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I’insuline au travers de son récepteur pour moduler positivement la fréquence de décharge des

neurones 5-HT.

Etant donnée 1’affinité de 1’insuline pour le récepteur IGF-1, nous avons par ailleurs vérifié
que I’effet observé en réponse a I’insuline n’était pas médi¢€ par ce récepteur. En présence de
0,5 UM de PPP, un inhibiteur du récepteur a IGF-1, nous observons également une
augmentation significative de la fréquence de décharge des neurones 5-HT en réponse a
I’insuline (figure 27.G). Ce résultat correspond a une augmentation significative de 117,6 £
6% par rapport a leur valeur basale (figure 27.C). De maniere intéressante, on observe que
I’augmentation de fréquence de décharge en réponse a I’insuline est significativement plus

faible lors de la pré-incubation avec la PPP comparé & la condition contrdle aCSF (figure 27.C).

Nous avons évalué dans un second temps, les modifications éventuelles des courants
postsynaptiques excitateurs (EPSC) ou inhibiteurs (IPSC) spontanés percus par les neurones 5-
HT en réponse a I’insuline. Aucune modification de la fréquence des EPSC (figure 27.D) ou

des IPSC (figure 27.E) n’a été observé en réponse a I’insuline.

Collectivement, ces résultats suggérent que 1’augmentation de la fréquence de décharge
des neurones 5-HT du RD en réponse a I’insuline est directement médiée par le récepteur a
I’insuline, indépendamment de la modulation de partenaires présynaptiques GABAergiques ou

glutamatergiques.
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Figure 27: L’insuline module positivement activité des neurones sérotoninergiques du

Raphé dorsal.
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A. Images par microscospie confocale de I'hybridation in situ de I'’ARNm du récepteur a
I'insuline (IR; vert), colocalisé avec le marquage TPH2 (rouge), enzyme spécifique des neurones
5-HT, dans le RD. Panel haut: sonde ARNm antisens; panenka: contrdle avec sonde ARNm sens.
Echelle: 10 uM. B. Electrophysiologie ex-vivo sur tranche de RD par patch-clamp. L'utilisation
des souris Pet-1-cre-mCherry permet de visualiser les neurones 5-HT du RD par fluorescence.
Echelle: 10 uM. C. Fréquence de décharge des neurones 5-HT en réponse a l'insuline en
présence de différents antagonistes. PPP, 0,5 uM: antagoniste IGF1-R; S961, 100 nM:
antagoniste IR. D. Mesure des courants postsynaptiques excitateurs spontanés en réponse a
I'insuline (300 nM) avec trace représentative. E. Mesure des courants postsynaptiques
inhibiteurs spontanés en réponse a l'insuline avec trace représentative. F. Fréquence de
décharge des neurones 5-HT en réponse a l'insuline avec trace représentative. Panel de droite:
représentation de la fréquence de décharge au cours du temps par intervalle de 1 min. G.
Fréquence de décharge des neurones 5-HT en réponse a l'insuline en présence de I'antagoniste
a IGF-1R, PPP (0,5 pM), avec trace représentative. Panel de droite: représentation de la
fréquence de décharge au cours du temps par intervalle de 1 min. H. Fréquence de décharge
des neurones 5-HT en réponse a l'insuline en présence de I'antagoniste a I'IR, S961 (100 nM),
avec trace représentative. Panel de droite: représentation de la fréquence de décharge au cours
du temps par intervalle de 1 min. Statistiques: One-Way ANOVA; post-hoc: test de Tuckey:
$p<0,05; $$p<0,01. One sample t-test vs 100: #<0,05. T-test apparié: *p<0,05.

Par la suite, nous avons souhaité déterminer si de tels effets pouvaient également étre
observés dans des conditions in vivo. Nous avons pour cela mesuré les concentrations
extracellulaires de sérotonine ([5-HT]ext) dans I’hippocampe ventral en réponse a 1’injection
intrapéritonéale d’insuline au cours d’une expérience de microdialyse dont la glycémie est
maintenue a concentration fixe (figure 28.A). Ainsi, nous avons observé une diminution
significative des taux de [5-HT]ext dans 1’hippocampe ventral comparés aux taux basals en
réponse a des injections cumulées d’insuline (0,75 IU/kg < 0,75 IU/kg < 1,5 TU/kg) (figure
28.B). A I’inverse, la levée d’inhibition au travers du récepteur 5-HT1a par son antagoniste, le
WAY100635 (1 mg/kg), inhibe la diminution des taux de [5-HT]ext dans I’hippocampe ventral
en réponse a I’injection cumulative d’insuline par voie i.p, en ayant méme tendance a augmenter
les taux de [5-HT]ext (figure 28.B). La comparaison des aires sous la courbe des taux de [5-

HT]ext dans I’hippocampe ventral en réponse a I’insuline permet de mettre en évidence une
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augmentation significative de celle-ci lors d’un pré-traitement avec le WAY 100635 (figure
28.C). Cette expérience démontre que, in vivo, I’insuline diminue la libération de sérotonine

dans I’hippocampe ventrale au travers d’un rétrocontrole négatif médié par le récepteur 5-HT1a.
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Figure 28: L’administration d’insuline périphérique diminue la libération de
sérotonine dans I’hippocampe ventral in vivo au travers d’un mécanisme d’autoinhibition

médié par le récepteur 5-HT1a.

A. Mesure de la concentration extracellulaire de 5-HT dans |'hippocampe ventral par
microdialyse. B. Modification de la concentration extracellulaire de 5-HT par rapport a sa valeur
basale en réponse a des doses d'insuline cumulatives injectées par voie i.p au cours du temps.
Expérience en condition contréle ou en présence de l'antagoniste du récepteur 5-HTia, le
WAY100635 (1 mg/kg). C. Mesure de l'aire sous la courbe des concentrations de 5-HT
extracellulaire entre to et tiso minutes, en présence ou non de WAY100635. Statistiques: T-test:

**p<0,01. One sample t-test vs 100: ###p<0,001.

Par ailleurs, nous avons également évalué le tonus inhibiteur du récepteur 5HT1a sur
I’activité des neurones 5-HT du RD par patch-clamp. Dans des conditions physiologiques
d’enregistrement nous n’avons pas observé d’augmentation de la fréquence de décharge des
neurones 5-HT en réponse au WAY100635 (200 nM) (figure 29). Nous pouvons donc en
conclure qu’il n’y a pas de retrocontrble inhibiteur tonique du 5-HT:aR au cours de nos
enregistrements électrophysiologiques ex-vivo, puisque nous n’avons pas observé de levée

d’inhibition au travers de 1’augmentation de la fréquence de décharge des neurones 5-HT.
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Figure 29: Mesure du tonus sérotoninergique autoinhibiteur du récepteur 5-HT1a en

patch-clamp.

Mesure de la fréquence de décharge des neurones 5-HT par électrophysiologie sur tranche de

RD en réponse a l'application de WAY100635 (200 nM).

2. Conséquences de ’injection intranasale d’insuline sur le

comportement émotionnel

2.1 Controle des effets de l’injection intranasale d’insuline sur le

métabolisme

Au cours de ce projet de these nous avons utilisé I’injection d’insuline par voie intranasale
qui, comme nous I’avons vu, est une technique non invasive avec un fort potentiel translationnel
permettant de cibler uniquement le cerveau. En raison de I’abondante littérature mettant en
évidence I’effet anorexigéne de I’insuline au niveau central, nous avons déterminé ’effet de
I’injection intranasale d’une dose de 4IU d’insuline sur la prise alimentaire. Apres une
déprivation en nourriture de 24 heures, nous n’observons aucune différence dans la prise

alimentaire des souris traitées par une injection intranasale aigue d’insuline ou de véhicule

(figure 30.A).
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Nous avons par la suite vérifié que I’insuline ne modifiait pas I’homéostasie glucidique en
raison de « fuites » vers la périphérie lors de I’injection intranasale. La mesure de la glycémie
au cours du temps met en évidence que 1’injection intranasale de 2IU d’insuline ne modifie pas
les taux de glucose sanguin comparé a I’injection intranasale d’un véhicule (figure 30.B). Plus
précisément, 60 min apres I’injection intranasale, la modification de la glycémie en fonction de
sa valeur basale n’est pas significativement différente entre le groupe traité a I’insuline et le
groupe traité au véhicule (non présente). Cette donnée est importante car les tests
comportementaux et biochimiques ont été effectués 60 min apres 1’injection intranasale. Par
conséquent l’interprétation des résultats de ces expériences ne peut étre biaisée par une

éventuelle hypoglycémie périphérique.

Ces deux expériences nous permettent de conclure d’une part, que la voie d’administration
intranasale n’induit pas d’effet anorexigeéne de I’insuline au niveau central au cours d’un test de
« fasting-refeeding ». D’autre part, nous avons pu confirmer les résultats cliniques et
précliniques d’autres études démontrant que I’injection intranasale d’insuline ne modifie pas la
glycémie périphérique. Ainsi, la distribution de ’insuline par voie intranasale est restreinte au

compartiment central.
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Figure 30: L’injection intranasale d’insuline ne modifie pas la glycémie péeriphérique

ni la prise alimentaire apres un jelne de 24h.
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A. Mesure de la prise alimentaire cumulée au cours du temps en réponse a linjection
intranasale d'une dose de 41U d’insuline apres un jeline de 24h. B. Mesure de la modulation de
la glycémie par rapport a sa valeur basale au cours du temps, en réponse a une injection

intranasale d'une dose de 2IU d'insuline (orange) ou de NaCl 0,9% (blanc).

2.2 Modulation des taux de sérotonine en réponse a I’injection

intranasale d’insuline

En réponse a I’injection intranasale d’insuline, nous avons pu observer une diminution
significative des taux de sérotonine tissulaire dans ’amygdale (figure 31.A) et dans le noyaux
accumbens (figure 31.B) en réponse a I’injection intranasale d’insuline comparé a 1’injection
intranasale de véhicule. Nous avons également pu observer une tendance a la diminution des
taux de sérotonine en réponse a I’injection intranasale d’insuline dans I’hippocampe ventral
(figure 31.D) et le Raphé dorsal (figure 31.E). Toutefois, aucune différence significative n’a
été observee dans le cortex préfrontal (figure 31.C) qui est, au méme titre que les aires

cérebrales susmentionnées, une région cruciale dans la régulation des émotions.

Intranasal Insulin

21U
A Amy B NAc C PFC D vHIP E DRN
- 600~ 800+ 3004 800- 2000+
2 : u
£ 0 0
g 400| o0 0N o 200{ © o9 80071 o 13
= | % o 0 90 0 °
3 000 % 400) 550 o % 8 400- % © 1000 O%
= 0 0
Q 2004 Shde o o% 1004 ¢ o ofo !
et ° 200+ 0 2004 o O . %
T 0 0 2 o ©
© ol ol ol ol ol
Veh Ins Veh Ins Veh Ins Veh Ins Veh Ins

Figure 31: L’injection intranasale d’insuline diminue les taux de sérotonine dans des

structures impliquées dans la régulation du comportement émotionnel.
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Mesure par chromatographie en phase liquide a haute performance des concentrations
tissulaires de sérotonine en réponse a l'injection intranasale d'une dose de 2IU d'insuline dans
I'amygdale (A), le noyaux accumbens (B), le cortex préfrontal (C), I'hippocampe ventral (D) et

le raphé dorsal (E). Statistiques: T-test: *p<0,05.

L’ensemble de ces résultats indique que ’action de I’insuline au niveau cérébral permet
également de diminuer les taux de sérotonine dans différentes régions de projection des

neurones 5-HT dont notamment 1’amygdale et le noyau accumbens.

2.3 Effet de D’injection intranasale d’insuline sur le comportement

émotionnel

Afin d’évaluer un possible effet de I’insuline au niveau central sur 1’anxiété non
conditionnée, nous avons effectué différents tests d’anxiété basés sur un conflit
environnemental. Au cours du test de champ ouvert, nous avons pu observer que 60 minutes
apres I’injection intranasale d’une dose de 21U d’insuline, les souris passaient significativement
plus de temps dans le centre du dispositif en comparaison avec les souris traitées avec le
véhicule (figure 32.A, panel de gauche). Cet effet n’est pas di a une différence de locomotion
induite par le traitement intranasal d’insuline car aucune différence significative sur la distance
totale parcourue par les souris au cours du test n’a été observée entre les groupes (figure 32.A,

panel de droite).

Dans un second temps, nous avons évalué I’implication fonctionnelle du systéme 5-HT
dans cette effet anxiolytique de I’insuline. Pour ce faire, nous avons effectué¢ une déplétion en
sérotonine cérébrale des souris via I’administration de PCPA (125 mg/kg, 2x/jour, 3 jours de
traitement), un inhibiteur de I’enzyme TPH2. Nous avons observé une augmentation
significative du temps passé dans le bras ouvert du labyrinthe en croix surélevée en réponse a
I’injection intranasale d’insuline comparé a I’injection intranasale de véhicule chez les souris
contr6les injectées chroniquement au NaCl 0,9% (figure 32.B). Par la suite, nous avons observé
que I’effet anxiolytique de I’insuline dans le labyrinthe en croix surélevée était abrogé par le

traitement PCPA. En effet, nous n’observons dans ces conditions aucune différence
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significative du temps passé dans le bras ouvert entre les souris injectées avec 1’insuline ou le
véhicule par voie intranasale (figure 32.B). Nous avons également vérifié que le traitement par
la PCPA ne modifiait pas le comportement pseudo-anxieux basal des animaux. C’est n’est
effectivement pas le cas, car nous n’avons observé aucune différence significative du temps
passé dans les bras ouverts entre les souris traitées au véhicule ou par la PCPA en réponse a

I’injection intranasale de véhicule.

Par conséquent, ces résultats mettent en évidence d’une part que ’action centrale de
I’insuline induit un effet de type anxiolytique. D’autre part, nos expériences démontrent que cet
effet anxiolytique requiert la fonctionnalité du systéme sérotoninergique, sans lequel cet effet
ne peut étre obtenu.
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Figure 32: L’effet anxiolytique de ’injection intranasale d’insuline requiert

Uimplication du systéeme sérotoninergique.
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A. Mesure du temps passé dans le centre de I'OF (panel de gauche) et de I'activité locomotrice
(panel de droite). B. Temps passé dans les bras ouverts de I'EPM pour les souris contrdles ou
pour les souris déplétées en sérotonine via l'injection de PCPA (3 jours de traitements, 2
injections de 125 mg/kg/j). Statistiques: Two-way ANOVA, post-hoc: test de Sidack: #p<0,05.
T-test: **p<0,01.

3. Interprétation expérimentale

3.1 Mécanisme d’action de I’insuline sur les neurones 5-HT du RD

Au cours du premier axe nous avons mis en évidence la présence de I’ARNm du récepteur
a I’insuline dans les neurones 5-HT du RD par hybridation in situ. Cette technique a été choisie
en raison des limites expérimentales de 1’utilisation d’anticorps anti-IR en immunohistochimie,
qui n’est pas optimale. Bien que la technique de I’hybridation in situ ne prouve pas
définitivement la présence de I’IR sur les neurones 5-HT, les expériences de patch-clamp en
présence de I’antagoniste de I’'IR démontrent que ce récepteur est fonctionnel au sein de cette

population neuronale.

Au cours des expériences d’élctrophysiologie ex-vivo, nous avons observe que la fréquence
de décharge maximale des neurones 5-HT induite par I’application d’insuline est
significativement plus faible lors de la pré-incubation avec 1’antagoniste du récepteur a IGF-1,
PPP. Ce résultat suggére que la réponse a I’insuline observée en condition controle peut-étre
également medié par le récepteur IGF-1. En effet, des études de transcriptomique mettent en
évidence la présence de IGF-1R dans les neurones 5-HT (Okaty et al., 2015). Etant donné la
concentration d’insuline utilisée, 300 nM, il est en effet possible que I’insuline se fixe également
sur le récepteur IGF-1 en ayant préalablement occupé tous les sites de fixation disponibles de
I’IR. Ainsi, on observe in vitro que I’ECsg de I’insuline pour le récepteur a IGF-1 est de 30 nM
(Pandini et al., 2002). Toutefois, le fait que la réponse a I’insuline des neurones 5-HT soit
totalement inhibée en présence de I’antagoniste de I'IR, S961, ou encore chez les souris
SeIRKO, indique que I’action de I’insuline au travers de IGF-1R seul ne permet pas
d’augmenter la fréquence de décharge des neurones. Par conséquent, 1’insuline en se fixant sur

son propre récepteur pourrait avoir un effet permissif sur I’activation de la voie de signalisation
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de IGF-1R lors de la fixation de I’insuline sur celui-ci. Ainsi, nous pouvons émettre I’hypothése
d’une synergie entre les deux récepteurs sur la fréquence de décharge des neurones 5-HT en
réponse a I’insuline sous le role permissif de I’IR. Une autre hypothése découlant de la
précédente peut considérer la présence de récepteur hybride IR/IGF-1R sur les neurones 5-HT.
Une telle hypothése nécessiterait toutefois que les antagonistes de I’IR et de IGF-1R utilisés
soient tous les deux capables de bloquer la fixation de 1’insuline sur les récepteurs hybrides,

donnée qui n’est actuellement pas connue.

Au cours de ces expeériences de patch-clamp, nous n’avons pas observé de modulation des
courants postsynaptiques inhibiteurs ou excitateurs, suggérant que I’insuline augmente la
fréquence de décharge des neurones 5-HT directement par I’IR exprimé par ces neurones. Bien
que d’autres modulations indirectes hors des systemes GABAergique et glutamatergique
puissent entrer en jeu (neuropeptide, acides aminés, etc...), la non réponse a I’insuline des
neurones 5-HT chez les souris SeIRKO indique que ’effet de I’insuline sur ces neurones est
directement médié par I’'IR exprimé par ces neurones (Partie Ill, figure 40). Par conséquent
nous avons démontré que I’insuline modulait positivement 1’activité des neurones 5-HT dans
des conditions ex-vivo, par un effet direct n’impliquant pas de partenaires présynaptiques mais

dont le récepteur & IGF-1 pourrait en potentialiser la réponse (figure 33).

Insulin

Figure 33: Mécanisme présumé de I’effet permissif de I’IR dans la synergie des voies

de signalisation des récepteurs IR et IGF-1R en réponse a linsuline.
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L’étude de microdialyse in vivo a toutefois remis en question la véracité de cette
conclusion. En effet, nous avons observé que I’injection périphérique d’insuline diminuait les
taux de sérotonine extracellulaire dans I’hippocampe ventral. Les résultats de dosage tissulaire
de sérotonine, dont on observe une diminution significative dans I’amygdale et dans le noyau
accumbens en réponse a l’injection intranasale d’insuline abondent également en ce sens.
Collectivement, ces résultats permettent de prime abord d’observer que ’action de 1’insuline
cérebrale par voie intranasale induit un effet similaire a celui observé en réponse a son
administration périphérique. Par conséquent, nous pouvons trés probablement exclure la
responsabilité d’une éventuelle altération de 1’homéostasie glucidique périphérique dans la

diminution des taux de sérotonine observée par microdialyse.

Toutefois, en dehors d’une régulation de la libération de la sérotonine dans le compartiment
synaptique, une telle diminution est souvent associée a la diminution de 1’activité de décharge
des neurones 5-HT, ce qui est opposé a nos résultats ex-vivo. Etant donné le role du récepteur
5-HT1a dans la régulation de I’activité des neurones 5-HT nous avons donc évalué I’implication
de ce récepteur dans la réponse a I’injection périphérique d’insuline. A cette occasion, nous
avons observé que le prétraitement par le WAY 100635, un antagoniste des récepteurs 5-HT1a,
inhibe la diminution des taux de [5-HT]ext dans 1I’hippocampe ventral en réponse a 1’insuline.
De plus, des résultats préliminaires indiquent que lors de 1’enregistrement de 1’activité des
neurones 5-HT du RD in vivo, I’insuline inhibe également leur activité et que le WAY 100635
prévient une telle diminution (communication personnelle du Pr. Bruno Guiard). Ces résultats
suggerent donc que la diminution des taux de sérotonine extracellulaire dans 1’hippocampe
ventral résulte de 1’autoinhibition du systéme 5-HT au travers du récepteur 5-HT1a. Toutefois,
I’injection du WAY 100635 par voie intrapéritonéale ne nous permet pas, dans ces conditions,
de déterminer I’implication dans cet effet des autorécepteurs et/ou des hétérorécepteurs 5-HT1a.
Afin de répondre a cette question, plusieurs expériences peuvent étre envisagées: par exemple,
I’injection de WAY 100635 dans le RD pour confondre le rble des autorécepteurs lors de
I’injection périphérique d’insuline ou encore une approche génétique permettant I’invalidation

de I’autorécepteur 5-HT1a (Richardson-Jones et al., 2010).

Ces resultats in vivo semblent donc a priori en opposition avec nos résultats
d’électrophysiologie ex-vivo. Cependant, 1’évaluation du statut fonctionnel du rétrocontrole
inhibiteur médié par le récepteur 5-HTia sur le neurone sérotoninergique au cours

d’enregistrements par patch-clamp sur des tranches de RD est un déterminant important dans

155



I’interprétation de nos résultats. Ainsi, nous avons observé que 1’application de WAY 100635
sur les tranches de RD n’augmentait pas 1’activité des neurones 5-HT. Par conséquent, ce
résultat suggere que dans des conditions ex-vivo, il n’y a pas de tonus autoinhibiteur du 5-
HT1aR sur les neurones sérotoninergiques. De plus, nous n’observons pas d’inhibition de la
fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD en réponse a un ISRS dans nos conditions
d’enregistrement (données préliminaires personnelles non présentées). Or, I’augmentation des
taux endogénes de sérotonine conséquents a 1’inhibition du transporteur de la sérotonine devrait
induire une diminution de la fréquence de décharge des neurones 5-HT au travers d’une sur-
activation du 5-HT:a-R. De cette maniére, ces expériences confirment egalement ce que
d’autres chercheurs ont déja démontré. En effet, I’enregistrement ex-vivo des neurones
sérotoninergiques par patch-clamp ne permet pas d’apprécier 1’activation tonique du 5-HT1aR
et de I’autoinhibition qui en résulte (Craven et al., 1994; Fletcher et al., 1996; Johnson et al.,
2002). L’épuisement rapide des stocks de sérotonine et de L-Trp pourrait expliquer ce
phénomene (Liu et al., 2005). Par conséquent, I’absence d’une diminution de I’activité des
neurones 5-HT en réponse a I’insuline lors d’expériences d’électrophysiologie ex-vivo,
s’explique par le fait que cette augmentation de fréquence ne correspond pas a une
augmentation de la libération du neurotransmetteur dans ces conditions particulieres. De ce fait,
la sur-activation du récepteur 5-HT1a par une augmentation de libération de sérotonine
endogéne en réponse a I’insuline ne peut étre observée, de méme que, in fine, I’inhibition de
I’activité du neurone 5-HT. D’autre part, il n’est pas étonnant que si un tel mécanisme supporte
I’effet de I’insuline nous ne I’observons pas au cours des expériences de microdialyse, dont la
résolution temporelle ne le permet pas. En effet, un tel mécanisme requiert une mise en place
de I’ordre de la seconde, voire de la milliseconde, tandis que 1’échantillonnage au cours de
I’expérience de microdialyse évaluant ’effet de I'insuline est de 1’ordre de la minute.
L’utilisation de technique comme la voltamétrie en temps réel (Fast Scan Cyclic Voltametry ;
FSCV) ou encore de détecteur spécifique de sérotonine produit par génie génétique (Wan et al.,
2021), dont la résolution temporelle est plus sensible, permettrait de répondre a cette question.

Par conséquent nous émettons 1’hypothése que 1’action de I’insuline produit un effet net
inhibiteur sur le systéme sérotoninergique au travers du récepteur 5-HT1a. En d’autres termes
cette hypothése consideére que I'insuline va successivement 1) activer les neurones 5-HT
directement via I’IR exprimé a leur surface et augmenter ainsi la libération de sérotonine ii)
I’augmentation des taux de sérotonine suractive I’autoinhibition du systéme 5-HT au travers du

récepteur 5-HT1a dans un temps d’action trés court iii) I’inhibition de la fréquence de décharge
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des neurones 5-HT induit une diminution de la libération de serotonine dans les aires post-
synaptiques au cours des minutes/heures suivant 1’injection d’insuline (figure 34). Cet effet
inhibiteur peut étre médié soit directement par I’autorécepteur 5-HT1a en réponse a la libération
de sérotonine paracrine ou synaptique par des collatérales de fibres 5-HT projetant dans le RD.
Il peut étre également médié par un partenaire postsynaptique au travers des hétérorécepteurs
5-HT1a qui, en réponse a I’augmentation des taux de 5-HT, inhiberait une transmission

excitatrice régulant 1’activité des neurones 5-HT du RD.
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Figure 34: Hypothése mécanistique de l’effet net inhibiteur de linsuline sur les

neurones 5-HT du Raphé dorsal.
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A. Neurone 5-HT du RD a I'état basal avec une autoinhibition tonique faible de I'autorécepteur
5-HT1a. B. La fixation de I'insuline sur son récepteur induit une augmentation de la fréquence
de décharge du neurone et in fine une augmentation de la libération de sérotonine a la fois
dans les aires postsynaptiques mais également dans le RD par des collatérales du neurone.
L'augmentation des taux de sérotonine extracellulaire endogene active I'autorécepteur 5-HT1a
dans un interval de temps tres court. C. L'augmentation du tonus autoinhibiteur de
I'autorécepteur 5-HT1a provoque une diminution de la fréquence de décharge du neurone qui
est associée a une diminution de la libération de sérotonine dans les aires postsynaptiques

dans un interval de temps allant de la minute a I'heure.

3.2 Effets comportementaux de ’insuline cérébrale et implication du

systeme 5-HT

Un des points essentiels de ce projet était d’évaluer les effets de 1’insuline cérébrale dans
le comportement émotionnel. Nous avons tout d’abord mis en évidence un effet anxiolytique
de I’injection intranasale d’insuline dans le test du champ ouvert et par la suite dans le test du
labyrinthe en croix surélevée. Ces résultats sont en accord avec d’autres recherches mettant en
évidence un méme effet (Beirami et al., 2017; Marks et al., 2009). Toutefois, aucunes études
n’avaient jusqu’a présent identifi¢ le substrat biologique par lequel I’insuline permettait cet
effet. La diminution des taux de sérotonine dans I’amygdale en réponse a I’injection intranasale
d’insuline est un argument tangible en faveur de I’implication de ce systéme dans les effets
anxiolytiques de I’insuline. En effet, la diminution des taux de sérotonine dans cette structure
est un mécanisme dont il a été démontré qu’il diminuait le comportement de type anxieux chez
I’animal (Bocchio et al., 2015; Johnson et al., 2015). De maniére intéressante, nous avons
observé que la déplétion en sérotonine par la PCPA inhibe I’effet anxiolytique de 1’injection
intranasale d’insuline. Ces résultats suggérent donc que la neurotransmission 5-HT serait le
substrat biologique par lequel I’insuline promeut son effet anxiolytique. Afin de démontrer le
réle crucial du systéme 5-HT dans I’effet anxiolytique de I’insuline nous allons également
évaluer la réponse a I’injection intranasale d’insuline de souris présentant une invalidation

génétique de I’IR dans les neurones 5-HT dans des tests d’anxiété.
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Au travers de I’ensemble de ces résultats nous avons démontré que dans des conditions de
sensibilité a I’insuline physiologique, 1’hormone provoque une autoinhibition du systéme
sérotoninergique au travers du récepteur 5-HT1a, permettant ainsi de diminuer les taux de
sérotonine dans plusieurs structures impliquées dans la régulation de I’anxiété, dont I’amygdale,

et permettant in fine de produire un effet anxiolytique aigu.

La spécificité éventuelle des neurones 5-HT impliqués dans I’effet anxiolytique de
I’insuline préte toutefois a réflexion. S’agit-il de neurones 5-HT spécialisés projetant vers
I’amygdale, régulant ainsi le comportement de type anxieux ? Il pourrait également s’agir d’un
effet global impliquant plusieurs neurones 5-HT régulant le comportement de type anxieux dont
le résultat net induirait une anxiolyse. Au cours des études d’électrophysiologie ex-vivo nous
observons qu’environ 80% des neurones répondent a l’insuline et ce, sans pattern de
localisation. Ainsi, il semblerait que la réponse a 1’insuline des neurones 5-HT soit davantage
la représentation de I’expression de I’IR au sein de cette population neuronale plutét qu’une
localisation topographique clairement définie des neurones 5-HT exprimant I’IR au sein du RD.
Par ailleurs, contrairement aux neurones POMC dont la réponse a I’insuline peut varier, la
réponse a I’insuline des neurones 5-HT du RD semble étre uniforme, allant uniqguement dans le
sens d’une augmentation, d’aprés les études d’électrophysiologie ex-vivo. Toutefois, comme
nous I’avons vu avec le récepteur 5-HTia, les conditions particuliéres du patch-clamp
pourraient nous avoir soustrait a I’observation d’autres types de réponses de la part de ces
neurones. D’autre part, nous n’avons pas pu déterminer les mécanismes sous-jacents a
I’activation des neurones 5-HT du RD induit par I’IR. Il se peut qu’a I’instar des neurones
POMC, des canaux de type TRPC-5 permettent d’activer et ainsi d’augmenter la fréquence de

décharge des neurones 5-HT.

En considérant que I’expression de I’IR par la population sérotoninergique, qui est de 80%,
soit répartie de maniere homogeéne et aléatoire dans I’ensemble des sous-structures du RD, il
est peu probable que tous les neurones 5-HT exprimant I’IR aient le méme rdle et projettent
tous vers une méme structure. Par conséquent 1’idée que I’IR soit exprimé par un sous-type de
neurones 5-HT du RD spécialisé dans la régulation d’un comportement précis en modulant un
circuit neuronal particulier parait peu probable. A I’inverse, il est possible que 1’insuline agisse
comme un modulateur global dont 1’action transitoire (dépendante du statut prandial) sur les

neurones 5-HT permettrait d’affiner la régulation de plusieurs fonctions régies par le systéme
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sérotoninergique, dont entre autres, le comportement de type anxieux. Ce point sera approfondi

au cours de la discussion générale.
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PARTIE II:

MODULATION DU SYSTEME 5-HT ET

DES COMPORTEMENTS

ANXIO/DEPRESSIFS ASSOCIES,

EN CONDITION PHYSIOPATHOLOGIQUE DE DT2
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Dans ce second axe, ma contribution expérimentale concerne les expériences
d’électrophysiologie par patch-clamp et [’étude comportementale en réponse a l’injection
intranasale d’insuline. L’ensemble des études métaboliques et comportementales des figures

36 et 37 a été realisé par Bruno Guiard et ses collaborateurs.

1. Altération de la sensibilité a I’insuline des neurones 5-HT et de

la réponse anxiolytique a ’injection intranasale d’insuline par le

régime obésogene HFED

Les résultats précédents ont mis en évidence que I’insuline pouvait moduler le systéme
sérotoninergique et, a travers lui, le comportement de type pseudo-anxieux en condition de
sensibilit¢ a I’insuline physiologique. Nous nous sommes de ce fait questionnés sur les
conséquences d’une diminution de la sensibilit¢ a I’insuline sur ce systeme et les

comportements qui y sont associeés.

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps €évalué la sensibilité a I’insuline du
systéme sérotoninergique en réponse au régime obésogene HFD au travers d’enregistrements
électrophysiologiques de neurones 5-HT sur tranche de RD (figure 35.A). Chez les souris
nourries a une di¢te de type obésogene HFD, nous n’observons aucune différence significative
de la fréquence de décharge des neurones 5-HT en réponse a une concentration de 300 nM
d’insuline (figure 35.A). Par conséquent, ce résultat indique que le régime de type HFD induit
une résistance fonctionnelle a I’insuline au niveau des neurones sérotoninergiques du Raphé

dorsal.

Etant donné le rble apodictique de la neurotransmission 5-HT dans D’effet de type
anxiolytique en réponse a I’injection intranasale d’insuline, nous avons également exploré les
conséquences comportementales de I’insulino-résistance du systeme 5-HT en réponse a
I’injection intranasale d’insuline chez les souris HFD. Ainsi, nous n’avons observé aucun effet
de type anxiolytique chez les souris HFD en réponse a I’injection intranasale de 2IU d’insuline.
En effet, le temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevée n’est pas
significativement différent entre les souris HFD injectées au véhicule ou a I’insuline par voie

intranasale (figure 35.B). Ce méme résultat est observé dans le test du champ ouvert ou I’on
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n’observe aucune différence significative du temps passé dans le centre du dispositif entre les
souris HFD injectées au véhicule ou a I’insuline par voie intranasale (figure 35.C). Par ailleurs,
aucune différence significative dans 1’activité locomotrice des souris n’a été observée entre les

groupes de traitement au cours de ce test (figure 35.D).
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Figure 35: Le régime obésogéne HFD induit une résistance a linsuline des neurones
5-HT du RD qui est associée a la perte de I’effet anxiolytique en réponse a l’injection

intranasale d’insuline.
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A. Effet de l'insuline (300 nM) sur l'activité des neurones 5-HT chez des souris Pet-1-cre-
mCherry nourries au régime HFD par électrophysiologie sur tranche de RD. Panel de droite:
représentation de la fréquence de décharge au cours du temps par intervalle de 1 min et trace
représentative. B. Mesure du temps passé dans les bras ouverts de 'EPM. C. Mesure du temps

passé dans le centre de I'OF. D. Activité locomotrice évaluée au cours de I'OF.

L’ensemble de ces résultats indiquent que le régime obésogeéne HFD induit une résistance
a I’insuline des neurones sérotoninergiques du RD se traduisant au niveau comportemental par

une perte de I’effet anxiolytique en réponse a 1’injection intranasale d’insuline.

2. Effets métaboligues du régime obésogene HFD et amélioration

par un traitement chronigue de metformine

Une étude récente de notre laboratoire en collaboration avec le Pr. Bruno Guiard, a mis en
évidence que le régime HFD induisait un comportement de type anxio/dépressif qui était
associé a des altérations du systéeme 5-HT (Zemdegs et al., 2016). Dans ce second axe, nous
avons caracterisé les conséquences du régime HFD sur les propriétés électrophysiologiques des
neurones 5-HT qui sont associées a ce phénotype pseudo-anxio/dépressif. De plus, nous avons
également évalué dans quelle mesure 1’amélioration de la résistance a I’insuline par un agent
antidiabétique insulino-sensibilisant, la metformine (MetF), permettait d’améliorer également

le comportement émotionnel et la neurotransmission 5-HT.

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps mesuré les altérations métaboliques
conséquentes au régime HFD et validé ’effet insulino-sensibilisant d’un traitement de quatre
semaines par la metformine (300 mg/kg/j) dans ce modéle de DT2 (figure 36). Les souris
nourries au régime HFD présentent de nombreuses altérations métaboliques, similaires a celles
observées chez les individus obéses atteints de DT2. En effet, on observe une augmentation
significative de la masse corporelle des souris HFD compare a celle des souris STD (figure
36.C). De maniere intéressante, la metformine permet de reverser cet effet en diminuant de
maniere significative la masse corporelle des souris HFD-MetF (figure 36.C). Toutefois, la
masse corporelle des souris HFD-MetF reste significativement supérieure a celle des souris

STD (figure 36.C). De la méme maniere, nous observons que le régime HFD augmente
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significativement la glycémie a jeun tandis que la metformine permet de reverser cet effet
(figure 36.D). Concernant I’insulinémie a jeun, nous observons que le régime HFD induit une
augmentation significative de ce parameétre (figure 36.E). Toutefois, les souris HFD traitées a
la metformine ont toujours une insulinémie a jeun significativement plus élevée que les souris
STD, qui de plus n’est pas statistiquement significative comparée a celle des souris HFD (figure
36.E). Enfin, un test de tolérance au glucose par voie intrapéritonéale sur une durée de 120
minutes a également été réalisé. Ce test a permis de mettre en évidence une augmentation
significative de la glycémie au cours du temps en réponse a un bolus de glucose (2 g/kg) chez
les souris HFD, comparée aux souris STD (figure 36.F). Le traitement insulino-sensibilisant
par la metformine a permis de reverser I’effet délétére sur I’intolérance au glucose observée
chez les souris HFD (figure 36.F). La mesure des aires sous la courbe de ce test permet
¢galement d’apprécier sous un autre angle les effets déléteres du régime obésogene sur

I’intolérance au glucose et leur amélioration significative par la metformine (figure 36.G).
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métaboliques délétéres induit par le régime obésogéne HFD.
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A. A I'age de 8 semaines, deux lots de souris ont été soumis a une diete obésogene d'une
durée de 16 semaines. Au bout de la 12°™® semaine de régime HFD, un lot de souris est traité
par l'antidiabétique metformine (300 mg/kg/j) pendant quatre semaines. B. Le régime
obésogene HFD apporte 45% des valeurs énergétiques au travers des lipides. Le taux de |'acide
aminé précurseur de la sérotonine, le tryptophane, est identique entre le régime HFD et le
régime STD. C. Mesure de la masse corporelle finale des souris. D. Mesure de la glycémie a
jeun. E. Mesure de l'insulinémie a jeun. F. Test de tolérance au glucose au cours du temps en
réponse a un bolus de glucose (2 g/kg) injecté par voie intrapéritonéale. G. Mesure des aires
sous la courbe du test de tolérance au glucose (G) entre to et ti20 min. Statistiques: One-way
ANOVA, post-hoc: test de Tuckey: *p<0,05; ***p<0,001. Two-way ANOVA, post-hoc: test de
Tuckey: ###p<0,001.

L’ensemble de ces résultats permet d’une part de confirmer les effets métaboliques
déléteres, observés au cours de 1’étude susmentionnée, dont notamment 1’insulino-résistance
induite par un régime HFD de 16 semaines. D’autre part, nous avons également observé que le
traitement avec 1’antidiabétique metformine permet de reverser 1’ensemble de ces altérations
métaboliques et plus particulierement la résistance a I’insuline. De ce fait, le modéle HFD

répond aux critéres de validité de face et de validité prédictive du DT2.

3. Modulation du comportement émotionnel selon le statut de

sensibilité a ’insuline

Dans un second temps nous Nous sommes intéressés aux conséquences de 1’amélioration
de la sensibilité a I’insuline sur le comportement émotionnel. De cette manicre une batterie de
tests comportementaux a permis d’évaluer le comportement de type pseudo-anxieux et pseudo-

dépressif dans les trois différents groupes expérimentaux.

Dans le test du champ ouvert, nous avons observe que les souris sous régime HFD
passaient significativement moins de temps dans le centre du dispositif que les souris sous
régime STD. Les souris HFD traitées a la metformine ont tendance a passer plus de temps dans

le centre du dispositif que le groupe contréle HFD, bien que cette différence ne soit pas
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significative (figure 37.A). En outre, la différence de temps d’exploration dans le centre du
champ ouvert entre les souris STD et les souris HFD n’est pas due a une différence d’activité
locomotrice au cours de ce test (figure 37.B). Nous avons également évalué le comportement
pseudo-anxieux des animaux dans le test du labyrinthe en croix surélevée ou nous avons aussi
observé un comportement de type anxieux chez les souris HFD. En effet, les souris HFD passent
significativement moins de temps dans les bras ouverts que les souris STD. Comme observé
dans le test du champ ouvert, le traitement a la metformine permet d’augmenter le temps passé
dans les bras ouverts du dispositif, mais pas de maniere significative (figure 37.C). Au cours
du test d’alimentation supprimée par néophobie, les souris sous régime HFD ont une latence a
se nourrir significativement plus élevé que les souris STD (figure 37.D). Le traitement a la
metformine permet de reverser 1’effet anxiogénique induit par le régime HFD en diminuant
significativement le temps de latence a se nourrir (figure 37.D).

Nous avons d’autre part évalué le comportement de type pseudo-dépressif des animaux au
cours du test d’éclaboussure au sucrose, mesurant I’incurie. On observe que les souris contrdles
HFD ont un temps de toilettage cumulé significativement plus court comparées aux souris STD
(figure 37.E). Au cours de ce test, le traitement par la metformine ne permet pas de reverser
significativement le temps de toilettage chez les souris HFD (figure 37.E). Enfin, I’évaluation
du comportement de résignation de ces trois groupes a été évalué dans le test de suspension par
la queue. Nous n’avons pas observé de différence significative concernant le temps
d’immobilité entre les souris STD et les souris HFD (figure 37.F). Toutefois, le temps
d’immobilité est significativement réduit chez les souris HFD-MetF comparé aux souris STD,

ce qui n’est pas le cas lorsqu’on les compare au groupe de souris HFD (figure 37.F).
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Figure 37: Le traitement par la metformine permet d’améliorer les troubles du

comportement émotionnel induit par le régime obésogene HFD.

A. Mesure du temps passe dans le centre de I'OF. B. Mesure de |'activité locomotrice dans I'OF.

C. Evaluation du temps passé dans les bras ouverts de 'EPM. D. Mesure de la latence a se

nourrir dans le NSF. E. Temps cumulé de toilettage dans le ST. F. Mesure du temps d'immobilité

totale au cours du TST. Statistiques: One-way ANOVA: post-hoc: test de Tuckey: *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.

L’ensemble de ces résultats permet a nouveau, d’une part de confirmer les résultats obtenus

par Zemdegs et ses collaborateurs (Zemdegs et al., 2016), a savoir que 1’insulino-résistance

induite par le régime HFD est associé a un comportement de type pseudo-anxio/dépressif.

D’autre part, nous avons pu observer que le traitement par la metformine permet, pour certains

tests, de reverser le comportement anxieux et de maniere générale, d’améliorer le comportement

anxio/depressif des animaux soumis au regime HFD. De ce fait, nous pouvons en conclure que
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I’amélioration de la résistance a 1’insuline permet également d’améliorer les troubles

émotionnels qui y sont associeés.

4. Modifications des propriétés électrophysiologigues des

neurones 5-HT du RD selon le statut de sensibilité a I’insuline

Etant donné les altérations du systeme 5-HT conséquentes au régime HFD précédemment
observées (Zemdegs et al., 2016), nous nous sommes intéressés aux modifications du systéme
5-HT associées au comportement émotionnel des animaux, selon I’état de sensibilité a

I’insuline.

Pour ce faire nous avons étudié les propriétés électrophysiologiques des neurones 5-HT
sur des tranches de RD de souris Pet1-cre-mCherry sous régime STD, HFD et HFD traitées par
metformine (300 mg/kg/j) (figure 38.A). Nous avons dans un premier temps étudié
I’excitabilité des neurones 5-HT, ce qui nous a permis d’observer que le régime HFD induisait
une diminution significative de la résistance membranaire des neurones en comparaison au
groupe STD. De maniére intéressante, le traitement chronique par la metformine permet
d’augmenter significativement la résistance membranaire des neurones 5-HT du RD comparé
au groupe STD et au groupe HFD (figure 38.B). On observe également une augmentation de
I’excitabilité des neurones 5-HT du RD chez les souris HFD-MetF en réponse a des injections
de courants hyperpolarisants par incrémentation comparée aux souris HFD et une tendance en
ce sens également en comparaison aux souris STD (figure 38.C). De cette maniére la
metformine semble augmenter 1’excitabilité des neurones 5-HT du RD en réponse a des
courants hyperpolarisants. De surcroit, cette augmentation d’excitabilité des neurones 5-HT par
la metformine est également observable en réponse a des courants incrémentiels dépolarisants

en comparaison aux souris STD et HFD (figure 38.E).

Au vue de Deffet excitateur du systtme noradrénergique sur les neurones
sérotoninergiques, nous avons également évalue la réponse des neurones 5-HT du RD a la
phényléphrine (PHE, 5 uM), un agoniste des récepteurs al. De maniere intéressante, nous
avons observeé que la fréquence de décharge des neurones 5-HT des souris HFD en réponse a

la phényléphrine est significativement plus faible que celle observée chez les souris STD
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(figure 38.D). De plus, cette diminution est reversée par le traitement chronique a la metformine
qui restaure la fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD en réponse a la phényléphrine
(figure 38.D).

D’autre part, I’étude des propriétés intrinseques des parameétres du potentiel d’action (PA)
ont également permis d’apprécier certaines altérations résultant du régime HFD. C’est
notamment le cas de I’amplitude de I’hyperpolarisation post-potentiel d’action (AHP) qui est
significativement diminuée chez les souris HFD, comparée aux souris STD. De méme que pour
la réponse a la phényléphrine, nous observons que le traitement chronique par la metformine
permet de reverser les altérations induites par le régime HFD en augmentant significativement
I’amplitude de I’AHP (figure 38.F). Ce méme effet est également observable en ce qui concerne
I’amplitude du PA dont le régime HFD diminue significativement 1’amplitude alors que le
traitement par la metformine permet de reverser cette altération (figure 38.G). Par ailleurs, nous
observons que les parameétres cinétiques du PA, comme le temps d’ascension, est
significativement diminué par le régime HFD, sans pour autant étre corrigé par le traitement a
la metformine, malgré une forte tendance en ce sens (figure 38.H). Tout comme pour le temps
d’ascension du PA, nous avons également observé que le régime HFD diminuait
significativement le temps de déclin, et que cet effet n’est pas reversé par le traitement
chronique a la metformine (figure 38.1).

Enfin, nous avons aussi mesuré et comparé les EPSC et les IPSC percus par les neurones
5-HT du RD entre les souris nourries au régime STD et les souris HFD. La mesure des EPSC
n’a pas mis en évidence de différences significatives entre les groupes en ce qui concerne leur
fréquence (figure 38.J) ou leur amplitude (figure 38.K). Le méme constat a été observé en ce
qui concerne les IPSC. En effet, aucune différence significative n’a été observée entre les
groupes concernant leur fréquence (figure 38.L) ou encore leur amplitude (figure 38.M). En
dépit de la présence d’altérations de ces parametres par le régime obésogene HFD, nous n’avons
pas évalué les caractéristiques des EPSC et IPSC en réponse a un traitement chronique par la

metformine.
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Figure 38: Le traitement par la metformine permet de reverser les altérations des
propriétés intrinséques et d’excitabilité des neurones 5-HT du RD induites par le régime

obésogene HFD.
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A. Etudes des propriétés intrinseques et d'excitabilité des neurones 5-HT par
électrophysiologie sur tranche de RD de souris Pet-1-cre-mCherry de différents
groupes expérimentaux. B. Mesure de la résistance membranaire des neurones 5-HT.
C. Modulation du potentiel de membrane en réponse a des créneaux hyperpolarisants
incrémentiels. D. Fréquence de décharge des neurones 5-HT en réponse a l'application
de PHE 5uM et trace représentative. E. Nombre de PA en réponse a des courants
dépolarisants incrémentiels. F. Amplitude de I'AHP. G. Amplitude du PA. H. Temps
d'ascension du PA. I. Temps de déclin du PA. J. Fréquence des courants
postsynaptiques excitateurs spontanés. K. Amplitude des courants postsynaptiques
excitateurs spontanés. L. Fréquence des courants postsynaptiques inhibiteurs
spontanés. M. Amplitude des courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés.
Statistiques: Two-way RM ANOVA, post-hoc: test de Tuckey: #p<0,05; ##p<0,01;
###p<0,001. One-way ANOVA, post-hoc: test de Tuckey: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. Kruskal-Wallis, post-hoc: test de Dunn: $$p<0,01.

Les résultats de cette étude électrophysiologique ont tout d’abord permis de mettre en
évidence que le régime HFD provoque a la fois des altérations des propriétés intrinseques et de
I’excitabilité des neurones 5-HT du RD. De plus, nous observons que le régime HFD diminue
la fréquence de décharge de ces neurones en réponse a un agoniste al, modélisant le tonus
noradrénergique observé in vivo. De maniére intéressante, le traitement par la metformine
permet de reverser la plupart des altérations induites par le régime HFD. Cela suggere que
I’amélioration de la sensibilit¢ a I’insuline permet également de reverser les altérations

électrophysiologiques des neurones 5-HT du RD conséquentes au régime HFD.
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5. Interprétation expérimentale

5.1 Implication du systeme 5-HT dans les troubles émotionnels

comorbides au DT2 modélisé par le régime HFD

Nous avons tout d’abord observé 1’apparition d’altérations métaboliques chez les souris
nourries aux régime HFD. En effet, on constate ainsi chez ces souris, une augmentation de la
masse corporelle, de la glycémie a jeun, de I’insulinémie a jeun ainsi qu’une résistance a
I’insuline périphérique. Par conséquent, nous avons mis en évidence et reproduit 1’altération de
I’homéostasie glucidique et du métabolisme énergétique en réponse au régime HFD. En ce sens,
le modéle de DT2 environnemental par apport d’une diéte obésogene présente les marqueurs

biologiques caractéristiques de la pathologie, respectant ainsi le critére de validité de face.

Par ailleurs, nous avons également reproduit le développement de troubles émotionnels
associes aux troubles métaboliques mis en évidence dans une étude précédente des équipes de
Bruno Guiard et de Xavier Fioramonti (Zemdegs et al., 2016). En effet, on observe que les
souris nourries aux régime HFD présentent un phénotype comportemental pseudo-anxieux et
pseudo-dépressif, sans toutefois qu’il ne soit observé d’augmentation du comportement de
résignation. Dans la précédente étude susmentionnée, les auteurs ont mis en évidence
I’apparition de troubles métaboliques dés la 12°™ semaine de régime, qui sont significativement
correlés aux troubles émotionnels. Toutefois, on observe que la significativité de cette
corrélation est d’autant plus robuste apres 16 semaines de régime. Ce résultat suggere que les
troubles métaboliques précedent les troubles émotionnels. Par conséquent, nous pouvons en
conclure que dans ce modeéle, les troubles métaboliques induits par le régime HFD entrainent
le développement et I’apparition de troubles du comportement émotionnel chez la souris. En ce
sens, ce modele permet de reproduire 1’apparition de troubles de I’humeur qui sont précédés de

troubles métaboliques observés chez les patients atteints de DT2.

Au cours de la premiere caractérisation du modele, les auteurs ont mis en évidence des
altérations de la neurotransmission sérotoninergique chez les souris nourries au régime HFD
(Zemdegs et al., 2016). Etant donné I’implication du systéme sérotoninergique dans la

régulation du comportement émotionnel, nous avons au cours de cette étude approfondi les
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conséquences du régime HFD sur ce systeme et son implication possible dans les troubles

émotionnels comorbides observés.

Tout d’abord, 1’étude électrophysiologique ex-vivo a permis de mettre en évidence la
résistance a 1’insuline des neurones 5-HT du RD chez les souris HFD. Par conséquent, ces
résultats suggerent que les troubles émotionnels comorbides au DT2 chez les souris HFD sont
associés a une insulino-résistance des neurones 5-HT. En outre, de nombreuses altérations des
propriétés intrinseques des neurones 5-HT du RD ont été observées. Ainsi, la diminution de
I’amplitude du PA suggére un influx calcique plus faible au bouton synaptique et donc une
diminution de la libération de sérotonine par exocytose, comme observé lors de I’étude de

microdialyse dans I"hippocampe ventral chez les souris HFD (Zemdegs et al., 2016).

En outre, on observe chez les souris HFD une diminution de I’excitabilité des neurones 5-
HT en réponse a des courants hyperpolarisants lorsque le potentiel membranaire est inférieur
au potentiel d’inversion de 1’ion potassium K* (-102,7 mV dans nos conditions expérimentales
d’aprés 1’équation de Nernst). Ce résultat suggére une augmentation de la conductance
potassique au travers des canaux potassiques rectifiant entrant (Kir). Ainsi, I’entrée de
potassium est favorisée par les Kir lorsque le potentiel de membrane est inférieur au potentiel
d’équilibre de I’ion K™ ce qui a donc pour conséquence de dépolariser le neurone. Les canaux
Kir peuvent étre couplés a une protéine G, dont I’activation par un ligand va également activer
ces canaux ioniques, on les nomme alors les GIRK (G-protein coupled inwardly rectifying
potassium channel). Le récepteur 5-HT1a peut étre couplé a des canaux Kijr et en ce sens activer
le canal GIRK2 en réponse a la fixation d’un agoniste (Albert and Vahid-Ansari, 2019). Or,
d’apres la caractérisation initiale du systéme 5-HT des souris HFD (Zemdegs et al., 2016), le
récepteur 5-HT 14 est significativement plus sensible chez ces animaux que chez les souris STD.
Par conseéquent, il est possible que les souris HFD exhibent une activité du canal GIRK2 plus
importante, en raison de la sensibilité accrue de leurs récepteurs 5-HT1a. Etant donné 1’absence
de sérotonine endogéne ou d’un agoniste lors des expériences de patch-clamp, il serait
intéressant d’évaluer 1’activité constitutive du récepteur 5-HT1a chez les animaux HFD. En
effet I’activité constitutive du récepteur 5-HT1a a été observée lors d’études in vitro (Albert et
al., 1999; De Deurwaerdere et al., 2020; Newman-Tancredi et al., 1997) et pourrait expliquer
la sur-activation potentielle du canal GIRK2 dans nos conditions de patch-clamp, dépourvues
de sérotonine endogene. Supportant cette hypothése, une étude de patch-clamp indique que la

déplétion en sérotonine par I’invalidation de I’enzyme TPH2 augmente le couplage fonctionnel
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entre le 5-HT1a et les canaux GIRK (Mlinar et al., 2017). De ce fait, il est possible que la
diminution des taux de sérotonine augmente d’une part la sensibilité du récepteur 5-HT1a
comme cela a déja été démontré (Araragi et al., 2013; Gutknecht et al., 2012) mais provoque
également une activation constitutive plus importante du récepteur 5-HT1a et de son couplage
fonctionnel avec les Kir que dans des conditions in vivo. En outre, la modification de la
conductance potassique des GIRK peut avoir de réelles implications dans le phénotype pseudo-
anxieux comorbide aux troubles métaboliques observé chez les souris nourries au régime HFD.
En effet, on observe que I’invalidation génétique des canaux GIRK1 et GIRK2 permet de
diminuer le comportement de type anxieux (Mett et al., 2021; Pravetoni and Wickman, 2008).
Par conséquent, il est possible qu’une augmentation de leur activité puisse participer a
I’augmentation du comportement de type anxieux observé chez les souris HFD. D’autre part,
les effets thérapeutiques de certains antidépresseurs sont médiés par ’inhibition de GIRK2
(Kobayashi et al., 2004; Takahashi et al., 2006). Par conséguent une suractivation de ces canaux

pourrait favoriser la non réponse a ces traitements antidépresseurs.

Enfin, nous avons observé que la fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD en
réponse a la phényléphrine est significativement réduite chez les souris nourries aux régime
HFD, suggérant une diminution de 1’expression du récepteur ol ou bien une diminution de
I’efficacité de son signal de transduction. D’autre part, les neurones GABA du RD expriment
également le récepteur al (Day et al., 2004). 1l est également possible que le régime HFD ait
augmenté 1’expression de ce récepteur, ou de son signal de transduction, au sein des neurones
GABA ayant conduit a I’augmentation de I’activité de ces neurones et in fine a I’augmentation
des courants postsynaptiques inhibiteurs projetant sur les neurones 5-HT du RD, diminuant
ainsi leur activité. Nous n’avons pas vérifié¢ cette hypothése, car I’enregistrement des EPSC et
IPSC ont été réalisés en condition basale en 1’absence de phényléphrine. En somme, ce résultat
suggere que les neurones 5-HT du RD des souris HFD bénéficient in vivo d’un tonus net
excitateur noradrénergique réduit ce qui pourrait également expliquer la diminution des taux de

sérotonine extracellulaire observé dans 1I’hippocampe ventrale (Zemdegs et al., 2016).

En conclusion, nous avons démontré que la résistance a I’insuline des neurones 5-HT du
RD et de que I’altération du systéme 5-HT était associées a des troubles du comportement
émotionnel comorbide au DT2 dans notre modéle murin. Nous avons, dans un second temps,
tenté une approche de restauration, permettant d’évaluer dans quelle mesures la sensibilité a

I’insuline modulait le comportement émotionnel et notamment les troubles de type
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anxio/depressif observés chez les souris nourries au régime HFD. Pour ce faire, nous avons
utilisé un agent insulino-sensibilisant, la metformine, qui est un antidiabétique utilisé en

traitement de premiére intention dans le DT2.

5.2 Mécanismes impliqués dans DP’amélioration du comportement

émotionnel par la restauration d’un état de sensibilité a I’insuline

Tout d’abord, nous avons observé que la metformine permettait de reverser 1I’ensemble des
altérations métaboligques induites par le régime obésogene et notamment le score de résistance
a ’insuline. Par conséquent, ces résultats permettent également de mettre en évidence le critére
de validité prédictive de notre modele HFD. Au cours du phénotypage comportemental, nous
avons observé une amélioration des altérations du comportement émotionnel chez les souris
nourries au régime HFD et traitées de maniére chronique par la metformine. Bien que ne
reversant pas toutes les altérations induites par le régime obséogene, la metformine permet
d’améliorer le comportement émotionnel des souris et ce, particuliérement au cours des tests
¢valuant I’anxiété. Ensemble, ces données montrent que I’amélioration de la sensibilité a
I’insuline par la metformine améliore également le comportement émotionnel des souris. Or,
comme démontré dans une premiére étude, les troubles métaboliques précedent probablement
les troubles émotionnels dans le modele HFD (Zemdegs et al., 2016). Par conséquent, il est fort
probable que la restauration de la sensibilité a I’insuline chez les souris nourries au régime HFD

permettent par la suite d’améliorer le comportement émotionnel.

En nous intéressant a I’effet de la metformine sur le systéme sérotoninergique, nous avons
pu observer I’implication hautement probable de cette neurotransmission dans la
physiopathologie des troubles émotionnels induits par le régime obésogéne. En effet, nous
avons constate de maniére générale que la metformine reverse la majorité des altérations des
propriétés intrinséques et d’excitabilité des neurones 5-HT du RD provoquées par le régime
HFD. Le traitement chronique par la metformine permet de restaurer 1’excitabilité des neurones
5-HT en réponse a des courant hyperpolarisants mais également dépolarisants. De maniére
similaire, la metformine restaure 1’amplitude du potentiel d’action ainsi que la fréquence de

décharge des neurones 5-HT en réponse a I’application de phényléphrine. Par conséquent,
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I’amélioration de I’ensemble de ces parameétres participe trés probablement a la restauration des
taux de sérotonine extracellulaire observée dans I’hippocampe ventrale en réponse a un
traitement chronique par la metformine (Zemdegs et al., 2019). Collectivement, ces données
suggerent donc que la restauration de 1’état fonctionnel du systéme 5-HT par la metformine
sous-tende 1’amélioration comportementale observée chez les souris HFD traitées par cette

molécule.

Il est cependant difficile de déterminer si I’insulino-résistance des neurones 5-HT induite
par le régime HFD provoque leurs altérations electrophysiologiques intrinséques ou bien si ces
phénomeénes accompagnent 1’insulino-résistance. En d’autres termes, la diminution du signal
intracellulaire de I’IR en réponse a I’insuline sur les neurones 5-HT engendre-t-elle directement
des modifications de leurs propriétés intrinseques? Affirmer cette hypothese supposerait que
I’insuline puisse alors directement moduler les canaux ioniques qui régissent ces parametres.
Or, la modulation de canaux ioniques par 1’insuline est peu détaillée dans la littérature, outre
son action sur les Katp et les TRPC-5 précédemment citée (Parton et al., 2007; Qiu et al., 2014).
Alternativement, le maintien de I’homéostasie ¢électrophysiologique des neurones
sérotoninergiques par I’insuline pourrait étre assuré par la régulation de I’expression de certains
canaux ioniques au travers d’une action transcriptomique de I’insuline dans ces neurones. Cette
hypotheése est hautement probable en raison du large spectre de génes dont I’insuline module la

transcription, notamment au travers des récepteurs hybrides IR/IGF1-R (Cai et al., 2017).

Infirmer ces phénomeénes directs de I’insuline impliquerait a I’inverse que la résistance a
I’insuline des neurones 5-HT ne soit pas le mécanisme d’action responsable de 1’altération de
leurs propriétés intrinseques. Par conséquent il est possible que d’autres facteurs
physiopathologiques associés a la résistance a I’insuline comme le stress oxydant ou encore
I’inflammation altérent les propriétés intrinseques des neurones 5-HT. Nos résultats pourraient
également supporter cette hypothése puisque la résolution de 1’insulino-résistance par la
metformine diminuerait également les processus de stress oxydant et d’inflammation en
stoppant ainsi leurs actions délétéres sur les neurones 5-HT. De la méme maniere,
I’amélioration de ces processus accompagnant la résolution de la résistance a 1’insuline pourrait
¢galement expliquer I’amélioration du comportement émotionnel aprés le traitement par la
metformine. En effet, le stress oxydant et I’inflammation sont également deux processus

physiopathologiques impliqués dans la DM (Beurel et al., 2020; Black et al., 2015).
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Les effets benéfiques indirects de 1’amélioration de la sensibilité a 1’insuline sur le
comportement émotionnel et la restauration des propriétés intrinseques des neurones 5-HT peut
¢galement provenir de 1’augmentation du transport du L-Trp au travers de la BHE. En effet,
I’amélioration de la résistance a 1’insuline est associée a une diminution des taux plasmatiques
de BCAA en réponse a la metformine (Zemdegs et al., 2019). Or, les BCAA entrent en
compétition avec le transporteur LAT1, également utilisé par le L-Trp, pour traverser la barriere
hématoencéphalique. Par conséquent, la diminution des taux plasmatiques de BCAA par
I’amélioration de la sensibilité a I’insuline permet une augmentation du transport du L-Trp vers
le cerveau au travers de LAT1. De ce fait, nous pouvons supposer qu’un stock d’acide aminé
précurseur de la sérotonine plus important permet d’augmenter la synthése du

neurotransmetteur.

Enfin, la restauration des propriétés intrinséques et d’excitabilité des neurones 5-HT par la
metformine pourrait également résulter de mécanismes indépendants de 1’amélioration de la
sensibilité a 1’insuline. En effet, la cible majeure de la metformine est I’AMPK (Rena et al.,
2017) et il est possible que moduler cette protéine dans les neurones 5-HT permettent
intrinséquement de restaurer leurs propriétés électrophysiologiques, indépendamment d’une
amélioration de la sensibilité a ’insuline. De plus, bien que la metformine cible I’AMPK,
d’autres mécanismes d’actions potentiels de ce biguanide sont susceptibles d’exister (Rena et
al., 2017). Par conséquent, il est également possible que la metformine restaure 1’excitabilité et
les propriétés intrinseques des neurones 5-HT du RD par un mécanisme « off-target »
confondant qui nous soit inconnu. Afin de discerner I’implication de 1’amélioration de la
sensibilit¢ a I’insuline et celui de I’effet intrinseque de la metformine, il serait intéressant

d’évaluer également I’effet de I’antidiabétique chez des souris nourries a un régime STD.

En conclusion, nous ne sommes pas en mesure de mettre en évidence des liens de causalité
entre la résistance a I’insuline des neurones 5-HT et 1’altération de cette neurotransmission en
relation avec les troubles émotionnels associés au régime HFD. Nous avons toutefois démontré
que I’amélioration de la sensibilité a I’insuline permettait de restaurer les altérations du systéme
5-HT induit par le régime HFD et ainsi d’améliorer le comportement émotionnel des souris.
Ces résultats représentent un argument de plus en faveur de la responsabilité de I’altération du

systéme sérotoninergique dans les troubles émotionnels comorbide au régime HFD
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Figure 39: Modele mécanistique des altérations du systeme 5-HT observées dans les

troubles émotionnels comorbides au régime HFD.

L'insulino-resistance périphérique mais aussi des neurones 5-HT du RD chez les souris HFD est
associée a des altérations du systeme 5-HT, accompagnées d'un phénotype pseudo-
anxio/dépressif. La diminution de la fréquence de décharge des neurones 5-HT chez les souris
HFD pourrait résulter de I'hypersensibilité du récepteur 5-HTa observée lors d'une précédente
étude (Zemdegs et al., 2016) mais aussi d'altérations du récepteur adrénergique alpha-1. Les
altérations des propriétés intrinseques des neurones 5-HT du RD chez ces souris et notamment
la diminution de I'excitabilité intrinseque sont particulierement susceptibles de participer a ce
phénomeéne. La diminution de l'activité des neurones est une explication probable a la
diminution des taux de [5-HT]ex constatée lors de la précédente étude. La diminution du tonus
sérotoninergique dans des aires de projections impliquées dans la régulation du
comportement émotionnel comme ['hippocampe ventral pourrait étre responsable de

I'apparition de troubles pseudo-anxio/dépressifs comorbides au DT2 chez les souris HFD.
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5.3 Role de la résistance a Pinsuline des neurones 5-HT dans le

développement des troubles émotionnels

Par ailleurs, il est intéressant d’observer la variabilité des souris a développer des troubles
métaboliques et émotionnels en réponse a la diéte obésogéne HFD. En effet, toutes les souris
nourries aux régime HFD ne développent pas de troubles métaboliques trés marqués (King,
2012). De la méme manicre, comme nous avons pu 1’observer au cours de nos expériences,
certaines souris présentant des altérations métaboliques ne développent pas de troubles
émotionnels prépondérants. Ce méme phénomeéne s’observe également au niveau de la réponse
a Dinsuline des neurones 5-HT des souris HFD au cours d’enregistrements
électrophysiologiques ex-vivo. En effet, certains neurones 5-HT sont insulino-résistant tandis
que d’autres augmentent leur activité en réponse a I’insuline sur les différentes tranches du
méme cerveau d’un animal nourri au régime HFD. Par conséquent, tous les neurones 5-HT d’un
animal nourri au régime HFD ne sont pas insulino-résistant. Cette différence pourrait
s’expliquer par la localisation rostro-caudale et/ou dorso-ventrale des neurones 5-HT qui
pourrait conférer une vulnérabilité différente a la résistance a I’insuline. Nous n’avons toutefois
pas pu analyser ce parametre et il est possible qu’au contraire, la résistance a I’insuline des
neurones 5-HT soit répartie aléatoirement au sein du RD. Ainsi, nous pouvons nous demander
dans quelles mesures et dans quelles proportions la résistance a I’insuline des neurones 5-HT
induit-elle des troubles émotionnels ? Existe-t-il un seuil a partir duquel le nombre de neurones
5-HT résistants a I’insuline précipite 1’apparition de troubles émotionnels ? Aussi, 1’apparition
d’un épisode dépressif caractérisé chez 1I’Humain est une réponse pathologique entre
I’interaction de différents facteurs génétiques et environnementaux. Des lors, nous pouvons
nous demander si la résistance a I’insuline des neurones 5-HT serait suffisante a induire des
troubles émotionnels ou bien si elle n’est qu’un facteur de vulnérabilité précipitant leurs
apparitions dans un contexte environnemental défavorable. Afin de répondre a ces questions,

nous avons créé la lignée de souris triple transgénique SelRKO.
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PARTIE III:

CONSEQUENCES COMPORTEMENTALES

ET FONCTIONNELLES D’UNE RESISTANCE

A I’INSULINE SPECIFIQUE DES NEURONES 5-HT
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Dans cet axe, j’ai contribué a la réalisation de [’ensemble des expériences excepté la
dissociation des cellules 5 (figure 41.A) qui a été réalisée par Camille Allard de I’équipe de
Daniela Cota du Neurocentre Magendie (Bordeaux) ainsi que les expériences de PCR (figure
40.B-E), effectuées par Mathilde Chataignier, doctorante au sein du laboratoire NutriNeuro.
Par ailleurs, les études d’électrophysiologie in vivo ont été réalisées par Bruno Guiard et

Sébastien Bullich (figure 42.A).

1. Création et validation de la lignée triple transgénique SelRKO

Les souris SeIRKO ont été obtenues par croisement des souris IR'*/°* et des souris Pet1-
cre-mCherry (figure 40.A; pour plus de détails voir Matériels & Méthodes). Cette lignée triple
transgénique nous permet d’étudier les conséquences comportementales et fonctionnelles d’un
défaut d’activation de la voie de signalisation de I’IR dans les neurones sérotoninergiques. Cette
approche ne modélise pas une insulino-résistance physiologique a proprement parler mais
permet néanmoins d’appréhender le role de I’insuline sur cette population neuronale dans un

systeme artificiel ou la résistance a I’insuline est & son paroxysme.

Tout d’abord nous avons vérifié I’expression de ’ARNm de I’IR dans le RD chez les souris
SelRKO et leurs congéneres contrdles par RT-gPCR. Nous avons ainsi observé une diminution
significative de 1’expression de I’ARNm de I’IR dans le RD (figure 40.B), ce qui n’est pas le
cas dans notre structure contrdle, I’hypothalamus, ot aucune différence significative n’a été
observée (figure 40.C). Toutefois, nous observons une expression résiduelle de 50% de
I’ARNm de I’IR dans le RD. Ce constat peut s’expliquer par le fait que d’autres neurones de
cette structure expriment également I’IR. C’est notamment le cas des neurones GABAergiques

(Okaty et al., 2015) qui représentent 40 a 50% des neurones du RD.

D’autre part, en raison de 1’affinité de I’insuline pour le récepteur a IGF-1 nous avons
¢galement mesuré I’expression de ’ARNm de ce récepteur afin de controler un éventuel
phénoméne de compensation. Cependant, nous n’avons observé aucune différence significative
de I’expression de I’ARNm de IGF1-R dans le RD (figure 40.D) et dans I’hypothalamus (figure
40.E). Au vue de ces résultats, la diminution significative de I’expression de I’ARNm de I’IR
dans le RD n’est pas accompagnée de phénomenes compensatoires au travers d’une

modification de I’expression du récepteur IGF-1.
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Afin de vérifier que la délétion de I’IR chez les souris SeIRKO est fonctionnelle, nous
avons ¢tudi¢ la réponse a I’insuline des neurones 5-HT du RD par électrophysiologie patch-
clamp. De cette maniére, nous avons observé une augmentation significative de la fréquence
de décharge chez 88,9 % des neurones 5-HT en réponse a 1’insuline (300 nM) chez les souris
controles 5-HT'®WT (figure 40.F), correspondant a une augmentation significative de 144,0 +
7,8 % par rapport a leur frequence de décharge basale (figure 40.H). A I’inverse nous n’avons
pas observé de différence significative de 1’activité de décharge des neurones 5-HT en réponse
a linsuline chez les souris 5-HT'"RKO (figure 40.G; 40.H). La perfusion d’insuline sur les
tranches de RD des animaux 5-HT'RXO a engendré une augmentation de la fréquence de
décharge chez seulement un neurone 5-HT sur les 10 enregistrés. Par conséquent, ces résultats
confirment I’absence du récepteur a I’insuline sur les neurones 5-HT chez les souris 5-HTRKO
permettant ainsi de valider notre modéle. Par ailleurs, ces données confirment également les
résultats obtenus dans le premier axe indiquant un effet direct de I’insuline sur les neurones 5-
HT au cours d’expériences d’électrophysiologie ex-vivo. En effet, nous observons au cours de

cette expérience que la délétion de I’IR abroge I’effet de 1’insuline sur ces neurones.
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Figure 40: Les souris de la lignée SeIRKO présentent une délétion du récepteur a

Uinsuline dans les neurones 5-HT qui est observable sur le plan moléculaire et fonctionnel.
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A. La souris SelRKO a été obtenue par croisement des lignées Pet-1-cre-mCherry et IR'¥'°* B-
C. Mesure de I'expression relative de 'ARNm du récepteur a I'insuline dans le Raphé dorsal (B)
et dans I'hypothalamus (C). D-E. Mesure de I'expression relative de '’ARNm du récepteur a IGF-
1 dans le Raphé dorsal (D) et dans I'hypothalamus (E). F-G. Modulation de la fréquence de
décharge des neurones 5-HT du RD par patch-clamp des souris 5-HT*WT (F) et 5-HT"*° (G) en
réponse a l'application d'insuline (300 nM). Panel bas: traces représentatives respectives. H.
Modification de la fréquence de décharge des neurones 5-HT par rapport a leur activité basale,
en réponse a l'insuline. Statistiques: T-test: *p<0,05. T-test apparié: ££p<0,01. One sample t-

test vs 100: ###p<0,001. One-way ANOVA, post-hoc: test de Tuckey: $$$p<0,001.

2. Conséquence de la délétion du récepteur a ’insuline des

neurones 5-HT sur le métabolisme énergétique et I’homéostasie

glucidique

Dans I’introduction, nous avons vu que la délétion génétique de I'IR cérébrale pouvait
induire des altérations du métabolisme énergétique et de I’homéostasie glucidique. Plus
particuliérement, la délétion de I’IR dans les neurones dopaminergiques induit de tels effets
(Konner et al., 2007). De ce fait, nous avons évalué les conséquences métaboliques de la
délétion de I’IR dans les neurones sérotoninergiques. En outre, le facteur de transcription Pet-
1, utilisé comme gene rapporteur dans la souris Pet-1-cre-mCherry, est également exprimeé par
les cellules B des ilots de Langerhans. Par conséquent, la création de la souris SeIRKO est
susceptible d’engendrer un phénotype métabolique similaire a la souris BIRKO (Beta cell
une hyperinsulinémie a jeun associée a des défauts de sécrétion et une intolérance au glucose.
De cette maniere, il est nécessaire de vérifier 1’état de I’homéostasie glucidique et du

métabolisme énergétique des souris 5-HT'RO,
Premicrement, nous n’avons observé aucune différence dans la masse corporelle des souris

en fonction de leur génotype (figure 41.A). Au cours d’un test de fasting-refeeding, nous

n’avons pas non plus observé de différence significative dans la prise alimentaire entre les deux
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groupes (figure 41.B). Afin d’observer d’éventuelles altérations de 1’homéostasie glucidique,
nous avons mesuré la glycémie a jeun des animaux. Toutefois, aucune différence significative
n’a pu étre observée entre les deux génotypes (figure 41.C). Le test de tolérance au glucose par
injection intrapéritonéale d’un bolus de glucose (2g/kg) permet d’observer une légére
diminution de 1’efficacité de la tolérance au glucose chez les souris 5-HT'® KO bien qu’elle ne
soit pas significative (figure 41.D). En revanche, les mesures des aires sous la courbe de ce test
entre to et tioo min permet de mettre en évidence une augmentation significative de ce parameétre
chez les souris 5-HT'RKO (figure 41.E). Ces données suggérent une légeére altération de
I’homéostasie glucidique chez la souris SEIRKO, malgré, le faible nombre d’animaux utilisé

au cours de ces expériences.
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Figure 41: Evaluation de différents parametres métaboliques chez la souris SeIRKO.
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A. Mesure de la masse corporelle. B. Evaluation de la prise alimentaire cumulée au cours du
temps apres une mise a jeun de 24h. C. Glycémie a jeun. D. Test de tolérance au glucose au
cours du temps en réponse a un bolus de glucose (2 g/kg) injecté par voie intrapéritonéale. E.
Mesure des aires sous la courbe du test de tolérance au glucose (D) entre to et tio min.

Statistiques: T-test: **p<0,01.

3. Caractérisation électrophysiologigue des neurones 5-HT du RD
des souris SeIRKO

Au cours de cette etude, nous avons combiné des approches par électrophysiologie in vivo
et ex-vivo sur tranches de RD. L’étude in vivo a permis de mettre en évidence une diminution
significative de la fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD chez les souris SeIRKO

comparé a leurs congeneres contréles (figure 42.A).

Nous avons, dans un second temps, étudié¢ les propriétés intrinséques d’excitabilité des
neurones 5-HT du RD par patch-clamp (figure 42.B). Les protocoles d’injection de courants
hyperpolarisants par incrémentation n’ont pas permis de mettre en évidence de différence
significative entre les deux groupes de souris (figure 42.C; 42.D). De la méme maniere, aucune
différence significative du nombre de PA en réponse a de forts courants dépolarisants (100,
200, 300 pA) n’a été observée (figure 42.E; 42.F).

Nous nous sommes par la suite intéressés aux conséquences de la délétion de I’IR sur les
propriétés intrinséques du PA des neurones 5-HT du RD (figure 42.1). Nos résultats indiquent
une tendance a la diminution de la rhéobase sans significativité statistique pour les souris
SelRKO (figure 42.G), ce qui est également le cas concernant 1’intervalle d’activation des
neurones (figure 42.H). En revanche, nous avons constaté une augmentation significative de la
durée du PA chez les animaux SeIRKO comparé a leurs congéneres contréles (figure 42.J).
Par ailleurs, nous avons aussi observé une diminution significative du temps d’ascension du PA
(figure 42.K) et du temps de déclin du PA chez les animaux SelRKO (figure 42.L). Toujours
concernant les propriétés intrinseques du PA, nous n’avons observé aucune différence
significative de son amplitude entre les groupes (figure 42.M). L’ AHP est une phase essentielle
du PA modulant notamment son activité et sa fréquence de décharge a travers différents canaux

ioniques. Nous n’avons observé aucune différence significative en ce qui concerne I’amplitude
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de I’AHP entre les groupes (figure 42.N). Cependant, nous avons constaté que le temps pour
atteindre le pic d’amplitude maximale de ’AHP était significativement plus élevé chez les
souris SeIRKO comparé a leurs congéneres contrdles (figure 42.0). Cette diminution du temps
pour atteindre le pic d’amplitude de I’AHP s’apprécie également au travers de la vitesse requise
pour atteindre ce pic, qui n’est pas compensée. De cette fagon, les animaux SeIRKO ont une
vitesse pour atteindre le pic de ’AHP significativement plus faible que leurs congéneres

controles (figure 42.P).

L’ensemble de la caractérisation électrophysiologique des souris SeIRKO a permis de
mettre en évidence plusieurs altérations des propriétés des neurones 5-HT du RD. Nous avons
notamment observé que leur fréquence de décharge était significativement plus faible chez ces
animaux. Cette diminution pourrait s’expliquer par 1’augmentation de la durée du PA mais aussi
par ’augmentation de la durée de I’AHP, allongeant la période réfractaire avant le prochain
PA. Ainsi, I’invalidation génétique de I’IR au sein du systéme 5-HT provoque des altérations
électrophysiologiques multiples au sein des neurones 5-HT du RD se traduisant par une activité
plus faible de ces neurones. Au vue de I’implication du systéme 5-HT dans la régulation du
comportement émotionnel, de telles altérations pourraient avoir des répercussions

comportementales chez les animaux SelRKO.
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Figure 42: Les souris SeIRKO présentent une diminution de ’activité des neurones 5-

HT du Raphé dorsal associée a des altérations de leurs propriétés intrinseques.
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A. Activité de décharge des neurones 5-HT du RD mesurée par électrophysiologie in vivo. B.
Utilisation de souris triple transgénique 5-HT®WT et 5-HT'®*C exprimant la mCherry sous le
controle du facteur de transcription Pet-1, permettant la visualisation des neurones 5-HT par
fluorescence lors d'expériences d'électrophysiologie sur tranche de RD. C. Modulation du
potentiel de membrane en réponse a des créneaux hyperpolarisants incrémentiels. D. Traces
représentatives au cours du protocole appliqué en C, visualisant I'injection du premier courant
hyperpolarisant et du courant appliqué pour obtenir la rhéobase. E. Trace représentative du
nombre de potentiel d'action observé en réponse a l'injection d'un courant de 200 pA. F.
Nombre de PA en réponse a des injections de courants dépolarisants incrémentiels. G. Mesure
de la rhéobase. H. Mesure de l'intervalle d'activation des neurones. I. Trace représentative d'un
PA observé a la rhéobase. J. Durée du PA. K. Temps d'ascension du PA. L. Temps de déclin du
PA. M. Amplitude du PA. N. Amplitude de I'’AHP. O. Temps pour atteindre le pic d'amplitude
maximale de I’AHP. P. Vitesse pour atteindre le pic d'amplitude maximale de I'’AHP. Statistiques:

Mann-Whitney: #p<0,05: ##p<0,01; ###p<0,001. T-test: *p<0,05; ***p<0,001.

4. Conséquence de la délétion du récepteur a P’insuline des

neurones 5-HT sur le comportement émotionnel

Dans un second temps nous avons effectué une batterie de tests visant a phénotyper le
comportement émotionnel des souris SeIRKO. Ces tests ont pour objectif d’évaluer les
conséquences de la délétion de I’IR dans les neurones 5-HT sur le comportement pseudo-
anxieux et pseudo-dépressif, selon notre hypothése de recherche. Au cours du test du labyrinthe
en croix surélevée, nous avons observé une augmentation significative du temps passé dans les
bras ouverts chez les souris 5-HT'RKO comparé a leurs congénéres sauvages (figure 43.A).
Dans le test de la boite clair/obscur, nous observons une diminution significative du temps passe
dans le compartiment obscur pour les souris 5-HT'RKO comparé aux souris 5-HT'RWT (figure
43.B). D’autre part, nous n’avons pas observé de différence significative du temps passé dans
le centre du champ ouvert entre les groupes (figure 43.C). La mesure de 1’activité locomotrice
des souris au cours de ce test n’a pas permis de mettre en évidence de différence significative

relative a ce paramétre entre les deux génotypes (figure 43.D). Enfin, les résultats du test
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d’alimentation supprimée par néophobie indiquent que les souris SeIRKO ont une latence a se
nourrir significativement plus faible que leurs congéneres sauvages, comme représenté par la
courbe de survie de Kaplan-Meier (figure 43.E). Nous avons également mesuré le
comportement de résignation des souris de cette lignée a travers le test de suspension par la
queue. Nos résultats indiquent que les souris SeIRKO ont un temps d’immobilité

significativement plus faible que leurs congéneres controles (figure 43.F).
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Figure 43: La délétion du récepteur a l’insuline dans les neurones 5-HT diminue le

comportement de type anxieux et de résignation des souris.

A. Temps passé dans les bras ouverts de 'EPM. B. Temps passé (%) dans le compartiment
sombre du light/dark box. C. Temps passé dans le centre de I'OF. D. Activité locomotrice au
cours de |I'OF. E. Courbe de survie en fonction de la latence a se nourrir dans le NSF. F. Temps
d'immobilité totale dans le TST. Statistiques: T-test: *p<0,05; ***p<0,001. Test de Mantel-Cox:
#p<0,05.
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En somme, cette caractérisation comportementale nous permet d’observer que la délétion
de I’IR conditionnel des neurones 5-HT diminue le comportement de type pseudo-anxieux et
de résignation chez la souris. Ces résultats sont opposés a notre hypothése et nécessitent par

conséquent d’approfondir les mécanismes qui pourraient expliquer ce phénotype

comportemental.
Metabolism Emotional behavior DR 5-HT neurons
l, Glucose tolerance ¢ Unconditionned-anxiety J, Firing activity

(EPM, NSF, L/D)

T AP duration
J' Despair

(TST) 4 AHP duration

Tableau 12: Récapitulatif de la caractérisation métabolique, comportementale et

électrophysiologique des souris SeIRKO
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5. Interprétation expérimentale

5.1 Homéostasie glucidique des souris SeIRKO

La potentielle intolérance au glucose des souris SeIRKO est intéressante car on observe ce
méme phénomene chez les souris BIRKO. Par consequent il est probable que la recombinaison
par I’enzyme cre ait également invalidé le récepteur a I’IR au travers du gene rapporteur Pet-1
exprimé par la cellule . D’autre part, nous n’avons pas pu a ce jour évaluer la sécrétion
pancréatique d’insuline chez ces souris, un parametre qui nous renseignerait davantage sur le
statut métabolique de ces souris. Enfin, I’analyse de I’expression de I’IR dans les cellules 3 des
animaux SeIRKO permettrait de déterminer de maniére claire ’invalidation ou non de ce

récepteur dans ces cellules.

5.2 Relation entre I’état du systéme sérotoninergique et le phénotype

comportemental des souris SeIRKO

L’objectif de cette étude était d’évaluer les conséquences comportementales d’un défaut
d’action de I’insuline sur les neurones 5-HT, modélisant une résistance a I’insuline paroxystique
de ces neurones. Contrairement a notre hypothése, nous avons observé que les souris SeIRKO
présentent un phénotype comportemental de type anxieux et de résignation réduit comparé a
leurs congéneéres controles. Ce phénotype comportemental est également accompagné d’une
diminution de I’activité des neurones 5-HT du RD pouvant étre expliquée par 1’altération de
certaines de leurs propriétés intrinséques. La construction génétique de ce modéle confére une
invalidation développementale du récepteur a I’insuline dans les neurones 5-HT. Or, comme
nous 1’avons vu, I’insuline joue également le role de facteur neurotrophique et neuroprotecteur
dont I’implication est cruciale au cours du développement (Brining et al., 2000). Par
conséquent, il est probable que le développement du systeme sérotoninergique de la souris
SelRKO ait été perturbé par I’invalidation génétique de I’IR au sein de cette population
neuronale. Etant donné le role neuroprotecteur de 1’insuline au cours du développement nous
pouvons ainsi émettre I’hypothése que la délétion de I’IR a engendré une diminution de la survie

des neurones 5-HT et par conséquent de leur nombre final.
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Dés lors, un phénotype hyposérotoninergique cerébrale de la souris SeIRKO, soutenu
notamment par [’activité réduite des neurones 5-HT du RD, permettrait d’expliquer le
phénotype comportemental observé chez ces souris (tableau 13). En effet, on observe
également une diminution du comportement anxieux chez les souris présentant un KO
développemental de Pet-1 ou de Lmx1b (Dai et al., 2008; Kiyasova et al., 2011; Liu et al., 2010)
dont la diminution de la population des neurones 5-HT est respectivement de 80% et 100%
(Ding et al., 2003; Hendricks et al., 1999). La diminution des taux de sérotonine extracellulaire
au moyen de la surexpression de SERT ou de I’invalidation de VMAT?2 induit également une
diminution du comportement de type anxieux chez la souris (Jennings et al., 2006; Narboux-
Néme etal., 2011). D’autre part, I’invalidation génétique de I’enzyme TPH2 entraine également
une diminution du comportement pseudo-anxieux (Maddaloni et al., 2018; Waider et al., 2017,
2019). Enfin, le comportement de résignation est significativement diminué dans différents
modéles d’hyposérotoninergisme développemental (Maddaloni et al., 2018; Savelieva et al.,
2008).

La diminution de I’activité de décharge des neurones 5-HT du RD pourrait aussi étre le
résultat de la sensibilité accrue, ou de la surexpression du récepteur 5-HT1a, augmentant de ce
fait I’autonihibtion tonique de ce récepteur sur le systeme sérotoninergique. En effet, au cours
d’une expérience préliminaire, nous avons observé une tendance de I’expression de ce récepteur
plus importante chez les souris SeIRKO comparée aux souris WT. Or, la littérature met en
évidence que le KO développemental du récepteur 5-HT1a chez la souris, augmente le
comportement de type anxieux (Heisler et al., 1998). En accord avec ce phénotype
hypersérotoninergique, la diminution de 1’expression de I’autorécepteur 5-HTia par génie
génétique est associé a I’augmentation de la fréquence de décharge des neurones 5-HT du RD
(Richardson-Jones et al., 2010). De plus, ’augmentation du comportement de type anxieux
chez la souris en réponse a I’invalidation génétique du récepteur 5-HT1a semble étre dépendant
de la fenétre temporelle du KO. En effet, I’invalidation génétique du récepteur 5-HT1a jusqu’a
P21 est suffisant pour augmenter le comportement de type anxieux a 1’age adulte, ce qui n’est
plus le cas lors d’un KO a I’age adulte (P80) (Gross et al., 2002). Par conséquent, 1’absence du
récepteur 5-HT1a au cours de la 3°™¢/4°™ semaine postnatale est cruciale dans le développement
normal du comportement de type anxieux chez la souris. De maniere similaire, un phénotype
hypersérotoninergique au cours du développement, de P4 a P21, modélisé via I’inhibition de la
recapture de la sérotonine par la fluoxétine, provoque des résultats opposés a ceux observés lors

du traitement chez 1’adulte. En effet, on observe que I’inhibition du SERT pendant cette période
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augmente le comportement de type anxieux a 1’age adulte (Ansorge et al., 2004; Soiza-Reilly
et al., 2019) a I’instar des mod¢les présentant une délétion constitutive du SERT (Ansorge et
al., 2004; Lira et al., 2003).

Collectivement I’ensemble des données de la littérature indique que 1’altération de la
neurotransmission sérotoninergique via la modulation de ses éléments de régulation au cours
du développement perturbe la mise en place du comportement de type anxieux. Plus
précisement, la fenétre développementale de P15 a P21 semble étre cruciale dans la maturation
des réseaux neuronaux régulant le comportement de type anxieux par la sérotonine. De ce fait,
une dérégulation du systeme 5-HT au cours de cette période par I’invalidation constitutive de
I’IR au sein de cette neurotransmission pourrait expliquer les modifications du comportement
anxieux des souris SeIRKO observées a 1’age adulte. Plus précisément, la diminution de
I’activité de décharge des neurones 5-HT du RD suggere un phénotype hyposérotoninergique
cérebral chez les souris SelIRKO. La diminution du comportement anxieux constamment
reportée dans les études de modeles hyposérotoninergiques constitutifs, qui est également

observée chez les souris SeIRKO, renforce d’autant plus cette hypothése.
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Genetic model Unconditionned Conditionned Depressive-like References

anxiety anxiety behaviours

(immobility)
I |
Lmx1blox/lox:-ePetcre l EPM, NSF T contextual FC Zhao et al., 2006
Dai et al., 2003
Pet1 -/- T EPM OF T contextual and Normal FST ~ Hendricks et al., 2003

' cued FC
Schaefer et al., 2009
} EPM, NSF Kiyasova et al., 2011
Pet1lox/-::ePetcreERT2 T EPM, OF Liuetal., 2010
Tph2 /- Normal, OF Normal cued FC l FST Savelieva., 2003
l EPM T contextual and T FST TST Lesh et al., 2012
cued FC ’

Tph2 R439H variant T light/dark box T FST, TST Beaulieu et al., 2008
Vmat2 +/- Normal: OF, NSF, P st Tt Fukui et al., 2007

light/dark box, zero maze

Vmat2lox/lox:: Sertcre l NSF l TST Narboux-Néme et al., 2011
Sert-overexpressing l EPM Jennings et al., 2006
Pet1-Tox l OF T contextual FC Kim et al., 2009
En1/Pet1-Tox l OF Normal contextual FC Kim et al., 2009

Tableau 13: Conséquences comportementales d’un hyposérotoninergisme central
dans différents modéles murins.

D’apres (Fernandez and Gaspar, 2012).

Par ailleurs, les études comportementales mettent également en évidence qu’un phénotype
hyposérotoninergique développemental confére une vulnérabilité accrue au développement de
troubles émotionnels dans le modele de défaite sociale chronique (Sachs et al., 2015) ainsi que
I’exacerbation de la réponse de peur conditionnée (Dai et al., 2008; Hendricks et al., 2003; Zhao

et al., 2006). A cette heure, nous n’avons pas soumis les animaux SeIRKO a ce genre de
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paradigme. Néanmoins, en extrapolant ces données il est possible que I’invalidation de I’IR
dans les neurones 5-HT ayant conduit a un phénotype hyposérotoninergique, provoque une
susceptibilité accrue des souris SeIRKO a développer des troubles du comportement

émotionnel en réponse a un stress chronique.

A la lumiére des données de la littérature, I’interprétation des résultats concernant les souris
SelRKO relatifs a notre hypothese de recherche semble limitée par le biais développemental de
notre modele. L’observation d’un phénotype ps