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RÉSUMÉ 
 
 

Les études épidémiologiques estiment que le risque de dépression majeure (DM) est 
plus élevé chez les patients diabétiques comparé à la population générale. Des études plus 
spécifiques corrèlent la dégradation de certains paramètres métaboliques avec les symptômes 
anxio-dépressifs chez l’humain. C’est notamment le cas pour l’insulino-résistance périphérique 
qui est positivement corrélée à la sévérité de la DM. En revanche, les conséquences de 
l’insulino-résistance centrale sur les troubles dépressifs n’ont jamais été étudiées de manière 
approfondie non seulement en clinique mais également chez l’animal. Compte tenu de la 
présence du récepteur à l’insuline dans le cerveau, une des hypothèses serait que cette hormone 
module directement (ou indirectement) l’activité des systèmes monoaminergiques et 
notamment celle des neurones sérotoninergiques (5-HT) majoritairement regroupés dans le 
noyau dorsal du raphé (DRN). En effet, si l’influence de l’insuline sur le système 
dopaminergique et le comportement alimentaire a déjà été montré, très peu d’études se sont 
intéressées à son impact sur le système 5-HT pourtant clé dans la physiopathologie de la DM.  

Au cours de ce travail de thèse, nous avons pu montrer que le récepteur à l’insuline est 
présent sur les neurones 5-HT du DRN. Nous avons caractérisé l’effet excitateur de l’insuline 
sur l’activité électrique de ces neurones par patch clamp. Toutefois, in-vivo l’insuline induit un 
effet net inhibiteur sur le tonus sérotoninergique. Ces résultats nous ont conduit à tester les 
effets comportementaux de l’insuline et à montrer ses effets anxiolytiques suite à son injection 
intra-raphé ou intra-nasale chez la souris saine. Dans un second temps, nous nous sommes 
placés dans un contexte pathologique afin de mieux comprendre l’impact de la perturbation de 
la signalisation de l’insuline sur les comportements émotionnels. Pour cela, nous avons étudié 
l’activité du système 5-HT et les comportements anxio-dépressifs dans des modèles murins de 
diabète de type 1 et 2 (DT1/DT2). Dans ces deux modèles, que ce soit dans un contexte 
d’insulinopénie (DT1) ou d’insulino-résistance (DT2), les souris présentent un phénotype 
anxieux et certains symptômes de la DM associés à un diminution de l’activité du système 5-
HT du DRN. Enfin, nous avons tenté d’identifier l’implication de l’apeline, une adipokine 
connue pour ses propriétés insulino-sensibilisatrice sur les anomalies comportementales 
induites par un DT2. Nos résultats montrent que les souris présentant une invalidation génétique 
de l’apeline, sont plus susceptibles de développer une insulino-résistance en réponse à un 
régime alimentaire diabétogène. Une diminution de l’activité du système 5-HT et une anxiété 
exacerbée ont également été observés dans ces conditions. De manière intéressante le traitement 
par la metformine, un antidiabétique aux propriétés insulino-sensibilisatrice, ne permet pas 
l’amélioration des paramètres métaboliques de ces souris mais améliore leur phénotype 
anxieux. 

Ainsi ce travail de thèse souligne l’existence d’interactions anatomiques et 
fonctionnelles entre le système insulinergique et 5-HT central ainsi que leur importance dans 
l’anxiété, un trouble psychiatrique souvent annonciateur d’un épisode dépressif. Par ailleurs, 
nous avons identifié l’apeline comme un acteur potentiel impliqué dans la comorbidité diabète-
dépression laissant entrevoir de nouvelles pistes thérapeutiques ciblant cette adipokine ou 
l’insuline directement. Finalement, ces travaux de thèse appuient l’hypothèse selon laquelle des 
stratégies insulino-sensibilisatrices pourraient améliorer les symptômes anxio-dépressifs avec 
ou sans comorbidité métabolique. Ils ouvrent également la voie au développement de stratégies 
de potentialisation basées sur l’utilisation de l’insuline ou autres antidiabétiques oraux pour 
renforcer l’efficacité des antidépresseurs. En revanche, les mécanismes qui sous-tendent ces 
effets méritent d’être encore mieux caractérisés. 
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ABSTRACT 
 
 

Epidemiological studies estimate a higher risk of developing major depression (MD) 
among diabetic patients compared to the general population. More specifically, human studies 
highlighted correlations between impairments of metabolic parameters and depressive 
symptoms. Peripheral insulin resistance could be determinant in this relationship since defect 
in insulin signaling positively correlates with the severity of MD. However, brain insulin 
resistance consequences on depressive disorders in humans and pre-clinical models are yet to 
be deeply investigated.  Because the brain is endowed with a high density of insulin receptor, 
it has been proposed that insulin could directly (or indirectly) modulates monoaminergic 
systems and more particularly serotonergic (5-HT) neuronal activity in the dorsal raphe nucleus 
(DRN). In agreement with the latter hypothesis, previous findings indicate that insulin 
influences the dopaminergic system and related feeding behaviors but only few studies have 
focused on the impact of this hormone on the 5-HT system yet indisputably involved in MD.  
During this thesis, we were able to show that insulin receptor is expressed in DRN 5-HT 
neurons. Interestingly, although in-vitro patch-clamp experiments emphasize a direct excitatory 
effect of insulin on DRN 5-HT neuronal activity, in vivo electrophysiological and 
neurochemical data are consistent with a net inhibitory effect on this system leading to a 
decreased 5-HT tone in the hippocampus. These results led us to test whether insulin modulates 
neurobehaviors. Doing so, we demonstrated that acute intra-DRN or intra-nasal insulin 
injection produces anxiolytic-like effects in healthy mice. In a second part, we studied the 
activity of the 5-HT system and anxio-depressive-like behaviors in mouse models of type 1 or 
type 2 diabetes (T1D/T2D) thereby providing insight into the relationship between insulin 
signaling impairment and emotionality. In a context of insulinopenia (T1D) or insulin resistance 
(T2D), mice displayed apparent anxious behaviors accompanied by a significant reduction of 
5-HT firing rate. Then, we tried to identify the implication of apelin, an adipokine known for 
its insulin-sensitizing properties, in T2D-induced behavioral anomalies. Our results showed that 
Apelin knock-out mice are more prone to develop insulin resistance in response to a 
diabetogenic diet but also marked behavioral disturbances reminiscent of anxiety. Interestingly, 
although chronic metformin treatment, an oral antidiabetic drug, did not improve peripheral 
metabolic parameters, it exerted anxiolytic-like effects in these mutant mice.  

Thus far, this work highlights the existence of anatomic and functional interactions 
between insulinergic and serotonergic systems and their importance in anxiety, a psychiatric 
disorder often predictive of depressive episodes. Furthermore, we identified apelin as a 
potential actor implicated in the comorbidity between diabetes and depression anticipating 
putative pharmacological strategies targeting this adipokine. Indeed, this work strengthens the 
hypothesis in which insulin-sensitizers could alleviate anxio-depressive symptoms in patients 
displaying (or not) metabolic syndrome. It also paves the way for the development of 
potentiation strategies based on the use of insulin or antidiabetic treatments to reinforce 
antidepressant efficacy. However, the mechanisms underpinning such effects warrant further 
investigations for future studies.  
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I. La dépression majeure 
 

A. Épidémiologie 

 
La dépression majeure (DM) est un trouble psychiatrique qui, selon l’Organisation 

mondiale de la Santé, affecte plus de 300 millions de personnes de tout âge faisant d’elle la 

première cause d’incapacité dans le monde (OMS ; James et al., 2017 ; Otte et al., 2016). Elle 

touche deux fois plus les femmes que les hommes et on estime qu’environ 15% de la population 

mondiale vivra un épisode dépressif au cours de sa vie (Kessler, 2003 ; Seedat et al., 2009 ; 

Bromet et al., 2011). Le diagnostic de la dépression majeure se base sur le DSM-V (Diagnostic 

and Statistical Manual of Mental Disorders - V). Il décrit la DM comme un épisode d’au moins 

deux semaines au cours duquel l’individu présente au moins 5 des 9 symptômes couramment 

associés à ce trouble (voir Tableau 1). Les données épidémiologiques de la dépression risquent 

fortement d’être impactées par la crise sanitaire mondiale actuelle. En effet, une méta-analyse 

regroupant 13 études publiées entre le début de la pandémie de la Covid-19 et mai 2020 montre 

déjà une prévalence avoisinant les 30% pour cette période (Salari et al., 2020). 

La DM est très largement associée à l’anxiété mais également à d’autres troubles 

psychiatriques comme la schizophrénie ou les troubles bipolaires (Belmaker and Agam, 2008, 

Whitton et al., 2015). Il est courant de développer de l’anxiété dans le syndrome dépressif. 

Réciproquement, l’anxiété peut participer à la formation de la DM. C’est pour cela que l’on 

parle communément de syndrome anxio-dépressif.  

 

Tableau 1 – Symptômes de la dépression majeure selon le DMS-V. D’après l’American 
Psychiatric Association, 2015. 

 

Listes des symptômes de la dépression majeure 

Humeur dépressive 
Augmentation/diminution de 

l’appétit 
Perte d’intérêt, de plaisir 

Agitation ou retard 

psychomoteur 
Insomnie ou hypersomnie 

Sentiment d’inutilité ou de 

culpabilité excessive ou 

inappropriée 

Fatigue ou perte d’énergie 
Diminution de la 

concentration, motivation 

Pensées récurrentes pour la 

mort et le suicide 
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B. Étiologie  

 
L’étiologie exacte de la dépression majeure n’est pas connue mais différentes 

hypothèses (non exclusives) ont vu le jour grâce à la recherche et notamment la découverte des 

premiers antidépresseurs. En effet, entre 1950 et 1955, des chercheurs se sont aperçus qu’un 

antituberculeux (Iproniazide, Marsilid©) améliorait l’humeur des patients atteints de 

tuberculose. Ils se sont rendus compte que cet agent pharmacologique inhibait les monoamines 

oxydases, enzymes de dégradation des monoamines, mettant ainsi en lumière l’importance de 

ces systèmes dans la régulation de l’humeur. C’est donc la sérendipité de la découverte des 

antidépresseurs qui est à l’origine de ladite hypothèse monoaminergique (Hamon et Blier 

2013). Cette hypothèse repose donc sur la théorie d’une déficience en monoamines traduisant 

un dysfonctionnement des neurotransmissions sérotoninergique, noradrénergique et/ou 

dopaminergique.  

Il existe aussi l’hypothèse reposant sur une dérégulation de l’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien (axe HPA), autrement nommé axe corticotrope. Un défaut de 

rétrocontrôle négatif sur cet axe en réponse à un stress serait responsable de sa suractivation et 

conduirait à une libération importante d’hormone de stress (cortisol chez 

l’humain/corticostérone chez l’animal) dans le sang. L’excès de glucocorticoïdes résultant 

d’une inadaptation de la réponse endocrine au stress sont connus pour participer au 

développement des symptômes dépressifs. Ces mécanismes agiraient notamment de manière 

négative sur la plasticité cérébrale (Pariante and Lightman., 2008 ; Willner et al., 2013).  

L’hypothèse neurotrophique stipule que l’altération du processus de neurogénèse 

hippocampique et de plasticité synaptique sont des mécanismes clés dans la DM qui pouraient 

se mettre en place en réponse à un déficit de neurotransmission monoaminergique et/ou une 

dérégulation de l’axe HPA. Cette piste est très étudiée depuis les années 2000 pour tenter 

d’expliquer le développement progressif de la DM et le mécanisme d’action des antidépressuers 

(Liu et al., 2017).  

Enfin, l’hypothèse inflammatoire reposant sur l’implication des acteurs de 

l’inflammation périphérique et centrale constitue un axe de recherche incontournable pour 

tenter de comprendre les causes de la DM (Beurel et al., 2020).  

Il semblerait que l’étiologie de la DM ne soit pas dû à une seule de ces hypothèses car 

aucune d’elles, prise séparément, ne rendrait compte de la complexité de la pathologie. Au 

contraire, il est fort probable que la DM repose sur plusieurs de ces altérations neurobiologiques 

et que celles-ci soient intimement liées, notamment d’un point de vue fonctionnel. 
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Nous nous focaliserons dans ces travaux de thèse sur la description de l’hypothèse 

monoaminergique mais surtout sur l’implication du système sérotoninergique dans la 

physiopathologie de la DM. Les autres hypothèses ne seront pas pour autant écartées du 

raisonnement de cette étude et de l’interprétation de nos données expérimentales. 

 

 

 

L’hypothèse monoaminergique : rôle du système sérotoninergique 
 

Comme mentionné précédemment, l’hypothèse monoaminergique provient du 

mécanisme d’action des antidépresseurs découvert dans les années 50. S’en suit l’apparition 

des antidépresseurs touchant plusieurs systèmes avec les antidépresseurs tricycliques (TCA) 

qui inhibent les transporteurs des monoamines avec différentes affinités. En raison de leur 

cardiotoxicité, des traitements ont progréssivement été remplacés par les inhibiteurs de 

recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN), même s’ils restent aujourd’hui une 

option thérapeutique de choix dans les formes sévères de DM. Le risque lié à l’augmentation 

des taux de noradrenaline en réponse au blocage du transporteur NET, a conduit entre les années 

1970 et 1980, au développement de molécules plus sélectives. C’est ainsi que l’intérêt pour le 

système sérotoninergique (ou système 5-HT pour 5-hydroxytryptamine) grandit et que les 

inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS) voient le jour avec la fluoxétine 

(Prozac©) comme chef de file développée par l’industrie pharmaceutique Eli Lilly (Wong et 

al., 1974). Cet ISRS fut mis sur le marché en 1986.  

D’un point de vue phylogénétique, la sérotonine est l’un des plus anciens 

neurotransmetteurs. En effet ce système fait intervenir 16 sous-types de récepteurs différents 

regroupés en 7 familles (selon la nature de leur couplage) et les fibres sérotoninergiques sont 

omniprésentes dans le cerveau innervant notamment la plupart des structures corticales et sous-

corticales impliquées dans la régulation de l’humeur (Figure 1). La sérotonine joue aussi un 

rôle majeur dans d’autres fonctions vitales comme la régulation thermique, la prise alimentaire, 

le sommeil, la mémoire et d’autres fonctions périphériques.  
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Figure 1. Schéma des principales structures cérébrales impliquées dans la dépression 

majeure et leurs interactions anatomiques et fonctionnelles via les monoamines. D’après 

Filatove et al., 2021. BDNF = brain-derived neurotrophic factor; BNST = bed nuclei stria 

terminalis; CRF = corticotropin-releasing factor; DA = dopamine; DPFC = dorsal prefrontal 

cortex; Glu = glutamine; GABA = gamma-aminobutyric acid; HiN = histamine; Hipp = 

hippocampus; HT = hypothalamus; 5-HT = serotonin; LC = locus ceruleus; NA = 

noradrenaline; NAc = nucleus accumbens; Oxn = orexin; SCN = suprachiasmatic nucleus; 

TMN = tuberomammilar nucleus; RN = raphe nucleus; PVN = paraventricular nucleus; VOPFC 

= ventral and orbital prefrontal cortex; VTA = ventral. 

 

Si on se focalise sur les preuves cliniques qui relient le système sérotoninergique à la 

DM, on peut distinguer deux axes majeurs, à savoir l’altération d’acteurs impliqués dans le 

métabolisme de la sérotonine et la modulation des acteurs du système 5-HT (récepteurs, 

transporteur, etc.). Concernant l’altération directe du métabolisme de la sérotonine, il a été 

montré que des patients atteints de DM présentent une diminution des taux plasmatiques de L-

Trp (L-tryptophane), le précurseur de la sérotonine, et des taux plus élevés de 5-HIAA (acide 
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5-hydroxyindolacétique), métabolite de la sérotonine (Ogawa et al., 2014 ; Dencker et al., 1966, 

Mendels et al., 1972, van Prag and de Haan, 1979). Bien que les mécanismes responsables de 

la diminution des taux de tryptophane ne soient pas encore complètement élucidés, des données 

récentes montrent que les cytokines inflammatoires peuvent diminuer les concentrations 

circulantes de tryptophane par l’induction de l’enzyme Indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) à 

la fois à la périphérie et dans le cerveau. L’IDO est la première enzyme de dégradation de cet 

acide aminé dans la voie de la kynurénine s’accomplissant au détriment de la voie de la synthèse 

de sérotonine (Vancassel et al., 2018, Dinel et al., 2014). Ces résultats sur la dimunution de 

tryptophane font également écho à la diminution d’expression de TPH2 (tryptophan 

hydroxylase 2), enzyme de synthèse limitante de la sérotonine et à l’augmentation d’expression 

de la MAO (monoamine oxydase), enzyme de dégradation de la sérotonine (Meyer et al., 2006 ; 

Zhang et al., 2015). Ces modulations d’expression peuvent résulter de polymorphismes 

génétiques qui sont associées à une plus grande susceptibilité de développer la DM et/ou à une 

vulnérabilité accrue au suicide (Chiuccariello et al., 2014; Lopez de Lara et al., 2007 ; Lim et 

al., 2007). Ensemble, ces altérations du métabolisme de la sérotonine convergent vers un 

renouvellement/turnover accéléré de celle-ci chez les patients dépressifs qui est notamment 

contrebalancé par l’administration d’ISRS (Barton et al., 2008).  

D’autres polymorphismes génétiques des acteurs du système sérotoninergique semblent 

impliqués dans l’étiologie de la DM, notamment ceux du SERT (transporteur de la sérotonine), 

mais aussi ceux de nombreux récepteurs à la sérotonine. Le SERT codé par le gène SLC6A4 

présente deux polymorphismes décrits comme court, appelé « s », ou long, « l ». (Heils et al., 

1996). L’allèle « s », associé à une plus grande vulnérabilité à la DM, diminue l’expression de 

50% du SERT entrainant une diminution de la clairance synaptique de la sérotonine 

(Luddington et al., 2009). Quant aux récepteurs, beaucoup d’entre eux sont également décrits 

comme ayant une expression modifiée chez des patients atteints de DM mais aussi des capacités 

de fixation altérées (pour revue : Köhler et al., 2016).   

 

Outre les preuves cliniques, les modèles précliniques ont aussi permis d’apporter des 

preuves supplémentaires quant à l’implication du système sérotoninergique dans la DM. Par 

exemple, une diminution du tonus sérotoninergique associée à une hypersensibilité de l’auto-

récepteur 5-HT1A dans un modèle génétique de dépression (« souris helpless/souris Rouen ») a 

été rapportée (Yacoubi et al., 2013). On retrouve globalement une diminution du taux de 

sérotonine dans les structures limbiques, dont le raphé dorsal de souris présentant des 

comportements pseudo-dépressids suite à une séparation maternelle (Ohta et al., 2014). Des 
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anomalies sont aussi remarquables dans des modèles de stress chroniques. Une diminution de 

la quantité de sérotonine associée à une hypofonction du système sérotoninergique a été 

observée dans le cortex préfrontal médian de souris soumises aux stress chroniques modérés 

imprévisibles (UCMS pour « Unpredictable Chronic Mild Stress ») (Ahmad et al., 2010 et Lu 

et al., 2019). On peut retrouver, dans le modèle de dépression induite par la défaite sociale, une 

augmentation de sérotonine intracellulaire hippocampique durant le stress coïncidant avec une 

augmentation de l’expression du SERT dans le DRN, l’hippocampe, l’amygdale et le cortex 

frontal (Zhang et al., 2012 et Keeney et al., 2006). Restant sur ces considérations, on peut 

également citer des travaux montrant que si on impacte directement le métabolisme de la 

sérotonine en induisant un déficit de 60-80% de synthèse de celle-ci grâce à une mutation 

génétique de la tryptophane hydroxylase 2 (R439H), les souris présentent une plus forte 

vulnérabilité au stress (Sachs et al., 2015). Dans la même idée, de nombreux modèles 

génétiques de déficience en sérotonine montrent une perturbation des comportements anxio-

dépressifs (pour revue : Fernandez and Gaspar, 2012). 

Il existe aussi des perturbations du système 5-HT dans les modèles induits par des 

traitements. En effet, dans le modèle induit par l’administration chronique de corticostérone, 

une diminution des courants excitateurs post-synaptiques perçus par les neurones 5-HT du 

raphé dorsal a été observée (Prouty et al., 2019 et Sowa et al., 2019). On retrouve également 

moins de 5-HT hippocampique dans le modèle de dépression induit par l’injection d’un agent 

pro-inflammatoire, le lipopolysaccharide (LPS) (Carabelli et al., 2020).  

Enfin, l’optogénétique et chémogénétique s’avèrent être des outils incontournales pour 

apprehénder les liens entre le système sérotoninergique et les comportements anxio-dépressifs 

(Figure 2). En effet, différents travaux montrent que l’activation optogénétique des neurones 5-

HT du DRN entraine des effets de types antidépresseurs alors que celle des neurones 5-HT du 

noyau du raphé médian (MRN) est responsable d’un état d’anxiété (Ohmura et al., 2014 ; Abela 

et al., 2020). Bien que les approches optogénétiques soient utiles pour un contrôle aigu 

spécifique de l’acitivté des neurones 5-HT, le recours à la chémogénétique s’avère 

indispensable pour modéliser des effets chroniques de la manipulation des neurones 5-HT. Le 

DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs) hM3Dq couplé à une 

protéine Gaq a pu être utilisé pour activer les neurons 5-HT du DRN de manière plus prolongée. 

À court et long terme, l’activation de cette population neuronale par la clozapine N-oxides 

(CNO) induit également des effets de type antidépresseurs (Teissier et al., 2015 ; Urban et al., 

2016) et celle des neurones 5-HT du MRN des effets de type anxiogèniques et pro-dépressifs 

(Li et al., 2018).  
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Figure 2. Approches optogénétiques et chémogénétiques dans l'étude de l'implication du 
système 5-HT dans la modulation de l'humeur. Les animaux sont injectés avec des vecteurs 
viraux exprimant soit l’opsine soit le DREADD qui vont promouvoir l’activation ou l’inhibition 
d’un réseau neuronal spécifique (dans ce schéma les neurones 5-HT du DRN). Dans le cadre 
de l’approche optogénétique, l’activation de l’opsine se fait en réponse à une lumière envoyée 
à travers une fibre optique placée au préalablement par chirurgie stéréotaxique. Pour l’approche 
de chémogénétique, l’activation du DREADD se fait via le CNO injecté par voie 
intrapéritonéale ou administré dans l’eau de boisson. Pendant l’activation lumineuse ou après 
l’administration de CNO, les comportements émotionnels sont évalués à travers une batterie de 
test dont des tests d’anxiété et de depression. 
 

 

Tant sur le point du vue préclinique que clinique, différentes preuves expérimentales viennent 

étayer l’importance du système sérotoninergique dans la physiopathologie de la DM. Puisque 

ce système est au cœur de ce projet de thèse, les paragraphes ci-dessous détaillent son 

organisation anatomique et fonctionnelle dans le système nerveux central.  
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C. Le système sérotoninergique  

 
 

1. Anatomie des noyau du raphé (DRN) 
 

Les neurones sérotoninergiques sont localisés dans 9 noyaux nommés de B1 à B9 selon 

la nomenclature classique, situés au niveau du pont, du mésencéphale et du bulbe rachidien. 

Ces noyaux sont regroupés en deux sous-groupes selon leurs projections. Les noyaux les plus 

rostraux dans le mésencéphale et le pont rostral (B5-B9) dont le raphé dorsal (RD) (B6, B7) et 

le raphé médian (B5, B8) projettent dans des structures du prosencéphale et modulent l’humeur, 

la mémoire et le cycle sommeil-éveil. Quant aux noyaux plus caudaux du pont caudal et de la 

médulla : le raphé magnus (B3), le raphé obscurus (B2) et le raphé pallidus (B1) projettent dans 

la moelle épinière et participent au contrôle de la nociception, du mouvement et de la régulation 

du système nerveux autonome (Lesch and Waider, 2012, Figure 3).   

 

 
 

Figure 3. Représentation schématique du système sérotoninergique. D'après Lesch and 
Waider, 2012. DR = dorsal raphe nucleus; MR = median raphe nucleus ; MFB = medial frontal 
bundle. 
 
Au cours de cette thèse nous avons focalisé nos recherches sur le noyau dorsal du raphé, 

notamment dans la cadre des études électrophysiologiques. A ce titre, la suite de ce chapitre 

détaillera plus en profondeur les propriétés anatomiques et fonctionnelles de ce noyau 

sérotoninergique.  

 

Le noyau du raphé dorsal est subdivisé en 3 sous-régions anatomiques, la partie 

dorsomédiane, la partie ventromédiane et les ailes latérales. Il contient des neurones 
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sérotoninergiques mais également des neurones GABAergiques, dopaminergiques et 

peptidergiques (Figure 4).  

Les neurones sérotoninergiques du DRN représentent jusqu’à 60% des neurones ce qui 

équivaut à environ à 9000 neurones chez la souris (Ishimura et al., 1988 ; Descarries et al., 

1982. Ces neurones sérotoninergiques sont très hétérogènes (Andrade and Haj-Dahmane, 2013) 

puisque dans la littérature plusieurs classifications tentent de les catégoriser en sous-

populations. En effet, on peut retrouver une classification basée sur les caractères 

morphologiques de ces neurones (Descarries et al., 1982), les propriétés électriques (Fernandez 

et al., 2016) ou encore selon l’expression de certains marqueurs géniques (Ren et al., 2019). 

Une étude montre par exemple que les neurones sérotoninergiques n’exprimant pas le marqueur 

Pet1 (un des facteurs de transcription clé dans l’acquisition du phénotype sérotoninergique) 

projeteraient vers l’amygdale basolatérale, les noyaux paraventriculaires de l’hypothalamus ou 

les noyaux thalamiques intralaminaires (Kiyasava et al., 2011). De plus, les neurones 5-HT 

projettant vers l’amygdale basolatérale seraient plus excitables et auraient des propriétés 

électrophysiologiqes particulières (fréquence de décharge, durée/amplitude du potentiel 

d’action) comparées à celles des neurones innervant le cortex et l’hippocampe (Fernandez et 

al., 2016). Dans cette même étude, l’analyse en clustering a permis de mettre en évidence une 

population de neurone 5-HT ‘atypique’ présentant une excitabilité faible, un long délai de 

décharge et qui exprimeraient de manière préférentielle le transporteur VGLUT.  

Les neurones GABAergiques peuvent être de plusieurs natures. Ils représentent 25 à 

30% des neurones du DRN (Johnson, 1994 ; Allers and Sharp, 2003 ; Hernández-Vázquez et 

al., 2018). La majorité sont des interneurones projetant localement sur les neurones 

sérotoninergiques voisins. Ces neurones sont connus pour réguler et synchroniser l’activité des 

neurones sérotoninergiques et ce particulièrement au cours du sommeil (Nitz and Siegel, 1997 ; 

Gervasoni et al., 2000). 

 Les neurones dopaminergiques sont eux beaucoup plus minoritaires. Ils bordent la 

partie dorsale du DRN et forment également des bandes au niveau de la surface ventrale faisant 

face à l’aqueduc de Sylvius. Ils projettent au niveau du noyau accumben, du septum et du cortex 

préfrontal (Stratford and Wirtshafter, 1990) (Figure 3). Le DRN reçoit également des afférences 

dopaminergiques qui modulent positivement l’activité électrique des neurones 

sérotoninergiques par l’activation du récepteur D2 (Aman et al., 2006 ; Haj-dhamane, 2001). 

Enfin, des neurones peptidergiques ont été identifiés dans le DRN, parmi eux, des 

neurones à substance P, CRF, neurotensine, neuropeptide Y et enképhaline (pour revue 

Michelsen et al., 2007).  
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Figure 4. Localisation des différents populations neuronales du NDR. D'après Luo et al., 
2015. 
 
 
 

2. La synapse sérotoninergique  
 

La synthèse de sérotonine se fait en deux étapes depuis le tryptophane, le précurseur de 

synthèse. Le tryptophane est un acide aminé essentiel apporté à l’organisme par l’alimentation 

(chocolat, produits laitier, bananes). Une fois passé la barrière intestinale ainsi que la barrière 

hémato-encéphalique, le tryptophane arrive au contact des neurones sérotoninergiques où il y 

est métabolisé en deux étapes après son processus de recapture. Dans un premier temps, le 

tryptophane intracellulaire est transformé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) grâce à la 

tryptophane hydroxylase (TPH2). La deuxième transformation est réalisée par la décarboxylase 

des acides aminés aromatiques (DAAA) qui produit la sérotonine à partir du 5-HTP. Une fois 

produite au sein du neurone, la sérotonine est stockée dans des vésicules d’exocytose au niveau 

du bouton synaptique grâce au transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT). La libération 

de sérotonine peut ensuite avoir lieu notamment lorsqu’une dépolarisation de la terminaison 

synaptique est suffisante pour permettre l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. 

L’accumulation de Ca2+ active des protéines responsables de la fusion de la membrane 

vésiculaire avec la membrane plasmique. Une fois dans la fente synaptique, la sérotonine peut 

alors agir sur les différents récepteurs pre-(5-HT1A/B/D) ou post-synaptiques (5-HT1A/B/D/E/F, 5-

HT2A/B/C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5A/B, 5-HT5, 5-HT6 et 5-HT7) (David and Garder, 2016) (Figure 

5). 

La régulation de la quantité de sérotonine au niveau synaptique se fait par 

l’intermédiaire de plusieurs mécanismes. Tout d’abord, la sérotonine peut pénétrer dans le 
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neurone pré-synaptique par l’intermédiaire du transporteur de haute affinité de la sérotonine 

(SERT). Une fois à l’intérieur du neurone, la sérotonine peut être catabolisée en acide 5-

hydroxyindolol-acétique (5-HIAA) par une enzyme mitochondriale : la monoamine oxydase de 

type A (MAO-A). Également, différentes données expérimentales suggèrent qu’elle peut être 

recaptée par les astrocytes qui vont pouvoir la recycler ou activer des récepteurs post-

synaptiques présents sur ces cellules gliales (Quesseveur et al., 2013). Enfin, la sérotonine peut 

directement moduler sa quantité synaptique en exerçant un rétrocontrole négatif d’une part sur 

l’activité électrique du neurone présynaptique via l’activation des autorécepteurs 

somatodendritiques 5-HT1A et d’autre part sur le processus de libération via l’activation des 

autorécepteurs terminaux 5-HT1/B/D.   

 

 
 
Figure 5. Schéma de la synapse sérotoninergique : de la synthèse de la sérotonine à la 
signalisation post-synaptique. D'après David and Garder, 2016. Trp = tryptophane ; 5-HTP = 
5-hydroxytryptophane ; TPH2 = tryptophane hydroxylase ; 5-HT = sérotonine ; DAAA = 
acides aminés aromatiques ; VMAT = vesicular transporter ; MAO-A = monoamine-oxydase 
de type A ; SERT = transporteur sérotoninergique ; 5-HIAA = 5-hydroxy-indole acétique. 
 
 

3. Les récepteurs à la sérotonine et fonctions associées 
 
 

Dans le génome humain, les récepteurs à la sérotonine sont codés par 17 gènes générant 

12 récepteurs métabotropiques et 5 sous-unités du récepteur 5-HT3 ionotropique. Ils sont 

regroupés en 7 familles allant de 5-HT1 à 5-HT-7, basé sur leur homologie de structure, la nature 

de leur couplage aux protéines G et leurs effecteurs intracellulaires. 
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Les récepteurs 5-HT1 

 

Cette sous-famille contient 5 récepteurs, le 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E et 5-HT1F, 

et ils sont tous couplés à des protéines Gi/o inhibant l’adénylate cyclase.  

 

Le récepteur 5-HT1A est très largement distribué dans le système nerveux central et 

particulièrement dans les noyaux du raphé puisque c’est un autorécepteur somatodendritique 

qui permet l’inhibition de l’activité électrique des neurones sérotoninergiques. Il peut 

également être retrouvé sur les neurones post-synaptique agissant ainsi comme hétéro-

récepteur, notamment au niveau de structures limbiques comme l’hippocampe pour la 

régulation de l’humeur (Cryan & Leonard, 2000). Les études précliniques montrent que son 

activation est connue pour générer un phénotype comportemental caractéristique chez le 

rongeur reposant sur une posture aplatie, un piétinement des pattes arrières ainsi que des 

oscillations de la tête (Hoyer et al., 2002 ; Lucki 1992). Outre ce phénotype comportemental, 

le récepteur 5-HT1A est aussi impliqué dans la régulation de la température corporelle (Lesch 

et al., 1990). Sa fonction d’autorécepteur joue également un rôle clé dans le mécanisme d’action 

des antidépresseurs ciblant le système sérotoninergique. En effet, en raison de son effet 

inhibiteur sur l’activité électrique des neurones 5-HT, son activation attenue l’efficacité des 

traitements actuels. En effet, il a été proposé que le long délai d’action des antidépresseurs 

sérotoninergiques (3-4 semaines) coïncide avec le temps nécessaire à ces agents 

pharmacologiques pour désensibiliser cet auto-récepteur 5-HT1A (Blier, 2001).  

 

Le récepteur 5-HT1B est principalement exprimé dans les ganglions de la base, le 

striatum et le cortex frontal. Tout comme le récepteur 5-HT1A, il s’agit d’un autorécepteur 

inhibiteur (qui joue aussi le rôle d’hétéro-récepteur) régulant négativement la libération de 

sérotonine. En tant qu’hétéro-récepteur il contrôle également négativement la libération 

d’autres neurotransmetteurs comme l’acétylcholine, la glutamine, la dopamine, la 

noradrénaline et le GABA (Barnes and Sharp, 1999 ; Cryan & Leonard, 2000 ; Hoyer et al., 

2002). Tant du point du vue préclinique que clinique, il est largement montré que le récepteur 

5-HT1B est impliqué dans les troubles anxieux et dépressifs (Ruf and Bhagwagar, 2009) mais 

aussi l’agressivité et l’impulsivité (Nautiyal et al., 2015). 

 

Quant aux récepteurs 5-HT1D/E/F , en raison du manque d’outils pharmacologiques et 

de leur faible niveau d’expression, ils sont à ce jour peu étudiés et aucun comportement associé 
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n’a été clairement décrit. Cependant, les agonistes 5-HT1D  (les triptans) sont utilisés pour le 

traitement des migraines via une action périphérique sur les vaisseaux sanguins (Mathew, 

1997). 

 

 Les récepteurs 5-HT2 

 

Cette sous-famille contient 3 récepteurs, le 5-HT2A, 5-HT2B et 5-HT2C qui sont couplés 

à la protéine Gq/11. 

 

Le récepteur 5-HT2A est principalement localisé dans le cortex, le claustrum et les 

ganglions de la base (Hoyer et al., 2002). Son implication dans la modulation de l’anxiété et 

des comportements dépressifs est largement décrite. En effet, des études précliniques mettent 

en évidence la potentialisation des effets thérapeutiques des ISRS comme la fluoxétine et le 

citalopram suite au blocage de ces récepteurs (Marek et al., 2005 ; Boothman et al., 2006). Bien 

que le mécanisme d’action de cet effet potentialisateur ne soit pas complètement connu, les 

travaux de l’équipe du Pr. Blier ont permis de montrer que l’inactivation pharmacologique des 

récepteurs 5-HT2A à l’aide d’antipsychotiques atypiques comme la risperidone permet de lever 

le frein inhibiteur exercé par l’augmentation des concentrations extracellulaires de sérotonine 

sur les systèmes catécholaminergiques (dopamine et noradrénaline) (Dremencov et al., 2007). 

Outre son implication dans l’anxiété et la dépression, le récepteur 5-HT2A semble également 

impliqué dans le contrôle de l’impulsivité puisqu’un antagoniste attenue ce comportement dans 

différents modèles animaux (Winstanley et al., 2004). Il est également admis que l’activation 

du récepteur 5-HT2A cortical est reponsable des effets hallucinogènes des psychédéliques 

mesurés à l’aide des mouvements anormaux de la tête des rats ou souris (Gonzalez-Maesco et 

al., 2007 ; Halberstadt et al., 2020). 

 

Le récepteur 5-HT2B est relativement peu exprimé dans le cerveau et ne possède pas 

beaucoup de ligands sélectifs. Toutefois, l’étude de souris invalidées génétiquement pour ce 

récepteur a permis de mettre en évidence son implication dans la réponse aux antidépresseurs 

(Diaz et al., 2012 ; 2016), la motricité, le comportement social, l’attention, les processus de la 

mémoire, l’impulsivité et le sommeil (Pitychoutis et al., 2015). De manière intéressante, 

différents travaux proposent que ce récepteur pourrait être un auto-récepteur excitateur mais le 

manque d’outils pharmacologiques n’a pas permis d’apporter des conclusions définitives quant 

à ce rôle potentiel (Belmer et al., 2018 ; 2019).  



34 

Le récepteur 5-HT2C est particulièrement concentré dans les plexus choroïdes mais on 

le retrouve également dans les noyaux subthalamiques, l’hypothalamus, l’hippocampe et 

l’amygdale (Mengod et al., 1990). Les études cliniques et précliniques soulignent l’implication 

du récepteur 5-HT2C dans les troubles alimentaires et le gain de poids (Tecott et al., 1995 ; De 

Luca et al., 2007 ; Yuan et al., 2000). Les souris knock-out pour ce récepteur sont également 

moins anxieuses (Teccot et al, 1998 ; Heisler et al., 2007) et plus sensibles à l’effet 

antidépresseur de la fluoxétine dans le test de suspension caudale (Cremers et al., 2004). Il est 

aussi établi que le récepteur 5-HT2C est impliqué dans la régulation de la température, de 

l’activité locomotrice, du comportement sexuel et l’occurrence de troubles convulsifs (Jensen 

et al., 2017 ; Di Giovanni and De Deurwaerdere, 2016).  

Les récepteurs 5-HT3

Les récepteur 5-HT3 sont diffèrents des autres récepteurs 5-HT de par sa nature. En 

effet, ce récepteur est un canal ionique constitué de 5 sous-unités perméables aux cations Na+, 

K+ et Ca2+ permettant l’excitation du neurone en réponse à la sérotonine. Parmi elles résident 

au moins une sous-unité 5-HT3A accompagnée d’une ou plusieurs sous-unités 5-HT3B, 5-HT3C

et 5-HT3E (Barnes and Sharp, 1999 ; Jensen et al., 2008). Le récepteur 5-HT3 est impliqué dans 

l’anxiété, la cognition, le signal douloureux et la sensibilité aux médicaments addictifs (Costall 

and Naylor, 1992 ; Bentley and Barnes, 1995 ; Barnes and Sharp, 1999 ; Walstab et al., 2010 ; 

Gupta et al., 2016). Cependant le rôle précis de ce récepteur est encore vague puisque parfois 

la sur-expression ou l’inactivation génétique de ce récepteur induit les mêmes modifications, 

notamment en lien avec l’anxiété et varie selon le fond génétique des animaux (Harrell and 

Allan, 2003 ; Kelley et al., 2003). De plus, ce récepteur pourrait bien être impliqué dans la 

formation de la mémoire puisque la vortioxétine, un ISRS également antagoniste des récepteurs 

5-HT3 serait reconnu pour avoir des effets bénéfiques sur les capacités mnésiques (Frampton,

2016 ; McIntyre et al., 2016 ; David et al., 2016).

Les antagonistes 5-HT3 (les sétrons) sont utilisés dans le domaine de la cancérologie 

pour soulager les nausées induites par les chimiothérapies. Ils constituent ainsi une famille 

d’antiémétiques (Stables et al., 1987 ; Wolf, 2000).  
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 Le récepteur 5-HT4 

 

Le récepteur 5-HT4 post-synaptique est le plus exprimé au niveau du système limbique 

(septum, hippocampe, amygdale et ganglion de la base) (Bockaert et al., 2004). Il a été démontré 

qu’il est nécessaire à l’hypophagie induite par le stress et la MDMA (Compan et al 2004 ; Jean 

et al., 2007). L’étude du knock-out spécifique et de l’effet d’agonistes a également permis de 

déceler son implication dans les comportements anxio-dépressifs. Par exemple, les souris 

knock-out sont plus anxieuses (Amigó et al., 2016 ; Compan et al., 2004) et l’agoniste du 

récepteur 5-HT4 exerce des effets antidepresseurs dans le test de nage forcée et de préférence 

au sucrose (Lucas et al., 2007 ; Amigó et al., 2016). De plus, il a été montré que l’injection 

aigue d’un agoniste 5-HT4 dans le cortex préfrontal médian (mPFC) induit des effets 

anxiolytiques de manière indépendante de la neurogénèse hippocampique (Mendez-David et 

al., 2014 ; Faye et al., 2020). Il est également clairement admis que le récepteurs 5-HT4 joue un 

rôle dans les comportements alimentaires. En effet, des agonistes et antagonistes induisent 

respectivement de l’hypo- et de l’hyperphagie (Jean et al., 2007 ; Bockeart et al., 2011). De 

plus, les agonistes exercent des effets pro-cognitifs chez plusieurs espèces dans de nombreux 

paradigmes (Hagena and Manahan-Vaughan, 2016) comme par exemple dans le test de 

reconnaissance d’objet, le labyrinthe de Barnes et le conditionnement à la peur dans le modèle 

de dépression induit par la corticostérone (Darcet et al., 2016).  

De plus, des polymorphismes du 5-HT4 humain ont été identifiés comme associés avec 

des troubles bipolaires (Ohtsuki et al., 2002) et de dépression majeure (Madsen et al., 2014).  

 

 Les récepteurs 5-HT5 

 

La sous-famille des récepteurs 5-HT5 compte deux membres, le 5-HT5A et le 5-HT5B 

chez le rat et la souris. En revanche chez l’Homme seul le 5-HT5A est exprimé puisque la 

séquence correspondante au 5-HT5B est interrompue par un codon STOP (Nelson, 2004).  

 

Le récepteur 5-HT5A est largement exprimé dans le système nerveux que ce soit chez 

la souris (Matthes et al., 1993), le rat (Erlander et al., 1993) ou l’humain (Pasqualetti et al., 

1998) incluant le cortex cérébral, l’hippocampe, le thalamus, l’habénula, l’hypothalamus, le 

cervelet et la moelle épinière. Le récepteur 5-HT5B quant à lui est plus localisé avec une 

expression réduite à l’hippocampe, l’habénula et le noyau dorsal du raphé chez le rat et la souris 

(Erlander et al., 1993; Matthes et al., 1993; Serrats, Raurich, Vilaro, Mengod, & Cortes, 2004). 
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Les souris knock-out pour le 5-HT5A témoignent une activité exploratoire plus élevée dans un 

nouvel environnement sans modification du comportement anxieux (Grailhe et al., 1999). Le 

manque d’outil pharmacologique ne permet pas actuellement d’appréhender le rôle du 5-HT5A.

Cependant une étude récente utilisant des souris knock-out pour le 5-HT5A spécifiquement dans 

les neurones à parvalbumine du gyrus denté montre que ce récepteur est nécessaire pour obtenir 

les effets comportementaux d’un traitement par un inhibiteur sélectif de la recapture de 

sérotonine (Sagi et al., 2019). Son association avec le risque de développer une dépression est 

encore largement discutée dans la littérature suite à l’étude des polymorphismes humains. 

Le récepteur 5-HT6

Le récepteur 5-HT6 est positivement couplé à la protéine Gs et son expression est 

moindre chez la souris que chez le rat ou chez l’humain (Hirst et al., 2003). L’utilisation 

d’agonistes et antagonistes a permis de mettre en évidence l’implication de ce récepteur dans 

l’apprentissage et la mémoire (Mitchell and Neumaier, 2005; de Jongand and Mork, 2017) mais 

également le comportement alimentaire, l’addiction (Karila et al., 2015; Brodsky et al., 2016; 

Chaumont-Dubel et al., 2019) et les comportements anxio-dépressifs (Svenningsson et al., 

2007; Wesolowska and Nikiforuk, 2007 ; Wesolowska et al., 2007).  

Le récepteur 5-HT7

Le récepteur 5-HT7 est le récepteur le plus récemment décrit. Sa densité est plus 

importante dans le thalamus, l’hypothalamus, l’amygdale, l’hippocampe, le cortex et le raphé 

dorsal (Thomas et al., 2002 ; Varnäs et al., 2004). Il est analogue du récepteur 5-HT6 et il a été 

montré que le 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin) a une affinité pour le 

récepteur 5-HT7 identifié comme étant également impliqué dans l’effet hypothermique de celui-

ci (Brenchat et al., 2012). Les souris knock-out pour ce récepteur décrivent une résignation 

réduite associée à une diminution du sommeil paradoxal (Guscott et al., 2005 ; Hedlund et al., 

2005). Les outils pharmacologiques ont également permis de décrire des effets antidépresseurs 

sur le plan comportemental (Bonaventureet al., 2007; Mnie-Filali et al., 2011; Wesolowskaet 

al., 2006). Ces mêmes souris ont des déficits d’apprentissage spatial et possèdent une altération 

de la potentialisation à long terme (Roberts et al., 2004). En revanche, à l’heure actuelle aucune 

étude des polymorphismes humains ne met en évidence d’association entre ce récepteur et le 

risque de développer des pathologies cérébrales. 
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La dépression et l’implication du système sérotoninergique dans cette pathologie psychiatrique 

étant introduite, nous allons maintenant décrire les différentes formes de diabètes afin de 

pouvoir ensuite appréhender la comorbidité ainsi que les liens mécanistiques entre ces deux 

pathologies. 

II. Les diabètes sucrés

D’après la fédération internationale du diabète (IDF), en 2019, approximativement 463 

millions de personnes dans le monde souffraient de diabète et ce chiffre devrait s’élever à 700 

millions en 2045. En d’autres termes, la prévalence du diabète s’élève à 9,3% à l’échelle 

planétaire. Cette même année, le diabète a couté plus de 760 milliards de dollars et entrainé le 

décès de 4,2 millions de personnes faisant de cette pathologie un enjeu économique et de santé 

publique majeur notamment en raison de la progression constante de ce trouble métabolique. À 

ce jour, plusieurs types de diabètes ont été caractérisés, le diabète de type 1 ou diabète insulino-

dépendant, le diabète de type 2 ou diabète insulino-résistant et le diabète gestationnel. Le 

diagnostic clinique du diabète repose sur une glycémie à jeun ≥ 126 mg/dl, ou un taux 

d’hémoglobine glyquée HbA1c ≥ 6,5 % ou encore une glycémie ≥ 200 mg/dl en réponse à un 

test de tolérance au glucose oral (American diabetes association, 2021 ; Tableau 2). 

Tableau 2 - Critères de diagnostiques des différents types de diabète. D’après l’Association 
Américaine du Diabète, 2021. 

Paramètres Diabète 
gestationnel Pre-diabète Diabète de type 1 et 2 

Glucose plasmatique à jeun ≥92mg/dL 100-125mg/dL 126mg/dL 

Glucose plasmatique 
durant l’OGTT 

≥153mg/dL 140-199mg/dL ≥200mg/dL 

Hémoglobine glyquée / 5,7-6,4% ≥6,5% 
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A. Le diabète de type 1

1. Étiologie

Le diabète de type 1 (DT1) aussi nommé diabète auto-immun, diabète insulino-

dépendant ou encore diabète inné, est caractérisé par un défaut de sécrétion d’insuline résultant 

en une insulinopénie associée à une hyperglycémie pathologique. Il est causé par une 

destruction auto-immune progressive des ilots b du pancréas responsable de la sécrétion 

endogène d’insuline assurant en conditions physiologiques l’homéostasie glucidique (Todd et 

al., 2010). Le développement d’auto-anticorps dirigés contre ces ilots seraient dû à une perte de 

régulation de l’immunité, l’exposition à des facteurs environnementaux ou encore à des 

prédispositions génétiques (Atkinson et al., 2014 Norris et al., 2020).  

2. Épidémiologie

D’un point de vue épidémiologique, le DT1 concerne moins de 10% des diabétiques et 

peut survenir à n’importe quel âge avec un pic d’incidence autour des 10-14 ans et qui 

semblerait toucher plus particulièrement les jeunes garçons (The DIAMOND project group, 

2016 & Diaz-Valencia et al.,2015). A l’échelle mondiale, cette incidence ne cesse d’augmenter 

depuis les années 50 avec une augmentation annuelle avoisinant les 3-4% depuis une trentaine 

d’années. Dans les pays du sud de l’Europe, dont la France, l’incidence du DT1 est autour des 

10-20 malades pour 100 000 personnes/an (Gale, 2002 & Patterson et al., 2018).

3. Traitement

Malgré une hétérogénéité importante et peu comprise à tous les stades de la pathologie, 

le DT1 se traite correctement grâce à des administrations d’insuline. Cependant, le DT1 n’est 

pas sans possibles complications et comorbidités. 

B. Le diabète de type 2

1. Étiologie

Le diabète de type 2 (DT2) aussi nommé diabète insulino-résistant, diabète gras ou 

encore diabète acquis, est caractérisé par une résistance à l’insuline et/ou un dysfonctionnement 

des cellules b aboutissant, tout comme le DT1, à une hyperglycémie pathologique. L’étiologie 
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de cette forme de diabète est plus complexe à aborder. En effet, à l’heure actuelle on ne sait pas 

qui de l’insulino-résistance ou du dysfonctionnement des cellules b prend place en premier, ou 

même si l’un est la conséquence de l’autre. Une chose est certaine, ces deux paramètres sont 

étroitement liés et convergent vers un défaut de signalisation de l’insuline. La dysfonction des 

cellules b se traduisant par une diminution de la sécrétion d’insuline réduit directement la 

quantité de cette hormone, alors que la résistance à l’insuline diminue l’activité physiologique 

de l’insuline endogène.  

2. Épidémiologie

D’un point de vue épidémiologique, le DT2 concerne 90% des diabétiques et touche 

plus communément les adultes âgés mais peut survenir à n’importe quel âge notamment à cause 

de nombreux facteurs de risques comme l’obésité et une mauvaise hygiène de vie. En effet 

l’obésité est un risque majeur pour le développement du DT2 (Colditz et al., 1995 ; Luppino et 

al., 2010). Les différences sexuelles dans la pathologie de l’obésité seraient à l’origine des 

différences sexuelles dans le diabète de type 2. Ceci pourrait être la conséquence d’un trait 

évolutif, à savoir la répartition de la masse graisseuse (Power et al., 2007). Les hommes ont une 

masse graisseuse viscérale plus importante que les femmes, c’est pourquoi ils seraient 

diagnostiqués diabétiques avec un indice de masse corporelle (IMC) plus bas (Wändell et al., 

2014).  

3. Traitements

Il existe plusieurs stratégies thérapeutiques pour traiter le diabète de type 2. Des 

approches pharmacologiques mais également des stratégies non-médicamenteuses sont 

utilisées pour améliorer l’efficacité de l’insuline endogène.  

3.1 Approches pharmacologiques 

3.1.1. Les insulino-sécréteurs 

Dans l’optique d’améliorer l’efficacité de l’insuline, les sulfamides (également appelés 

sulfonylurées) et les glinides vont stimuler directement la libération de l’insuline par les cellules 
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b du pancréas. On parle alors d’insulino-sécréteurs. Les sulfonylurés sont des antidiabétiques 

qui promeuvent directement la sécrétion d’insuline en dépolarisant les cellules b pancréatiques 

grâce au blocage de canaux K+ sensibles à l’ATP. 

Une autre classe d’antidiabétique agit sur le système des incrétines, différentes 

hormones insulino-sensibilisatrices sécrétées par l’intestin suite à un repas. Ce sont les gliptines 

qui regroupent 2 types de molécules. Les inhibiteurs de la DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4), 

l’enzyme responsable de la dégradation des incrétines, qui permet donc d’augmenter les taux 

circulants d’incrétines et donc leur activité bénéfique sur l’insulino-sensibilité et la sécrétion 

d’insuline. Quant aux « incrétino-mimétiques », ils miment l’action du GLP-1 puisqu’il s’agit 

d’agonistes de son récepteur permettant la stimulation de la sécrétion d’insuline glucose-

dépendante, d’inhiber la sécrétion de glucagon (hormone hyperglycémiante) et de réduire 

l’appétit. Ces traitements sont essentiellement utilisés en combinaison avec d’autres 

antidiabétiques oraux.  

3.1.2 Les insulino-sensibilisateurs 

Les thiazolidinediones (ou glitazones) sont des agents insulino-sensibilitateurs qui 

stimulent PPAR-g qui est une facteur de transcription de gènes impliqués dans le métabolisme 

glucidique et lipidique du foie, des muscles et du tissu adipeux. Cependant ces molécules sont 

retirées du marché dans le début des années 2010 à cause de risques carviovasculaires trop 

importants. 

Les biguanides et plus particulièrement la metformine représentent le traitement de 

première intention. Son mécanisme d’action précis sur le métabolisme glucidique n’est pas 

parfaitement élucidé car ce médicament complexe possède de multiples sites d’action et 

mécanismes moléculaires. Sa cible majeure est le foie dans lequel elle va inhiber le complexe 

1 de la chaine respiratoire mitochondriale induisant une activation de l’AMPK aboutissant à 

l’inhibition de la néoglucogenèse mais aussi de la lipogenèse. Une autre cible de la metformine 

est l’entérocyte. En effet, elle augmente l’utilisation de glucose au niveau intestinal et stimule 

la sécrétion de GLP-1. Elle possède également un rôle anti-inflammatoire puisqu’elle inhibe la 

sécrétions de cytokines pro-inflammatoires. Ces conséquences hépatiques, intestinales et 
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inflammatoires convergent vers l’amélioration de la sensibilité à l’insuline (pour revue Rena et 

al., 2017) (Figure 6).  

Figure 6. Effets de la metformine. 

De plus, une revue regroupe des évidences cliniques récentes selon laquelle la 

metformine modulerait les taux de certaines adipokines. Elle rapporte notamment une 

augmentation de la concentration d’adiponectine ainsi qu’une diminution de leptine et de 

resistine (Dludla et al., 2020).  

Figure 7. Mécanismes d'action des différentes stratégies antidiabétiques. D'après Tyagi 
and Pugazhenthi, 2021. 

 (…) 
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3.2. Approches non pharmacologiques 

Comme mentionné précédemment, l’obésité est le facteur de risque majeur pour le 

développement du diabète de type 2. C’est pourquoi des stratégies non médicamenteuses visant 

à améliorer l’hygiène de vie ont vu le jour pour prévenir mais aussi améliorer le statut 

métabolique des patients.  

L’exercice physique régulier permet notamment d’améliorer le métabolisme glucidique 

puisqu’il augmente l’utilisation de glucose par les muscles et la sensibilité à l’insuline 

(Hübinger et al., 1987 ; Minuk et al., 1981). L’exercice physique promeut aussi la perte de poids 

et d’autant plus lorsqu’il est associé à un régime alimentaire contrôlé. Cela permet de réduire 

l’hyperlipidémie, de prévenir les maladies cardiovasculaires et de prévenir l’apparition de DT2 

(American Diabetes association, 2004). 

C. Le diabète gestationnel

1. Étiologie

Le terme de diabète gestationnel a été utilisé la première fois par Carrington en 1957 et 

fut reconnu après la publication des travaux de O’Sullivan en 1961 (Carrington et al., 1957 & 

O’Sullivan, 1961). Comme tous les autres diabètes, il s’agit d’une hyperglycémie pathologique 

se manifestant durant la grossesse. Dans la plupart des cas, ce type de diabète retourne à la 

normale suite à l’accouchement (Hadden, 2008). Il faut savoir qu’une augmentation de la 

glycémie est physiologique et nécessaire dans le cadre d’une grossesse, elle est d’environ 30%. 

Cependant lors du jeûne, la glycémie est plus faible, notamment à cause d’un volume 

plasmatique plus important associé à une utilisation de glucose plus conséquente chez la femme 

enceinte. Ainsi, cela résulte en une insulino-résistance qui entraine une sécrétion 2 à 3 fois plus 

importante d’insuline pour maintenir l’euglycémie (Catalono et al.,1991). Dans ce contexte, les 

femmes ayant un pré-diabète, à savoir une résistance à l’insuline et/ou un dysfonctionnement 

des cellules b naissantes, ou des prédispositions au développement d’un diabète de type 2 

comme un surpoids, un âge avancé ou des facteurs génétiques, auront plus de chance de 

développer une hyperglycémie pathologique au cours de leur grossesse. Ce diabète à première 

vue « transitoire » n’est pourtant pas sans possibles conséquences. En effet s’il n’est pas bien 

pris en charge, il peut engendrer des complications durant la grossesse (pré-éclampsie, 
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macrosomie), à l’accouchement (dystocie des épaules, extraction instrumentale) et à court 

terme après la naissance pour le nouveau-né (jaunisse, hypoglycémie néonatale, mort 

périnatale) (Persson et Hanson, 1998 & Casey et al., 1997). D’après une étude 

transgénérationnelle sur l’animal, au long terme le diabète gestationnel augmenterait le risque 

d’hyperglycémie, de diabète, d’obésité, de problème cardiovasculaire et hypothalamique chez 

la descendance (Harder et al., 2001 & Aerts et Van Assche 2005). Chez la mère, il existe une 

augmentation du risque de développer un DT1 et DT2 ainsi qu’un syndrome métabolique et des 

maladies cardiovasculaires, hépatique, rénale et de la rétine (Kramer et al., 2019 & Daly et al., 

2018). 

2. Épidémiologie

D’après la dernière classification et les critères de diagnostic publiés par l’Association 

Américaine du Diabète en 2021, il faut réaliser un test oral de tolérance au glucose au cours des 

semaines 24-28 de gestation. La glycémie à jeun doit être >92mg/dL, >180mg/dL 1h après la 

prise de glucose et >153mg/dL au bout de 2h. La prévalence du diabète gestationnel peut varier 

entre 1% et >30% selon les régions du monde, mais il est compliqué de comparer les pays entre 

eux en raison d’un manque de consensus autour des critères de diagnostic (McIntyre et al., 

2019).  

3. Traitement

Le traitement du diabète gestationnel consiste en première intention à normaliser la 

glycémie par un régime hygiéno-diététique comprenant une alimentation équilibrée et de 

l’activité physique. Si ce n’est pas le cas, un traitement par insuline peut être instauré. 

D. Le diabète de type 3

Le diabète de type 3, aussi appelé diabète du cerveau, n’est pas encore reconnu comme 

une forme de diabète à part entière. En revanche, il semble étroitement lié à la maladie 

d’Alzheimer (MA). En effet, des études précliniques ont montré qu’un manque d’insuline et/ou 

une insulino-résistance centrale peut induire l’apparition de marqueurs caractéristiques de la 

MA. En particulier, le diabète peut renforcer la neurotoxicité induite par les plaques amyloïdes 

Ab, l’hyperphosphorylation de Tau, l’activation de caspases suite à l’augmentation du stress 

oxydatif et la production de cytokines inflammatoires par les cellules gliales faisant converger 
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le tout vers la neurodégénérescence (pour revue : Nguyen et al.,2020). De plus, il a été montré 

que des patients non diabétiques atteints de la MA présentaient une insulino-résistance centrale 

associée à un déclin cognitif (Talbot et al., 2012). L’insulino-résistance a même été caractérisée 

comme prédicteur de dépôts amyloïdes au niveau du lobe frontal et temporal chez l’adulte 

(Wilette et al., 2015). C’est pour cela que la recherche clinique actuelle tente d’utiliser des 

stratégies antidiabétiques dont l’injection intra-nasale d’insuline dans un contexte de démence 

ou de MA (pour revue : Hallschmid 2021). Cependant il reste encore beaucoup à découvrir 

quant au rôle de l’insuline sur le cerveau afin de pouvoir caractériser cette forme particulière 

de diabète dit de type 3 et ses conséquences.  

L’ensemble des diabètes présentés dans cette partie est étudié en recherche préclinique par 

l’intermédiaire de modèles animaux qui tentent de rendre compte des particularités de chaque 

trouble afin d’en étudier les mécanismes, les conséquences ainsi que les traitements potentiels. 

Les principaux modèles de DT1 et DT2 utilisés au cours de cette étude, à savoir le modèle 

streptozotocine (STZ) et « High Fat Diet » (HFD) seront développés dans les chapitres 

suivants, les autres le seront plus brièvement. 

E. Les modèles animaux des diabètes

1. Modèles animaux du diabète de type 1

Les modèles du diabète de type 1 peuvent être de trois types, des modèles dits spontanés 

(ne nécessitant aucune intervention), des modèles chirurgicaux et des modèles chimiques.  

Les modèles spontanés, comme les souris diabétiques non obèses (NOD) et les rats 

Biobreeding (BB), ont été générés par sélections progressives des animaux les plus susceptibles 

à développer un diabète puis en les faisant se reproduire entre eux. Ceux-ci sont obtenus à partir 

de croisements successifs sur plusieurs générations afin d’atteindre une forte stabilité 

phénotypique en termes d’anomalies métaboliques. Ces deux modèles reposent sur des 

modifications génétiques des gènes des acteurs de l’immunité comme les gènes qui encodent 

le  complexe majeur d’histocompatibilité de classe 2, comme chez l’humain, faisant d’eux de 

très bons modèles pour étudier l’étiologie du diabète du type 1 (Atkinson et al., 1999). Il existe 
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également des modèles de souris transgéniques pour lesquelles des mutations du système 

immunitaire sont exprimées (pour revue : Acharjee et al., 2013). 

Le modèle chirurgical, le moins couteux, consiste tout simplement à retirer le pancréas 

pour développer un diabète insulino-dépendant. Cependant cette méthode est assez drastique et 

représente un stress important pour l’animal (Bonner-Weir et al., 1983). 

Concernant les modèles chimiques, il en existe 2 qui sont largement répandus pour 

induire un DT1 par deux analogues du glucose. Ces substances sont toxiques pour les cellules 

b du pancréas qui expriment le transporteurs GLUT2 (glucose transporter 2). En effet, ces 

transporteurs constituent la porte d’entrée de ces deux molécules toxiques. En revanche, il est 

important de noter que toutes les cellules insulino-sécrétrices pancréatiques n’expriment pas 

ces transporteurs et sont donc résistantes à de telles approches (Elsner et al., 2000 and Schnedl 

et al., 1994). De plus le transporteur GLUT2 n’est pas exclusivement pancréatique impliquant 

ainsi une toxicité non-spécifique notamment hépatique et rénale indésirables (Thorens, 2014). 

Le premier, l’alloxane, est cytotoxique pour les cellules b grâce à la production 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) connus pour leurs rôles dans le processus de mort 

cellulaire. La streptozotocine (STZ) quant à elle, est un agent alkylant de l’ADN causant des 

dommages sur celle-ci. Cela déclenche une cascade d’événements qui aboutit à la fragmentation 

de l’ADN puis à la mort cellulaire (Yamamoto et al., 1981). Les conséquences sont alors 

évidentes : la production d’insuline endogène est drastiquement réduite et entraine une 

hyperglycémie pathologique. Le modèle streptozotocine (STZ) est un modèle du DT1 

couramment utilisé puisqu’il partage la même étiologie que le DT1 humain, à savoir la 

destruction des cellules b (Lenzen et al., 2007). Il existe deux stratégies différentes pour 

l’induction d’un DT1 à l’aide de la STZ. La première consiste à administrer de manière répétée 

de faibles doses de STZ. Ce processus induit moins de nécrose des cellules b en premier lieu 

mais génère une inflammation qui causera à plus long terme leur destruction. De manière 

conjointe, l’apparition de l’hyperglycémie n’est pas directe mais est un peu retardée et 

progressive ce qui serait plus proche de la pathologie humaine (Like and Rossini 1976). L’autre 

méthode, repose sur une seule injection d’une forte dose de STZ. Ce protocole agressif est 

connu pour être plus toxique, induisant principalement de la nécrose des cellules b mais 

également de la toxicité au niveau d’autres organes (foie, reins). L’apparition de 

l’hyperglycémie est plus rapide c’est-à-dire qu’elle intervient autour du 2em-3em jours suivant 
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l’injection. Dans les deux cas, les souris présentent une insulinopénie, une hyperglycémie, une 

polydipsie (soif excessive) associées à une polyurie (augmentation du volume urinaire) 

caractéristiques du DT1 humain (Kolb, 1987). 

2. Modèles animaux du diabète de type 2

Tout comme le DT1, le diabète de type 2 peut être modélisé à l’aide de souris 

génétiquement modifiées ou des régimes alimentaires particuliers. Ils reposent pour la plupart 

sur la prise de poids et surtout la formation de tissu adipeux. 

Les modèles génétiques les plus répendus sont les souris déficientes pour la leptine 

(ob/ob), les souris déficientes pour son récepteur (db/db) et les rats Zucker possédant une 

mutation du récepteur de la leptine (fa/fa). L’altération du système de la leptine entraîne une 

diminution du signal de satiété au niveau central provoquant une hyperphagie et donc en prise 

de masse graisseuse (Wang et al., 2014).  

Concernant les modèles spontanés, le plus largement décrit et utilisé est le rat Goto-

Kakizaki (rat GK). Ce sont des rats sélectionnés au cours des générations pour leur 

susceptibilité à développer une hyperglycémie. Ils sont décrits comme ayant une insulino-

résistance et des problèmes de sécrétion d’insuline faisant d’eux un modèle de choix pour le 

DT2 puisqu’il n’est pas accompagné d’une prise de poids qui peut être un facteur confondant 

dans certaines études (Guest., 2018). 

Le modèle HFD (pour « High-fat diet ») repose aussi sur cette prise de poids puisqu’il 

s’agit d’exposer les animaux à un régime enrichi en gras. Il existe beaucoup de protocoles 

différents dans la littérature. En effet la durée d'exposition peut varier de quelques semaines à 

plusieurs mois. L’âge d’exposition peut également être important, tout comme la lignée de 

souris utilisée (Jinglei et al., 2020 ; Jovicic et al., 2015). La nature du régime est aussi variable 

avec des taux en lipides pouvant atteindre 60%. Cet apport massif en acide gras est l’élément 

déclencheur de dérèglements métaboliques en cascade. Dans un premier temps, en réponse à 

l’insuline qui active la lipogenèse, l’adiposité générale de l’animal va croitre. C’est le cas aussi 

pour l’adiposité viscérale, connue pour être la plus pathologique notamment à cause de la 

sécrétion importante de TNF-a, et d’IL-6 (Guo, 2014), responsables d’une inflammation de bas 

grade (Cencello and Clément, 2006). Cette lipotoxicité va ensuite s’étendre à d’autres organes 
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périphériques comme le cœur, le muscle squelettique, le foie, les reins ou encore le pancréas 

induisant un stress et une altération des fonctions cellulaires. Tout cela va aboutir à une insulino-

résistance se traduisant par une hyperglycémie pathologique puis par une hyperinsulinémie 

(Kalupahana et al., 2012 ; Romeo et al., 2012). Une fois le contexte d’insulino-résistance établi, 

le foie se remet à produire du glucose par le processus de néoglucogénèse et, à cause d’une 

‘insulino-résistance sélective’, il continue de faire de la lipogenèse aggravant ainsi le diabète 

(Brown et al., 2008). Le modèle HFD est un très bon modèle qui mime l’étiologie du DT2 

humain associé à un surpoids/obésité mais il possède certaines limites. C’est un modèle qui est 

moins efficace sur les souris femelles (Morselli et al., 2014). Aussi, il n’y a pas d’évidences 

mettant en lumière un dysfonctionnement des cellules b du pancréas existant chez l’humain. 

Pour pallier à cela, certains groupes combinent le régime HFD avec une injection de STZ pour 

mimer respectivement l’insulino-résistance et le dysfonctionnement des cellules b (Nath et al., 

2016 ; Reed et al., 2000). Pour résumer, le modèle HFD est un bon modèle, complexe, à 

l’interface de plusieurs pathologies métaboliques (diabète, obésité, NASH, pathologie 

cardiovasculaire…) et nous verrons par la suite que ce modèle déborde aussi sur le syndrome 

anxio-dépressif.  

Le régime enrichi en fructose est lui aussi un régime diabétogène utilisé pour modéliser 

le DT2 n’induisant pas d’obésité. En effet, il aboutit en une altération du métabolisme 

glucidique avec une insulino-résistance, une hyperglycémie, hyperinsulinémie. Mais aussi, il 

s’accompagne d’une hypertriglycéridémie et d’une augmentation de la synthèse de novo de 

lipide par le foie (Balakumar et al., 2016 ; Rai et al., 2020 ; Crescenzo et al., 2012).   

Enfin, le régime occidental (« Western diet », WD ou encore HSHF pour High-sucrose 

high-fat diet) est un régime combinant un apport riche en gras mais également en glucides 

simples. Selon des études s’étant intéréssées à la comparaison entre HFD et WD, les souris ou 

rats nourris avec des WD ont une insulinémie, leptinémie et adiposité supérieure aux HFD lors 

d’une exposition dépassant les 16 semaines (Bortolin et al., 2017 ; Heinonen et al., 2014). Ce 

modèle semble plus adpaté à la modélisation de l’obésité et/ou du syndrome métabolique car 

de nombreux paramètres du métabolisme des lipides est plus impactés chez les souris WD et 

s’accompagne souvent de problèmes cardiaques associés (Panchal et al., 2011).  
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Figure 8. Modèles murins du diabète. Adapté d'après Barakat et al., 2020. 

III. Lien bidirectionnel entre diabète et dépression majeure

A. Épidémiologie

Au cours des dernières décennies, les études épidémiologiques suggèrent un lien étroit 

entre le diabète et la DM. En effet, il semblerait que la prévalence de la dépression parmi les 

patients diabétiques soit doublée atteignant, selon les études, jusqu’à 30% des patients 

comparée aux 10% parmi la population générale (Anderson et al., 2001). Cette observation est 

indépendante du type de diabète puisque cela a été reporté pour le DT1 (Buchberger et al., 2016; 

Shaban et al., 2006; Gendelman et al., 2009) mais également le DT2 (Ali et al., 2006; Roy et 

al., 2012; Wang et al., 2019).  La réciproque est moins documentée mais serait également 

valable puisque quelques études soulignent aussi cette augmentation d’un facteur 2 de la 

prévalence du diabète parmi les patients souffrant de DM (Vancampfort et al., 2015; Chien et 

al., 2012). Ceci s’expliquerait par une hygiène de vie dégradée chez les sujets dépressifs et 

notamment une mauvaise alimentation. Des études suggèrent également que le taux 

plasmatique élevé de cortisol, l’hormone de stress, associé à la DM serait un facteur important 

dans le développement de troubles métaboliques (Joseph and Golden, 2016). 
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Ensemble, ces données traduisent l’existence d’un lien bidirectionnel entre troubles 

métaboliques et psychiatriques mais dont les mécanismes sous-jacents sont encore peu étudiés. 

Les paragraphes ci-dessous décrivent brièvement les différentes hypothèses mécanistiques 

envisagées tentant d’expliquer cette comorbidité. 

B. Hypothèses mécanistiques

La sur-activation de l’axe HPA est considérée comme un mécanisme important qui 

pourrait sous-tendre la comorbidité entre le diabète et la dépression. Les patients diabétiques et 

les modèles animaux correspondants présentent une hypersécrétion de cortisol par les glandes 

surrénales (Chiodini et al., 2005). Or, on sait aujourd’hui qu’un tel processus peut être observé 

chez certains patients dépressifs (Wong et al., 2000). De manière intéressante, différentes 

études montrent que dans les deux pathologies, le rétrocontrôle négatif exercé par les 

glucocorticoïdes endogènes sur l’axe HPA est significativement diminué (Pace et al., 2007).  

Bien que les mécanismes exacts ne soient pas encore complètement élucidés, l’inflammation 

pourrait là aussi avoir un rôle majeur. En effet, il a été montré que des médiateurs pro-

inflammatoires inactivent les récepteurs inhibiteurs des glucocorticoïdes dont le rôle est 

d’exercer un rétrocontrôle négatif sur l’axe HPA (Lewis-Tuffin et al., 2006 ; Raison et al., 

2003). De manière remarquable, d’importants niveaux de glucocorticoïdes induisent une 

insulino-résistance en réduisant l’expression et la phosphorylation d’IRS1 (insulin receptor 

substrate 1) (Sakoda et al., 2000), ce qui pourrait expliquer que le stress chronique favorise 

l’apparition de troubles métaboliques.  

Le stress oxydatif représente un processus physiopathologique souvent associé à la 

dépression autant chez l’humain que chez le rongeur (Réus et al., 2019). Cela implique 

l’altération de l’homéostasie « redox » caractérisée par la surproduction d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) qui ne peuvent correctement être pris en charge par la cellule. Cela peut 

s’expliquer par une dérégulation spécifique des enzymes « redox ». Par exemple, on retrouve 

une diminution de la quantité de superoxyde dismutase chez les patients atteint de DM (Herken 

et al., 2007). Des études expérimentales ont également montré que des rats rendus diabétiques 

par l’alloxane présentent des niveaux élevés de ROS associés à des comportements de type 

dépressifs mesurés dans le test de nage forcée. De manière intéressante, ces paramètres sont 

corrigés par l’administration d’antidépresseurs tricycliques dont l’imipranime (Ceretta et al., 

2012). En accord avec ces résultats, Tang et collaborateurs (Tang et al., 2015) ont montré que 
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l’injection de sulfure d’hydrogène, une molécule de signalisation du cerveau ayant des 

propriétés anti-oxydantes, était capable d’atténuer le phénotype pseudo-dépressif de rats 

diabétiques en réponse à l’administration de STZ. Ces résultats suggèrent que les changements 

comportementaux sont dépendants du niveau de stress oxydatif notamment dans l’hippocampe 

(Tang et al., 2015). De manière intéressante, les ROS induiraient l’insulino-résistance par le 

biais de l’activation de sérine/thréonine kinases responsables de l’inhibition de l’IR et/ou 

d’IRS-1 (Evans et al., 2005) et diminuerait la translocation de GLUT4 au niveau des adipocytes 

(Rudich et al., 1998). De plus, il est important de noter que l’augmentation de ROS est un 

prérequis pour l’activation de l’inflammasome et donc que les effet pro-dépresseurs des ROS 

pourraient être médiés par l’intermédiaire des acteurs de l’inflammation (Solleiro-Villavicencio 

et al., 2018). Ceci nous mène directement à l’hypothèse mécanistique suivante : l’inflammation. 

 

L’inflammation de bas grade est associée à des symptômes dépressifs exacerbés chez 

les patients obèses avec des désordres métaboliques (Delgado et al., 2018). Au-delà du fait que 

des taux élevés de LPS ont été observés chez des sujets diabétiques comparés à des sujets 

contrôles sains (Gomes et al., 2017), cette endotoxine est utilisée comme modèle de prédilection 

chez le rat ou la souris pour entrainer une réponse inflammatoire. Des études pré-cliniques 

menées chez les rongeurs indiquent que des marqueurs de l’inflammation tels qu’un taux élevé 

de globules blancs, une élévation de le protéine C réactive (CRP) ou d’interleukine 6 (IL-6) 

représentent des facteurs de risque pour le développement du diabète (Barzilay et al., 2001 ; 

Pradhan et al., 2001 ; Schmidt et al., 1999). En effet, outre le fait que cette molécule soit connue 

pour induire une septicémie périphérique sévère augmentant les taux d’IL-1B, IL-6, TNF-

a (tumor necrosis factor a) et l’expression d’autres cytokines dans le cerveau (Breder et al., 

1994 ; Layé et al., 1994), il est admis que cette inflammation sous-tend, du moins en partie, les 

comportements pseudo-dépressifs dans ce modèle. Ces cytokines inflammatoires convergent 

également vers l’activation de sérine/thréonine kinases impliquées dans l’inhibition de la voie 

de signalisation de l’insuline induisant l’insulino-résistace (Fan et al., 2010 ; Zhang et al., 2010 ; 

Hirosumi et al., 2002). 

 

L’emsemble de ces données nous conduit à considérer la signalisation de l’insuline 

comme un mécanisme crucial qui pourrait sous-tendre la comorbidité entre le diabète et la 

dépression. Cette hypothèse est appuyée par une étude clinique récente rapportant une 

corrélation positive entre la sévérité des symptômes dépressifs et celle de la résistance à 

l’insuline (Phillip and Perry, 2015). Les données précliniques sont également en accord avec 



   51 

cette hypothèse puisqu’il a été montré à que l’insulino-résistance induite par un régime HFD 

chez le rat ou la souris, provoque une augmentation du niveau d’anxiété accompagnée de 

certains comportements caractéristiques d’un phénotype pseudo-dépressif (Dutheil et al., 2016 ; 

Hassan et al., 2019 ; Yang et al., 2016 ; Zemdegs et al., 2016). De manière intéressante, ces 

anomalies comportementales ont également été observées dans des modèles génétiques de DT2 

comme les souris db/db (déficientes pour le récepteur à la leptine) ou les rats Zucker fa/fa 

(mutés pour le récepteur à la leptine) (Dinel et al., 2011 ; Li et al., 2014). Ces anomalies ne sont 

pas restreintes au DT2 puisque l’injection de STZ induit également ce type de troubles 

neurocomportementaux chez le rongeur (Miyata et al., 2004 ; Huang et al., 2016 ; Pan et al., 

2013).  

 

A l’inverse, différentes études précliniques rapportent que l’induction de symptômes 

pseudo-dépressifs, consécutifs à l’exposition de rongeurs à des stress chroniques, 

s’accompagnent d’une résistance périphérique à l’insuline. C’est notamment le cas dans le 

modèle de stress chronique imprévisible (ou UCMS pour Umpredictable Chronic Mild Stress) 

et dans un modèle de dépression induit par la dexamethasone (Pan et al., 2013 ; Delanogare et 

al., 2020 ; Tsuneki et al., 2013). Cependant dans ces modèles, il n’est pas clairement précisé si 

les perturbations métaboliques sont des causes ou des conséquences des anomalies 

comportementales. 

 

 

 
La comorbidité entre le diabète et la DM semble être bidirectionnelle mais aucun 

mécanisme d’action n’a été admis à ce jour. Son étude est complexe, d’autant plus que les 

rôles de l’insuline au niveau du système nerveux central sont encore flous vis à vis de la 

modulation des comportements anxio-dépressifs. Les hypothèses majeures pouvant 

expliquer l’impact du diabète sur ces comportements concernent la sur-activation de l’axe 

HPA, le stress oxydatif et l’inflammation qui peuvent être liées à l’insulino-résistance 

comme nous le verrons dans la partie 2 après avoir introduit l’insuline et ses rôles 

centraux. 
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PARTIE 2 : 

L’INSULINE ET SON RÔLE DANS LE SYSTEME 

NERVEUX CENTRAL  
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I. L’insuline et ses acteurs

A. L’insuline

1. Gène, structure et biosynthèse

L’insuline fut isolée la première fois en 1921 par Banting et Best depuis un pancréas de 

chien. Ce fut l’un des plus grands événements de la recherche biomédicale du siècle puisque 

cette molécule était non loin du miracle pour tous les sujets souffrant de diabètes. Elle aura valu 

à Banting et Best le prix Nobel en 1923. Ce fut également la première protéine dont la séquence 

primaire a été séquencée en 1955 par Sanger qui remporta également le prix Nobel pour ses 

travaux en 1958 (Ryle, 1955).  

La forme circulante et biologiquement active de l’insuline est un monomère composé 

de 2 chaînes, une chaîne A de 21 acides aminés (AA) et une chaîne B de 30AA liées par 2 ponts 

disulfures chez l’humain. Cette protéine est codée par un petit gène de 1425 bases (INS) localisé 

sur le chromosome 11 composé de 3 exons séparés par 2 introns (Bell et al., 1980). Il code la 

pré-pro-insuline de 110AA, précurseur de l’insuline.  Cette pré-pro-insuline traduite dans le 

cytosol comprend une séquence d’adressage de 25AA qui va lui permettre d’être transloquée 

au niveau du lumen du réticulum endoplasmique. Après clivage de la séquence d’adressage, le 

peptide va subir des repliements au niveau du réticulum endoplasmique grâce à la formation de 

ponts disulfures. C’est après un passage dans le trans-Golgi que l’insuline et le peptide C sont 

produits après clivage de jonctions par les prohormones convertases 1 et 2 (PC1 et PC2) (pour 

revue Weiss et al., 2009).  Ces deux produits sont alors stockés dans des vésicules prêts à être 

sécrétés. 

2. Sécrétion et dégradation de l’insuline

L’insuline est synthétisée et sécrétée au niveau des cellules b du pancréas. Le 

mécanisme principal de sécrétion de cette hormone est dit glucose-dépendant. En effet, en 

postprandial, la concentration plasmatique du glucose sanguin augmente et celui-ci est 

transporté à l’intérieur des cellules b par le biais du transporteur GLUT2 (rongeurs) ou GLUT-

1 et GLUT-3 (humain). Une fois à l’intérieur de la cellule, le glucose est métabolisé par la 

glycolyse entrainant l’augmentation de la concentration d’ATP responsable de la fermeture des 

canaux K+ sensibles à l’ATP (KATP). Cette fermture se traduit par une accumulation d’ions K+ 

dans la cellule b provoquant la dépolarisation de la membrane et l’ouverture des canaux Ca2+ 

voltage-dépendants. L’entrée massive de Ca2+ qui en découle va alors déclencher la sécrétion 
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d’insuline (Wollheim et al., 1981). Cette sécrétion est dite biphasique, la première phase 

consiste en la libération de l’insuline antérieurement synthétisée et stockée et la seconde phase 

réside en la libération de l’insuline synthétisée de novo (Seino et al., 2011). 

Outre la stimulation postprandiale, la sécrétion d’insuline varie au cours du temps selon 

deux types d’oscillations. La première possède une période ultradienne entre 1 et 3h alors que 

la seconde est très rapide avec une période allant de 10 à 15min (Polonsky et al. 1988 ; Lang et 

al., 1979). Ces caractéristiques témoignent de la présence de rétrocontrôles ainsi que de 

l’implication de nombreux acteurs. 

En effet, la sécrétion d’insuline peut être modulée par de nombreux facteurs. Le glucose 

reste le chef d’orchestre de cette libération mais d’autres marqueurs du statut métabolique 

comme les acides aminés ou les acides gras peuvent amplifier la sécrétion d’insuline induite 

par le glucose (Newsholme et al., 2007 ; Acosta-montaño et al., 2019). De nombreux 

modulateurs peuvent jouer en faveur ou défaveur de ce phénomène selon plusieurs axes.  

Tout d’abord, selon un axe hypothalamo-insulaire, le système nerveux autonome va 

pouvoir impacter positivement la sécrétion d’insuline majoritairement par le biais de 

l’acétylcholine via le système parasympathique vagal en agissant sur les récepteurs 

muscariniques métabotropiques M3 couplés à Gq présents sur les cellules b (Azua et al., 2011 ; 

Zhu et al., 2020). Concernant le système sympathique, il va moduler négativement la sécrétion 

d’insuline en grande partie via la noradrénaline agissant sur les récepteurs a2 couplés à Gi. 

D’autres acteurs provenant du système nerveux autonome peuvent agir dans une moindre 

mesure sur le processus de libération mais aussi de synthèse de l’insuline comme le VIP 

(vasoactive intestinal peptide) ; le GRP (gastrin releasing peptide), le PACAP (pituitary 

adenylate cyclase activating polypeptide), la galanine, le NPY (neuropeptide Y) et la 

somatostatine (pour revue : Magnan et Ktorza 2005 ; Rorsman et Braun, 2013) (Figure 9).  
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Figure 9. Modulation centrale de la sécrétion d'insuline. D'après Magnan and Ktorza, 2005. 

L’axe entéro-insulaire est également un acteur majeur de la régulation de la cellules ß 

par l’intermédiaire des incrétines. Celles-ci exercent un effet insulinotrope avec le GIP (gastric 

inhibitory polypeptide), le GLP-1 (glucacon like peptide-1) et la CCK (cholécystokinine) pour 

les principales.   

Le tissu adipeux va également, par le biais des adipokines qu’il sécrète, réguler la 

sécrétion de l’insuline. Les deux plus connues, l’adiponectine et la leptine, exclusivement 

produites par le tissu adipeux blanc, influencent respectivement positivement et négativement 

la sécrétion d’insuline (Emilsson et al., 1997 ; Okamoto et al., 2008).  Cet axe adipo-insulaire 

est d’autant plus important dans un contexte pathologique comme l’obésité ou le DT2 puisque 

les niveaux d’adipokines sont modifiés (Considine et al., 1996 ; Hotta et al., 2000). L’impact 

de nombreuses adipokines (dont l’apeline qui fait l’objet d’une partie spécifique de cette thèse) 

sur la sécrétion d’insuline est référencé dans la revue de Cantley (Cantley, 2014). 

Enfin, l’axe insulo-insulaire assure par un mécanisme d’action paracrine et/ou 

autocrine la régulation des taux d’insuline. En particulier, le glucacon, la somatostatine et 

l’insuline elle-même, jouent un rôle dans la modulation de la sécrétion d’insuline. Le glucagon 

et la somatostatine, produits par les cellules a et d du pancréas, stimulent et inhibent 

respectivement ce processus (Samols et al., 1965 ; Olsson et al., 1976). Le rétrocontrôle exercé 

par l’insuline sur sa propre sécrétion n’est pas complètement admis et reste controversé (pour 
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revue : Leibiger et al., 2002). Cependant une étude in vitro montre que l’insuline pourrait 

réguler négativement sa sécrétion en activant les canaux KATP des cellules b par le biais de PI3K 

(phosphatidylinositol-3-kinase) (Khan et al., 2001). Également, les souris génétiquement 

invalidées pour le récepteur à l’insuline spécifiquement dans les cellules b (bIRKO), montrent 

une perte de sécrétion de l’insuline stimulée par le glucose (Kulkarni et al., 1999).  

Figure 10. Principaux acteurs de la régulation de la sécrétion d'insuline. D'après Magnan 
and Ktorza, 2005. 

Concernant le catabolisme de l’insuline, il est admis que cette hormone est dégradée par 

une enzyme spécifique appelée IDE pour « insulin-degrading enzyme ». Il s’agit d’une 

métaloprotéase exprimée de façon ubiquitaire dans les cellules sensibles, ou pas, à l’insuline 

(Kuo et al., 1993). Elle est avant tout cytosolique mais se retrouve également au niveau des 

péroxisomes, mitochondries et endosomes. Cette métaloendoprotéase exerce son action 

biologique de clivage au niveau de 9 sites dont 2 localisés sur la chaîne A et 7 sur la chaîne B 

(Stentz et al., 1989). En particulier, après sa sécrétion et son relargage au niveau de la veine 

porte, l’insuline va subir un premier passage hépatique connu pour réguler la concentration 

périphérique d’insuline (Meier et al., 2005). Les reins participent ensuite majoritairement à la 

dégradation de l’insuline comme ont pu le montrer des études de radiographie (Hysing et al., 

1989). L’insuline y est filtrée au niveau des glomérules puis réabsorbée par endocytose dans le 

tube proximal pour enfin être dégradée. Sa dégradation se ferait ensuite, selon les études 

princeps, par le biais de l’IDE mais les approches modernes semblent suggérer que d’autres 

voies et acteurs seraient impliqués (pour revue : Leissring et al., 2021). 
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B. Le récepteur à l’insuline

1. Gène, expression et structure

Le récepteur à l’insuline (IR) est codé par le gène INSR d’environ 150kpb situé sur le 

chromosome 19 et est composé de 22 exons (Seino et al., 1990). Lors de sa transcription, il peut 

subir un épissage alternatif de l’exon 11 pouvant résulter en 2 isoformes, IR-A qui contient 

l’exon 11 ou IR-B qui en est dépourvu (Moller et al., 1989).  Ce récepteur est formé de 2 chaînes 

(IR-A ou IR-B) issues du même précurseur assemblées par des pont disulfures. Chaque chaine 

est composée d’une unité a (pourvu ou non de la partie codée par l’exon 11) et d’une unité b. 

Une fois le tétramère formé et localisé au niveau de la membrane, les 2 sous unités a sont 

localisées du côté extracellulaire et possèdent la séquence de liaison à l’insuline alors que les 

sous-unités b au niveau cytoplasmique portent l’activité tyrosine kinase. C’est donc un RTK 

(récepteur à activité tyrosine kinase) qui peut avoir 3 formes IR-A:IR-A et IR-B:IR-B qui sont 

des homotétramères et IR-A:IR-B, un récepteur hybride. De plus, ayant une forte homologie 

avec le récepteur pour IGF-1R (insulin-like growth factor1 receptor), une chaîne IR-A ou IR-B 

peut dimériser avec une chaîne IGF-R formant ainsi des hétérotétramères ou récepteurs 

hybrides : IR-A:IGF-1R et IR-B:IGF-1R. Tous les récepteurs listés auparavant lient l’insuline, 

IGF-1 et IGF-2 selon des affinités différentes résumées dans la Figure 11 (Escribano et al., 

2017). De manière générale, le « crosstalk » entre les IGF et l’insuline est le plus important au 

niveau du IR-A:IR-A pour lequel les trois molécules ont une très bonne affinité et au niveau du 

récepteur hybride IGF-1R:IR-A pour lequel l’insuline présente une affinité modérée (Sciacca 

et al., 2010 ; Slaaby, 2015).  
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Figure 11. Récepteurs à l'insuline, à l’IGF1 et récepteurs hydrides : ligands et affinités. 
D'après Escribano et al., 2017. 

2. Voie de signalisation

Comme évoqué précédemment, l’IR est un RTK qui va initier la transduction du signal 

par une série de transautophosphorylation induite par un changement de conformation en 

réponse à la fixation de l’insuline (Figure 11). Les tyrosines phosphorylées vont alors permettre 

le recrutement des protéines IRS (insulin receptor substrates) grâce aux domaines PTB 

(phosphotyrosine binding) (Eck et al., 1996). Il existe 6 protéines IRS identifiées chez l’humain 

mais les sous-types IRS-1, IRS-2, et IRS-4 sont les plus étudiées. Si IRS-5 et IRS-6 ont été 

récemment caractérisées chez l’humain (Cai et l., 2003), IRS-3 serait seulement présente chez 

le rongeur (Bjornholm et al., 2002). IRS-1 et IRS-2 sont très largement exprimées dans de 

nombreux types cellulaires alors que certaines protéines IRS sont très spécifiques comme IRS-

3 dont l’expression semble limitée aux adipocytes, au foie et aux poumons (Sciacchitano and 

Taylor, 1997) (Figure 12).  
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Figure 12. Fonctions spécifiques des protéines IRS. D'après Tanguchi et al., 2006. 

Une fois recrutées au niveau des sous-unités b de l’IR, les protéines IRS vont être à leur 

tour phosphorylées sur des résidus tyrosines afin de pouvoir recruter d’autres protéines sous-

effectrices possédant un domaine SH2 (Src homology 2) interagissant avec ces résidus 

(Haeusler et al., 2017). Les protéines IRS sont donc des protéines d’échafaudages capables 

d’induire des cascades de signalisation pouvant avoir des effets différents selon les différents 

sous-types (Sun et al., 1991 ; Sun et al., 1995). Toutefois, les deux principales voient activées 

par ces protéines sont la voie des RAS/MAPK impliquée dans la survie cellulaire et la voie de 

PI3K/Akt entrainant la transcription de gènes impliqués dans le métabolisme (Escribano et al., 

2017). Il semblerait que IRS1 soit plus apte à activer la voie RAS/MAPK puisque des souris 

mutantes privée d’IRS1 (IRS1-/-) présentent de lourds retards de croissance alors qu’ils sont 

mineurs chez des souris mutantes IRS2-/-. Quant aux souris IRS2-/-, ces dernières présentent une 

intolérance au glucose alors que les souris IRS1-/- sont semblables aux contrôles témoignant du 

rôle majeur d’IRS2 dans la régulation métabolique et donc dans la voie PI3K/Akt (Withers et 

al., 1999).  Cela reflète très bien la redondance entre IRS1 et IRS2 tout en illustrant le fait que 

chaque protéine possède un pattern de signalisation qui leur est propre vu les différences 

phénotypiques (White et al., 2002 ; Taniguchi et al., 2006) (Figure 13).  
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Figure 13. Principaux noeuds de signalisation de l'insuline. D'après Taniguchi et al., 2006. 

Quant à l’inhibition ou le rétrocontrôle de la voie de signalisation de l’IR, elle peut se 

faire à plusieurs niveaux avec différents acteurs. On retrouve tout d’abord une multitude de 

phosphatases qui inactivent, par déphosphorylation, des acteurs de la voie de signalisation. Par 

exemple PTP1B, une phosphotyrosine phosphatase, déphosphoryle directement l’IR inhibant 

ainsi le recrutement des protéines sous-jacentes. Son inactivation induit d’ailleurs une 

augmentation de la sensibilité à l’insuline chez la souris (Tiganis, 2012). On retrouve aussi 

PTEN, une phosphatase des lipides qui inactive PIP3 et réduit donc la cascade de signalisation 

qui en découle (Parsons, 2004). 

Cependant, il n’y a pas que des déphosphorylations qui peuvent moduler négativement 

la voie de signalisation de l’insuline, puisque la phosphorylation des IRS sur leurs résidus sérine 

(Ser) ou thréonine (Thr) en fait de même. En effet, malgré une forte densité en site de 

phosphorylation, l’implication de certains résidus dans l’inactivation des IRS a pu être 

démontrée. La cascade PI3K/Akt/mTOR semble être responsable de la plupart de ces 

phosphorylations inhibitrices sur les IRS, jouant ainsi le rôle de rétrocontrôle négatif de la voie 

(Copps and White, 2012 ; Hançer and al., 2014).  Certaines de ces phosphorylations seraient 

même à la base des mécanismes d’insulino-résistance. Les IRS sont également modulées 
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négativement par dégradation mobilisant un processus de poly-ubiquitinylation guidant ces 

protéines vers le protéasome (Xu et al., 2008 ; Xu et al., 2012).  

Enfin, des micros ARNs (miARN), qui sont de petites séquences non codantes 

permettant d’inhiber la traduction d’ARN cibles, vont empêcher l’expression des acteurs de la 

voie de signalisation de l’IR. Par exemple le miARN LET7 peut cibler l’ARNm d’IGF1R, IR, 

IRS1, IRS2, PI3K et AKT (Zhu et al., 2011). Il existe de nombreux miARN capables 

d’interférer avec la plupart des protéines impliquées (pour revue : Nigi et al., 2018).  

Je terminerai ce paragraphe sur une notion récente concernant la signalisation du 

récepteur à l’insuline qui ouvre de nouveaux horizons. Ce récepteur serait capable d’agir 

comme un récepteur nucléaire pouvant s’associer directement à des facteurs de transcription et 

ainsi agir au niveau de l’ADN pour réguler l’expression génique (Hancock et al., 2019). 

3. Actions périphériques

L’insuline est une hormone anabolisante agissant sur de multiples systèmes. En effet 

elle module le métabolisme des carbohydrates, des lipides et des protéines en agissant sur de 

nombreux organes comme le muscle, le tissu adipeux et le foie pour les principaux. Mais elle 

exerce aussi des effets au niveau de la vascularisation, du cœur et du pancréas que je vais 

brièvement énumérer.  

a. Métabolisme des carbohydrates

Tout d’abord, l’insuline promeut l’utilisation des sucres et de façon cohérente inhibe 

leur production. Pour se faire, elle augmente le taux de transport de glucose dans les cellules 

musculaires et les adipocytes en augmentant la translocation du transporteur GLUT4 à la 

membrane des cellules musculaires et des adipocytes (Shepherd and Kahn, 1999). L’utilisation 

de ce glucose au sein de ces cellules se voit également augmentée par l’activation de la 

glycolyse par la stimulation de l’hexokinase et la 6-phosphofructokinase (Mandarino et al., 

1995). Dans le même sens, l’insuline stimule le stockage du glucose en augmentant le taux de 

synthèse de glycogène dans le muscle, le tissu adipeux, le foie. Elle inhibe la dégradation du 

glycogène musculaire et hépatique ainsi que la néoglucogenèse au niveau du foie (Petersen and 

Shulman, 2018).  
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b. Métabolisme des lipides

L’impact de l’insuline sur le métabolisme des lipides fait écho aux effets sur le 

métabolisme glucidique puisqu’elle augmente l’utilisation et la dégradation des lipides tout en 

inhibant leur formation. En effet, l’insuline, stimule la capture de triglycérides dans le tissu 

adipeux et le muscle, l’oxydation des lipides dans le muscle et le foie, la synthèse d’acide gras 

et de triacylglycérol dans les tissus et atténue la lipolyse adipocitaire (Petersen and Shulman., 

2018).  

c. Autres effets

La première action de l’insuline après son relargage se joue sur les vaisseaux sanguins 

puisque l’insuline va permettre l’augmentation du débit sanguin en stimulant la production de 

monoxyde d’azote épithélial (Zeng and Quon, 1996 ; Montagnani et al., 2001). Elle affecte 

également des paramètres cardiaques (pour revue : Iliadis et al., 2011). 

Comme décrit précédemment, elle exerce aussi un rétrocontrôle sur le pancréas. 

Historiquement, il a été démontré que l’insuline réduit la masse de cellule b pancréatique ainsi 

que la quantité d’insuline qu’elle contient chez des rats injectés chroniquement avec de 

l’insuline (Best and Haist, 1941). Une étude allant dans le même sens montre une hyperplasie 

des cellules b dans un modèle de déficience en insuline ou en IRS2 (Duvillié et al., 2002, 

Withers et al., 1998). Cependant d’autres modèles témoignent l’inverse, notamment dans un 

modèle de souris déficientes en IRS1 montrant une plus grande proportion de cellule b (Kubota 

et al., 2000) (pour revue Leibiger et al., 2008). 

Ces voies de signalisations ont été largement décrites dans les organes périphériques mais le 

sont également de plus en plus au niveau du système nerveux central. L’implication de ces voies 

dans certaines régulations et fonctions neuronales seront précisées dans la partie II.A « Actions 

centrales de l’insuline ».  
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C. L’insuline et ses acteurs dans le cerveau

1. Passage de la barrière hématoencéphalique et synthèse locale

Le système insulinergique du cerveau n’est pas encore complètement élucidé malgré 

l’engouement qu’il a pu susciter au cours des dernières décennies. Dans les années 1950, 

l’insuline était considérée comme trop volumineuse pour passer la barrière hémato-

encéphalique notamment suite aux études d’autoradiographie ne permettant pas de détecter sa 

présence dans le cerveau suite à son injection systémique (Elgee et al., 1954 ; Haugaard et al., 

1954). Vingt ans après, Margolis et Altszuler ont été les premiers à identifier l’insuline dans le 

liquide cérébro-spinal et cela fut confirmé par la suite à l’aide de différents approches (Margolis 

and Altszuler, 1967 ; Woods and Porte 1977, Stein et al., 1983).  

Les plexus choroïdes ont suscité une attention particulière puisque à leur niveau la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) est plus perméable grâce aux capillaires fenêstrés mais 

aussi de par la présence de cellules épithéliales contenant une très forte densité en récepteur à 

l’insuline (Baskin et al., 1986). Ces caractéristiques alimentent l’hypothèse selon laquelle les 

plexus choroïdes pourraient être la porte d’entrée de l’insuline vers le cerveau. De nombreuses 

études ont mis en évidence l’existence d’un transport saturable et actif médié, du moins en 

partie, par l’IR au niveau de ces structures (Duffy et al., 1987 ; Baura et al., 1993 ; Banks et al., 

1998) En effet, cette transcytose peut être médiée par différentes protéines capable de lier 

l’insuline afin de l’internaliser. Le récepteur à l’insuline lui-même semble impliqué dans ce 

processus puisque l’application de l’antagoniste S-961 du récepteur à l’insuline bloque la 

capture de cette hormone des cellules endothéliales en culture (Gray et al., 2017). En revanche, 

in vivo, l’administration de ce même antagoniste chez la souris n’inhibe que légèrement le 

transport de l’insuline suggérant l’implication d’autres mécanismes (Rhea et al., 2018).  

Outre le transport de l’insuline périphérique vers le système nerveux central, des preuves 

expérimentales suggèrent que l’insuline pourrait aussi être synthétisée directement dans le 

cerveau. En effet, l’ARNm du gène INS a été identifié dans différentes structures telles que 

l’hippocampe, l’amygdale, le lobe temporal, les bulbes olfactifs, le cervelet ainsi qu’au niveau 

du pont (Mehran et al., 2012). Chez la souris, il en est de même pour le l’ARNm du gène Ins2 

retrouvé dans le système nerveux central (Mehran et al., 2012) ainsi que dans des cultures 

d’astrocytes de rat (Takano et al., 2017). L’ARNm Ins2 se voit même augmenté dans 

l’hippocampe de souris exposées à un régime HFD pouvant traduire une compensation de 

l’insulino-résistance (Dutheil et al., 2015). Enfin, des travaux récents montrent que les plexus 
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choroïdes pourraient produire et sécréter de l’insuline (Mazucanti et al., 2019). Ensemble, ces 

études renforcent l’hypothèse d’une synthèse centrale de cette hormone considérée jusqu’alors 

exclusivement pancréatique.  

2. Le récepteur à l’insuline central

Que l’insuline passe la BHE ou pas, qu’elle soit synthétisée localement dans le système 

nerveux ou pas, son récepteur est bien exprimé dans le cerveau. Sa présence a notamment été 

découverte grâce à l’utilisation d’insuline radiomarquée permettant de mettre en évidence la 

présence de l’IR dans le cortex de nombreuses espèces animales dont le rat (Havrankova et al., 

1978 ; Unger et al., 1989). Ces études précisent même la liaison spécifique de l’insuline (et non 

pas d’IGF1) sur son récepteur dans de nombreuses structures cérébrales comme le bulbe 

olfactif, le cortex, l’hippocampe, l’hypothalamus, l’amygdale, le septum, le cervelet, le striatum 

et bien d’autre structures chez le rat. D’autre part, le groupe de Ronald Kahn a quantifié le 

nombre de transcrits par RT-qPCR permettant d’apprécier une cartographie de l’expression de 

l’IR ainsi que d’autres acteurs comme IRS-1 et IRS-2 (Kleinridders et al., 2014) (Figure 14). 

Pour avoir une idée quantitative, l’expression de l’IR dans les noyaux du raphé compte 250 

copies/ng contre 600 copies/ng pour l’hypothalamus connue pour être une des régions les plus 

denses.  

Figure 14. Expression de l'IR, IGF1R, IRS1 et IRS2 dans le cerveau déterminée par RT-
qPCR chez la souris C57Bl/6. D'après Kleinridders et al., 2014. Cb, cerebellum; CP, caudate 
putamen; Hpc, hippocampus; Hy, hypothalamus; NA, nucleus accumbens; NST, nucleus 
tractus solitaries; PFC, prefrontal cortex; RN, raphe nucleus; VTA, ventral tegmental area. 
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Comme mentionné précédemment, l’IR possède plusieurs iso-formes et il semblerait 

que la forme IR-A:IR-A soit la seule exprimée par les neurones alors que les deux formes sont 

présentes au niveau de la glie (Spencer et al., 2018 ; Kotzke et al., 1995 ; Garwood et al., 2015). 

Concernant la forme hybride IR/IGF-1R, celle-ci est exprimée par les neurones, les astrocytes, 

la microglie et dans une moindre mesure par les cellules endothéliales. En revanche, les 

oligodendrocytes n’expriment pas cette forme (Martinez-Rachedell et al., 2019).  

II. Rôles physiologiques de l’insuline dans le cerveau

A. Actions centrales

Le chapitre suivant décrit les effets connus de l’insuline dans le cerveau avec une attention 

particulière sur ses effets comportementaux qui sont au cœur de mes travaux. 

1. Insuline centrale et métabolisme

1.1.Comportement alimentaire et métabolisme énergétique 

1.1.1. Insuline et comportement alimentaire 

L’effet central de l’insuline le plus largement connu et exploré est son impact sur le 

comportement alimentaire et plus généralement sur le métabolisme énergétique. En effet, après 

la découverte de l’insuline, il a été montré dès la fin des années 70 que cette hormone diminuait 

la prise alimentaire et le gain de poids chez le babouin (Woods et al., 1979). Ces effets sont 

associés à l’inhibition des neurones orexigènes à NPY (neuropeptide Y) et à AgRP (agouti-

related peptide) et à l’activation des neurones anorexigènes POMC (proopiomélanocortine) 

(Benoit et al., 2002, Qiu et al., 2014). En se fixant sur son récepteur, l’insuline, induit une 

hyperpolarisation des neurones NPY/AgRP via l’ouverture de canaux KATP et une 

dépolarisation des neurones POMC par l’activation de canaux TRPC-5 (Transient Receptor 

Potential Canonical-5) via la voie PI3K (Plum et al., 2006 ; Qiu et al., 2014). L’insuline semble 

également réduire l’expression du NPY (Sipols et al., 1995) et d’AgRP (Gelling et al., 2006) et 

augmenter celle de POMC comme suggéré par l’effet inverse observé chez des souris exposées 
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à la STZ (Könner et al., 2007).  Ces modulations d’activités neuronales au niveau du noyau 

arqué convergent vers l’activation des neurones à activité aMSH (a-melanocyte-stimulatig 

hormone) du noyau paraventriculaire de l’hypothalamus qui a pour conséquence la réduction 

de la prise alimentaire (Figure 15). En revanche, l’invalidation de l’IR dans l’ensemble des 

neurones n’entraine pas de phénotype particulier concernant la prise alimentaire chez la souris 

(Kleinridders et al., 2015). La modulation de la prise alimentaire peut également être régulée 

par le système dopaminergique et pour ce faire, il a été montré qu’une injection d’insuline 

directement dans la VTA diminue la prise alimentaire (Bruijnzeel et al., 2011). En accord avec 

ces résultats, l’invalidation génétique du récepteur à l’insuline dans les neurones 

dopaminergiques induit une prise de poid, une masse graisseuse plus importante associées à 

une hyperphagie et la perte de l’effet excitateur de l’insuline sur ces neurones (Könner et al., 

2011).   

Figure 15. Régulation hypothalamique de la prise alimentaire par l'insuline. D'après 
Kleinridders et al., 2014. 

1.1.2. Insuline centrale et conséquences métaboliques périphériques 

De par ses effets sur la prise alimentaire, l’insuline induit des effets sur le métabolisme 

énergétique d’organes périphériques (Kleinridders et al., 2014). Par exemple, il a été montré 

que l’infusion d’insuline dans le 3ème ventricule augmente l’inhibition de la synthèse de glucose 

par le foie et ce, de manière dépendante de la voie PI3K hypothalamique (Obici et al., 2002). Il 

semblerait aussi qu’elle joue un rôle important dans la contre régulation de la glycémie induite 
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par l’hypoglycémie puisque son récepteur central est nécessaire pour une réponse sympathique 

normale (Fisher et al., 2005). De plus, l’administration chronique d’insuline par voie intra-

cérébro-ventriculaire entraine une augmentation de la taille des adipocytes ainsi que le 

pourcentage de gras corporel chez la souris suggérant un effet activateur de la lipogenèse de 

l’insuline centrale (Koch et al., 2008). 

1.1.3. Insuline et circuit de la récompense et de la motivation 

Les effets de l’insuline centrale ne se résument pas seulement à ses actions 

hypothalamiques puisqu’elle a aussi été identifiée comme ayant un rôle dans la modulation du 

circuit de la récompense et de la motivation. Ces circuits font intervenir des projections 

dopaminergiques impliquant l’aire tegmentale ventrale (VTA), la substance noire (SN), le 

striatum et le noyau accumbens (NAc). Il est intéressant de noter que l’IR est exprimé par les 

neurones TH (tyrosine hydroxylase), témoignant de sa présence sur les neurones 

dopaminergique à la fois au niveau somatodendritique et terminal (Figlewicz et al., 2003). 

L’invalidation génétique de l’IR dans les neurones TH positifs entraîne une plus forte prise de 

poids et de masse graisseuse chez la souris associées à une hyperphagie (Könner et al., 2011). 

Par ailleurs, dans un contexte d’insulino-résistance induite par un régime HFD, les souris 

présentent une réduction de la recapture de dopamine dans le NAc (Fordahl and Jones, 2017). 

Cette observation est restaurée par l’injection de TCS 401, un agent insulino-sensibilisateur.  

Dans le même esprit, l’injection directe d’insuline dans la VTA réduit la libération de dopamine 

induite par la cocaïne (Naef et al., 2019) ainsi que le comportement hédonique (Mebel et al., 

2012). En revanche, l’injection locale d’anticorps dirigés contre l’insuline dans la NAc réduit 

le comportement hédonique des souris vis-à-vis d’une solution sucrée (Stouffer et al., 2015). Si 

l’on s’intéresse à la mécanistique pouvant sous-tendre de tels effets, une étude montre que la 

morphine nécessite la voie IRS2-AKT pour avoir son effet hédonique (Russo et al., 2007). Il a 

également été montré que l’invalidation de l’IR dans l’ensemble des neurones entraine la sur-

expression des monoamines oxydase de type A et B (MAO-A / MAO-B) responsable de la 

dégradation de dopamine dans le striatum et le NAc (Kleinridders et al., 2015) témoignant une 

fois de plus de l’impact de la signalisation de l’insuline sur le système dopaminergique.  

Ensemble ces résultats soulignent l’implication de l’insuline dans la valence positive lié 

à la prise alimentaire et de l’aspect motivationnel dans la recherche de nourriture dépendantes 

du système dopaminergique et complémentaires des effets hypothalamiques.  
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Figure 16. Principaux effets connus de l'insuline. 

2. Insuline et mémoire

L’implication de l’insuline dans les processus de mémoire fait l’objet de nombreuses

études depuis la fin des années 90. C’est de l’ensemble de ces recherches qu’est née l’hypothèse 

du diabète de type 3 pour caractériser la maladie d’Alzheimer (MA) et certaines formes de 

démence.  

De manière intéressante, des rats sains soumis à une tâche de mémoire spatiale montrent 

une expression de l’IR plus importante au niveau hippocampique suggérant la potentielle 

implication bénéfique du système insulinergique dans les processus de mémoire (Zhao et al., 

1999). En accord avec ces données, il a été montré que l’injection aigue intra-hippocampique 

d’insuline 10min avant les tests comportementaux induit l’amélioration des performances 

mnésiques chez des rats contrôles (Mcnay et al., 2010). De la même façon, l’injection 

intranasale chronique d’insuline améliore les performances dans le test de reconnaissance 

d’objets à court et à long terme chez la souris (Marks et al., 2009).  D’un point de vue plus 

mécanistique, l’insuline pourrait promouvoir la neurogenèse hippocampique comme le rapporte 

des études réalisant une injection intranasale d’insuline dans un modèle de souris ayant subit 

une injection intracérébroventriculaire (ICV) de STZ (modèle de la MA sporadique) ainsi que 

dans lignée double transgénique APP/PS1, modèles de la maladie d’Alzheimer (Lv et al., 2020 ; 

Mao et al., 2016). 
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Outre la neurogenèse, l’insuline est également impliquée dans la plasticité synaptique. 

Elle joue un rôle notamment dans la potentialisation à long terme (ou LTP pour « long term 

potentiation ») ainsi que dans la dépression à long terme (ou LTD pour « long term 

depression »). Pour se faire, l’insuline permet la phosphorylation des récepteurs NMDA de 

manière PI3K dépendante et favorise leur addressage/expression au niveau membranaire, 

renforcant ainsi la neurotransmission glutamatergique hippocampique (Christie et al., 2001 ; 

Skeberdis et al., 2001 ; Van Der Heide et al., 2005). Au contraire, il a été montré que l’insuline 

stimule l’internalisation des récepteurs AMPA dans des cultures primaires hippocampiques 

(Beattie et al., 2000 ; Man et al., 2000), un effet cohérent avec l’inhibition du taux de décharge 

des neurones pyramidaux hippocampiques (Palovcik et al., 1984) et l’inhibition des potentiels 

post-synaptiques excitateurs en réponse à l’administration de cette hormone (Zhao et al., 2019). 

Cette endocytose serait dépendante de la phosphorylation de résidus tyrosines des récepteurs 

AMPA (Ahmadian et al., 2004 ; Lin et al., 2000). Ces changements synaptiques induits par 

l’insuline sont associés à l’induction de LTD au niveau du CA1 hippocampique (Ahmadian et 

al., 2004 ; Man et al., 2000). De plus, les rats diabétiques STZ présentent des problèmes 

mnésiques au cours d’une tache spatiale dans le paradigme de la piscine de Morris associés à 

des perturbations de LTP hippocampique (Biessels et al., 1996). L’administration sous-cutanée 

d’insuline ne réverse pas les déficits mnésiques et n’améliore que partiellement la LTP. En 

revanche, l’insuline administrée de manière préventive et répétée par voie sous-cutanée permet 

de corriger l’ensemble du phénotype (Biessels et al., 1998). Tous ces résultats illustrent 

largement l’implication de l’insuline dans les processus de plasticité synaptique de type LTP et 

LTD primordiaux dans les processus de mémoire.  

De manière intéressante, il semblerait que l’expression de l’IR décroit avec l’âge 

(Frölich et al., 1998) ce qui pourrait laisser entrevoir son rôle dans l’étiologie de la MA et des 

troubles cognitifs associées à cette maladie neurodégénérative. En ce sens, l’administration 

intranasale d’insuline chez les patients atteints de la MA ou de démence améliore la mémoire 

verbale (pour revue : Avgerinos et al., 2018). Également, l’insuline est liée au métabolisme du 

peptide amyloïde-b (Ab) dont l’implication dans la physiopathologie de la MA est largement 

décrite. Même si nous sommes encore loin de savoir si l’accumulation d’Ab est une cause ou 

une conséquence d’une mauvaise signalisation de l’insuline, des évidences témoignent de 

l’impact de l’insuline sur son métabolisme et les troubles associés. En effet, dans un modèle 

murin de troubles mnésiques induits par l’administration hippocampique d’amyloïde b, 
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l’injection locale chronique d’insuline restaure le phénotype (Ghasemi et al., 2014). Ces effets 

semblent nécessiter l’activation de la voie des MAPK (Ghasemi et al., 2014 ; Gasparini et al., 

2001), mais GSK-3 semble aussi largement impliquée dans la dégradation du peptide amyloïde 

(Phiel et al., 2003). Une étude in vitro suggère que l’insuline stimule l’expression d’IDE dans 

les astrocytes de manière dépendante de ERK témoignant aussi de l’implication des astrocytes 

dans la dégradation de l’insuline centrale ainsi que d’Ab (Yamamoto et al., 2018). En plus 

d’avoir un rôle dans la formation des plaques amyloïdes, l’insuline est également impliquée 

dans la phosphorylation de tau et donc dans la formation des enchevêtrements neurofibrillaires, 

un autre marqueur de la MA (Schubert et al., 2004). 

3. Insuline et comportements anxio-dépressifs

Concernant les études chez le rongeur, différentes preuves expérimentales montrent que 

l’insuline peut moduler l’acivité de certains circuits neuronaux dont le système dopaminergique 

connu pour son implication dans la régulation de l’humeur et des comportements hédoniques 

(Mann, 1999 ; Kay et al., 2012). La mise en évidence des liens entre la signalisation de 

l’insuline et les comportements anxio-dépressifs a initiallement été démontrée à l’aide de souris 

knock-out privées du récepteur à l’insuline spécifiquement dans les neurones (souris NIRKO). 

Ces animaux mutants présentent un phénotype anxieux et pseudo-dépressif associés à une 

accélération du turn-over de la dopamine (Kleinridders et al., 2015). De manière intéressante, 

ces troubles anxieux et pseudo-dépressifs sont plus généralement retrouvés dans les modèles 

de DT1 et de DT2 pour lesquels la signalisation de l’insuline est perturbée. En effet, les souris 

ou rats moins d’insuline endogène suite à l’injection de STZ, présentent un phénotype anxieux 

et résigné dans les les tests de nage forcé, de suspension caudale et de labyrinthe en croix 

surélevé (Gupta et al., 2014 ; Rahmani et al., 2018 ;	 Şahin	 et	 al.,	 2019)	 tandis	 que	
l’administration intrapéritonéale d’insuline corrige ces comportements (Gupta et al., 2014). 

Dans le modèle de souris db/db présentant de l’insulino-résisrance, un phénotype de résignation 

et d’anxiété a également été observé en plus d’un comportement anhédonique dans le test de 

préférence au sucrose (Sharma et al., 2010 ; Liu et al., 2017). Chez ces souris mutantes, 

l’administration de Rosiglitazone (un antidiabétique insulino-sensibilisateur activant la voie de 

PPAR-g) améliore ce phénotype (Sharma et al., 2012). Concernant le modèle HFD, plusieurs 

travaux retrouvent des anomalies comportementales telles que de l’anxiété, des troubles 

d’interactions sociale et de l’anhédonie (Hassan et al., 2018 ; Dutheil et al., 2015 ; Zemdegs et 
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al., 2016 ; Zemdegs et al., 2019) qui peuvent être corrigés, en partie, par l’administration 

chronique de metformine (un autre agent insulino-sensibilisateur) (Zemdegs et al., 2019).  

Si on s’intéresse maintenant aux études réalisées chez le patient dépressif, il a été montré 

qu’ills possèdent moins d’insuline dans le liquide cérébro-spinal mais également dans le plasma 

par rapport à des contrôles appariés (Craft et al., 1998). L’IR est également impacté puisque 

son expression est réduite et/ou délocalisée et que son affinité pour l’insuline est réduite 

comparées au groupe de sujets contrôles (Steen et al. 2005).  

Ces résultats obtenus à travers différents modèles de perturbations de la signalisation de 

l’insuline permettent de rendre compte de l’importance de cette hormone dans la régulation de 

différents comportements dont les troubles anxio-dépressifs. L’identification des mécanismes 

sous-jacents font l’objet de ce travail de thèse qui s’intéresse plus particulièrement aux liens 

fonctionnels entre l’insuline et le système sérotoninergique. 
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III. Impact de l’insuline sur le système sérotoninergique et
conséquences

Les connaissances actuelles concernant  l’impact de l’insuline sur le système sérotoninergique 

ainsi que les conséquences fonctionnelles et neurocomportementales ont été traitées dans la 

revue suivante rédigée en étroite collaboration avec le Drs. X. Fioramonti et H. Martin (INRAE 

UMR 1286, Nutrineuro, Bordeaux).
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The impact of insulin on the serotonergic system and 

consequences on diabetes-associated mood disorders 
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2Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA), Centre de Biologie Intégrative (CBI), 
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Résumé : 

L’idée que l’insuline pourrait influencer les comportements émotionnels a longtemps été 

suggérée. Cependant, les mécanismes sous-jacents n’ont pas encore été résolu et aucune 

évidence directe et claire démontre que cet effet mobilise le système sérotoninergique central. 

Un argument en faveur de cette association entre insuline, sérotonine et émotions est  que 

l’atténuation de l’action de l’insuline dans un diabète de type 1 ou de type 2 cause des 

symptomes anxieux et dépressifs associés à une diminution des taux de sérotonine dans le 

cerveau. Cette revue synthétise les hypothèses mécanistiques principales qui pourraient 

expliquer la comorbidité entre le diabète et la dépression fournit également un état de l’art des 

preuves expérimentales directes et indirectes concernant la modulation des neurones 

sérotoninergiques centraux par l’insuline. Enfin, cette revue met en lumière la littérature 

supportant l’idée que les traitements anti-diabétiques exercent des effets antidépresseurs et que 

les antidépresseurs, quant à eux, modulent l’homéostasie glucidique. De manière générale, cette 

revue résume les aperçus mécanistiques de la modulation de la neurotransmission 

sérotoninergique par l’insuline et les comportements associés offrant de nouvelles options 

thérapeutiques. 

Contribution personnelle :  

Au cours de ce travail, j’ai participé activement : 

- à la synthèse de la littérature sur le sujet et à la rédaction de parties spécifiques de la

revue

- à son édition lors du processus de reviewing
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1  | INTRODUC TION

The focus of the present review is to provide a description of the 

effects of insulin on the brain serotonergic network and the conse-

quences of this with respect to the regulation of mood. This review 

does not describe the impact of insulin on the peripheral seroto-

nergic system. The literature demonstrating that insulin is able to 

directly modulate the activity of serotonin (5-HT) neurones in the 

dorsal and/or median raphe nuclei (DRN/MRN) is limited. The main 

cues indictaing that insulin could modulate this neuronal population 

come from an abundant literature showing that the risk of develop-

ing mood disorders is significantly increased in patients with either 

type 1 or type 2 diabetes (T1D or T2D).

2  | THE COMORBIDIT Y BET WEEN 
DIABETES AND DEPRESSION

2.1 | Prevalence of depression in patients with 
diabetes

During the past two decades, epidemiological studies have suggested 

a close link between diabetes and depression. Indeed, it appears that 

the prevalence of depression among patients with either T1D or T2D 

is doubled, if not more.
1–4

 Based on a meta-analysis by Anderson et al,
1
 

the prevalence of depression appears to be the same for both subtypes 

of diabetes. Nevertheless, studies emphasise that the risk of develop-

ing mood disorders is higher among patients with T2D than T1D.
5,6

 

Such differences could be related to distinct inflammatory states exist-

ing between T1D and T2D patients because the evidence shows that 

inflammatory biomarkers correlate with depressive symptoms only 
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Abstract
The idea that insulin could influence emotional behaviours has long been suggested. 

However, the underlying mechanisms have yet to be solved and there is no direct 

and clear-cut evidence demonstrating that such action involves brain serotonergic 

neurones. Indeed, initial arguments in favour of the association between insulin, ser-

otonin and mood arise from clinical or animal studies showing that impaired insulin 

action in type 1 or type 2 diabetes causes anxiety- and depressive symptoms along 

with blunted plasma and brain serotonin levels. The present review synthesises the 

main mechanistic hypotheses that might explain the comorbidity between diabetes 

and depression. It also provides a state of knowledge of the direct and indirect ex-

perimental evidence that insulin modulates brain serotonergic neurones. Finally, it 

highlights the literature suggesting that antidiabetic drugs present antidepressant-

like effects and, conversely, that serotonergic antidepressants impact glucose home-

ostasis. Overall, this review provides mechanistic insights into how insulin signalling 

alters serotonergic neurotransmission and related behaviours bringing new targets 

for therapeutic options.
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for T2D patients.
7
 Alternatively, because one of the most obvious dif-

ference between T1D and T2D is insulin resistance, in this review, we 

have developed the hypothesis that impaired insulin signalling at the 

peripheral and/or central level sustains the development of mood dis-

orders. Although beyond of the scope of this review, it is noteworthy 

that the reciprocal link also exists, even though it is less documented. 

Indeed, different studies have proposed that the prevalence of diabe-

tes among depressed patients could also be doubled.
8,9

 Collectively, 

these data highlight the existence of a bidirectional link between meta-

bolic and psychiatric disorders.

2.2 | Hypothetical mechanisms linking metabolic 
disorders and depression

Several biological mechanisms have been suggested to explain the co-

morbidity between diabetes and psychiatric disorders. Oxidative stress 

represents a pathophysiological process often associated with depres-

sion in both rodents and humans.
10

 It involves disrupted redox homeo-

stasis characterised by an overproduction of reactive oxygen species 

(ROS), which cannot be effectively cleared. This results from distinct 

mechanisms including dysregulation of specific ‘redox’ enzymes. For 

example, chronic stress alters, amongst others, super oxide dismutase 

in the hippocampus, thereby leading to neurotoxic intracellular ROS 

accumulation.
11

 Experimental studies have shown that alloxan-treated 

diabetic rats displayed high levels of ROS along with depressive-like 

behaviours in a forced swim test, whereas treatment with the antide-

pressant imipramine reversed this phenotype.
12

 Consistent with these 

results, Tang et al
13

 demonstrated that hydrogen sulphide, a signalling 

molecule in the brain with antioxidant activity was able to reverse the 

depressive-like behaviour in streptozotocin (STZ)-induced T1D rats. 

It was suggested that this behavioural change was associated with a 

reduction in oxidative stress in the hippocampus.
13

 Regarding animal 

models of T2D, high-fat diet (HFD)-induced obesity and insulin resist-

ance was also associated with oxidative stress and depressive-like 

behaviours.
14,15

 Although the putative antioxidant properties of anti-

depressant drugs in this HFD model have never been investigated, all 

these experimental data are important because increased ROS is a pre-

requisite for inflammasome activation,
16

 representing another process 

that might link metabolic and psychiatric disorders.
17,18

Prospective clinical studies indicated that inflammatory factors 

such as high white blood cell counts, increased C-reactive protein 

and interleukin (IL)-6 levels are risk factors for developing diabe-

tes.
19–21

 Interestingly, all of these changes are also associated with 

exacerbated depressive symptoms in obese patients with metabolic 

disorders.
22

 Apart from the fact that higher lipopolysaccharide (LPS) 

concentrations were observed in diabetic subjects compared to in 

healthy controls,
23

 this endotoxaemia is used in animals as the gold 

standard model to replicate much of the inflammatory responses. 

Indeed, besides the induction of severe peripheral sepsis, LPS in-

creases IL-1B, IL-6, tumour necrosis factor-α or the expression other 

cytokines in the mice brain
24,25

 and these changes are considered to 

sustain the depressive-like symptoms reported in this model.

The hyperactivation of hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) 

axis must be also considered as an important mechanism that 

might underpin the comorbidity between diabetes and depression. 

Patients and animals with poorly controlled or uncontrolled diabetes 

show an hypersecretion of cortisol,
26

 as commonly observed in de-

pressed patients.
27

 Evidence suggests that, in both pathologies, the 

negative-feedback exerted by endogenous glucocorticoids on this 

axis is impaired. Although the precise mechanisms have not been 

fully determined, inflammation could have a major role. Thus, it has 

been shown that pro-inflammatory mediators inactivate inhibitory 

glucocorticoid receptors and, by doing so, contribute to hinder the 

negative-feedback.
28–30

 Remarkably, high levels of glucocorticoids 

induce insulin resistance by reducing the expression and phosphory-

lation of insulin receptor substrate-1.
31

 From this observation, it can 

be inferred that the comorbidity between diabetes and depression 

relies on the impairment of insulin action.

A recent clinical study reported that depressive symptoms cor-

relate with insulin resistance.
9
 Preclinical research also support this 

concept because it has been repeatedly shown that HFD-induced 

insulin resistance in mice or rats causes anxiety and depressive-like 

phenotypes.
32–35

 In line with these results, depressive-like symptoms 

are observed in genetic models of T2D such as in leptin-receptor defi-

cient mice (db/db) or Zucker fa/fa rats.
36,37

 These behavioural anom-

alies are not restricted to T2D because STZ injection-induced T1D 

in mice also promotes anxiety and depressive-like symptoms.
38–40

 

Conversely, animal studies have shown that chronic mild stress-, so-

cial defeat- or dexamethasone-induced depressive-like symptoms 

are correlated with peripheral insulin resistance.
40–42

 Nevertheless, 

in these models, it has not been shown whether metabolic impair-

ments precede or cause mood abnormalities. Of particular note, 

different studies have investigated the potential therapeutic effect 

of insulin or antidiabetic drugs in these models of T1D or T2D and 

show their beneficial effects on emotionality in relation to an im-

provement of peripheral insulin signalling and/or anti-inflammatory 

properties. As an example, in a rat model of T2D, chronic i.p. admin-

istration of insulin elicits comparable antidepressant-like response 

than sertraline.
43

 In an STZ-T1D mouse model, subchronic i.p. insulin 

treatment also reverses freezing behaviour without attenuating hy-

perglycaemia thereby suggesting a therapeutic effect of insulin.
44

 

An important question that has yet to be solved is whether periph-

eral and/or central insulin resistance contributes to modify brain cir-

cuits involved in depression. This review summarises the arguments 

in favour of the hypothesis that brain insulin resistance has a key role 

in these deleterious effects of diabetes on behaviours.

3  | BR AIN INSULIN AND REGUL ATION OF 
EMOTIONALIT Y

3.1 | Overview of brain insulin signalling

Insulin signalling in the brain is not fully characterised but has rep-

resented an important field of investigation for decades. As a result 
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of the molecular weight of insulin (approximately 5800 g mol
-1

) and 

the fact that former studies were not able to detect this hormone 

in the cerebrospinal fluid (CSF),
45,46

 it has long been assumed that 

insulin could not cross the blood-brain barrier (BBB). During the 

1970s, Margolis and Altszuler
47

 were the first to identify insulin in 

the CSF and this discovery was further confirmed using different 

approaches.
48,49

 Today, it is well accepted that peripheral insulin 

readily crosses the BBB through a saturable receptor-mediated pro-

cess at the choroid plexi level.
50–52

 This transcytosis can be handled 

by many different proteins that are able to bind insulin and become 

internalised. It could therefore be mediated through a direct way re-

cruiting the insulin receptor (IR) itself. Accordingly, a recent study 

reports that the IR antagonist S-961 blunted insulin uptake in a 

brain endothelial cell culture,
53

 whereas another study shows that 

the same antagonist slightly reduces insulin transport to the mouse 

brain suggesting that insulin transport can occur independently of 

its receptor.
54

 Interestingly, recent evidence demonstrates that insu-

lin can be directly produced by choroid plexi
55

 and might be provided 

to brain structures closed to the ventricles.

Alternate splicing of IR mRNA leads to two different forms of 

the IR, namely IR-A and IR-B. Glial cells preferentially express the 

IR-B subtype and neurones IR-A,
56

 although, based on ligand bind-

ing experiment studies, it appears that brain IR could be different 

from the subtypes expressed in peripheral organs.
57

 In the brain, 

in situ hybridisation and immunohistochemistry analyses identified 

the IR in several discrete areas with different levels of expression: 

olfactory bulbs > cortex > hippocampus > hypothalamus > cerebel-

lum > striatum > thalamus.
58–60

 It is interesting to note that the

IR-A isoform has a stronger affinity for another hormone, insulin-like 

growth factor (IGF)-1, emphasising an inevitable cross-talk.
61

 In the 

same vein, at high dose, insulin can interact with IGF-1 receptor 

(IGF1-R), although its distribution appears to be distinct from that 

of IR,
59

 suggesting well dissociated signalling and effects between 

IGF-1 and insulin. Taken together, these studies strongly suggest 

that peripheral insulin reaches the brain and the limbic system where 

it might play a crucial role in higher brain functions, including mood 

regulation. The next part of this review synthesises the experimental 

evidence supporting the idea that insulin influences the activity of 

the serotonergic system and related behaviours.

3.2 | Effects of intracerebral insulin delivery on 
emotionality

As outlined above, the IR is widely distributed in the central nerv-

ous system.
62

 Thus, in both human and animal studies, the intranasal 

delivery of insulin (IDI) has been used to investigate brain insulin ac-

tion without interfering with peripheral metabolism (ie, with its abil-

ity to induce hypoglycaemia). In clinical studies, single IDI has been 

shown to attenuate HPA-axis hyperactivity in response to psychoso-

cial stress.
63

 Moreover, chronic IDI treatment in healthy humans has 

been reported to improve self-confidence and good feelings, to de-

crease anger and to enhance the fear-extinction process.
64,65

 Given 

that IDI also displays pro-cognitive effects and that cognitive impair-

ments are recognised as core symptoms of depression, this phar-

macological intervention might represent a novel opportunity for an 

‘add-on’ strategy with the currently available antidepressant drugs. 

Studies performed in animal models also support a role of insulin 

in the brain with respect to regulating emotional behaviours. Sub-

chronic IDI treatments produced an apparent decrease in anxiety 

along with an improvement of memory in rodents.
66,67

 Robust an-

tidepressant-like activity was also described in response to a single 

i.c.v. injection of insulin in naïve rats. However, the possibility that

the central effects of insulin are mediated, at least in part, through

IGF1-R activation cannot be ruled out
68

 and future experiments will

undoubtedly address this issue.

3.3 | Evidence from animal models of impaired brain 
insulin signalling

Even if the association between insulin resistance and depressive 

symptoms has been described,
69

 the possibility that such a process 

occurs in the brain to influence neurobehaviours has been raised for 

a decade. Kleinridders et al
70

 were the first to investigate whether 

brain insulin resistance modelled by the genetic deletion of IR se-

lectively in neurones causes behavioural alterations in mice. Thus, 

NIRKO mice (ie, Neuronal Insulin Receptor Knock-Out) display spon-

taneous pro-depressive- and anxiety-like phenotypes throughout 

their lifespan. Although these changes parallel impairments in brain 

dopaminergic activity, this study did not investigate the putative in-

volvement of the other monoaminergic neuronal populations. More 

recently, studies have shown that the selective knock-down of IR 

in the hippocampus or hypothalamus using viral approaches also 

leads to emotional and cognitive impairments.
71,72

 Going one step 

further, it has been demonstrated that knocking-down both the IR 

and IGF1-R in the hippocampus or amygdala results in exaggerated 

anxiety. Although interesting, this study did not determine whether 

one or both receptors are required to interfere with this behaviour.
73

 

Yet, more studies are needed to highlight the nature of the specific 

neuronal circuits underpinning the effects of insulin in the brain. It 

is important to note that the expression of IR is not restricted to 

neurones and has also been detected in astrocytes.
74

 Constitutive 

or inducible knockout of IR in astrocytes also induces depressive-

like phenotype in GIRKO mice (ie, Glial Insulin Receptor Knock-Out 

mice).
75

 Hence, a deficit of action of insulin selectively in the brain 

is crucial for the regulation of emotional states. From these obser-

vations, we can fairly assume that disrupted brain insulin signalling, 

originating from insulin resistance or impaired insulin secretion, 

could be the putative keystone underpinning the comorbidity be-

tween diabetes and depression. Nevertheless, further investigations 

are required to determine the specific neuronal circuits affected by 

insulin signalling disruption that are relevant to the physiopathology 

of depressive disorders. The next part of the present review pro-

vides evidence that brain serotonergic network and its post-synaptic 

targets are critical for insulin neurobehavioural actions.
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4  | E VIDENCE OF THE IMPAC T OF 
INSULIN ONTO SEROTONERGIC-MEDIATED 
NEUROTR ANSMISSION

4.1 | Overview of the role of DRN 5-HT neurones in 
mood

Serotonin neurones arising from the DRN and MRN innervate the 

entire forebrain and midbrain and, as such, are considered impor-

tant in modulating various biological functions notably emotional 

states.
76

 Although pharmacological and neuro-anatomical/-func-

tional studies have been widely used to gain insight into the role of 

DRN and MRN and their respective neuronal projections in mood 

disorders,
77

 the poor selectivity of these approaches has not pro-

vided accurate and comprehensive insights about the roles of the 

different serotonergic circuits. The recent development of opto- and 

chemogenetic approaches has helped delineate, more specifically, 

these 5-HT pathways. In particular, the direct optogenetic activa-

tion of DRN 5-HT neurones has been shown to produce antidepres-

sant-like effects, whereas that of MRN 5-HT neurones promotes 

anxiety in conjunction with an increase in 5-HT levels in the hip-

pocampus.
78,79

 Even though optogenetic approaches are useful for 

the acute control of specific 5-HT neurones, they are not suitable 

for mimicking the long-term modulation of 5-HT neuronal activity. 

Chemogenetic approaches have thus been launched to overcome 

this issue and hM3Dq DREADD (Designer Receptor Exclusively 

Activated Designer Drug), which is coupled to the Gq-signalling 

pathway, has been successfully used to activate 5-HT neurone sub-

populations. Under these conditions, short- and long-term activation 

of DRN 5-HT neurones via clozapine-N-oxyde induces behavioural 

responses reminiscent of the action of antidepressant drugs 
80,81

 

thereby establishing a causal relationship between DRN serotoner-

gic activity and emotion. In marked contrast, the activation of 5-HT 

neurones in the MRN mediates anxiety-like and depressive-like be-

haviours.
82

 Taken together, these findings strengthen the role of 

5-HT neurones in the control of emotional behaviour by DRN and

MRN, presumably in opposite directions.

4.2 | Evidence of insulin action on 5-HT neurones

Transcriptomic data analysis revealed that 5-HT neurones express 

IR mRNA.
83

 However, there is no evidence that 5-HT neurones 

preferentially express the IR-A or IR-B isoform. Nevertheless, given 

that the IR-A is essentially expressed in neurones,
56

 we could as-

sume that the IR-A isoform is specifically expressed in serotonergic 

neurones to control their functional activity in response to insulin. 

Thus, seminal experiments have shown that peripheral injection of 

insulin increases both plasma and brain tryptophan levels.
84,85

 This 

observation suggested that peripheral insulin favours tryptophan 

uptake into the brain, which in turn may favour 5-HT synthesis. In 

vitro studies proposed that insulin-mediated increased serotonin 

levels could be explained by another mechanism resulting from the 

inhibition of the degrading serotonin enzymes [ie, the monoamine 

oxidases A and B (MAO-A/B)].
70

 However, conflicting results have 

been yielded because other data from the literature showed that the 

peripheral administration of insulin increases 5-HT turnover. Thus, 

peripheral injection of insulin is considered to increase CSF and brain 

5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) levels, suggesting that this hor-

mone decreases 5-HT levels.
86–89

 Additionally, single unit extracel-

lular electrophysiological recordings showed that peripheral insulin

injection decreases the firing rate of 5-HT neurones recorded in the

raphe pallidus and raphe obscurus.
90

 A limitation of the use of pe-

ripheral injections of insulin is the induction of iatrogenic hypogly-

caemia. Thus, it is not possible to determine whether the effects of

insulin on 5-HT neurotransmission are a result of its action on the

brain or whether they result from decreased plasma glucose levels.

To overcome this limitation, i.c.v. injection of insulin has been used

to evaluate the effects of insulin on the central serotonergic system

without inducing hypoglycaemia. For example, using in vivo intrac-

erebral microdialysis, it has been reported that i.c.v. insulin increases

5-HT and 5-HIAA in the raphe magnus, indicating that insulin in-

creases serotonergic neuronal activity.
91

 These studies suggest that

insulin acts on 5-HT neurones, although it could be hypothesised

that insulin does not act directly onto 5-HT neurones but, instead,

modulates their activity by acting on other neuronal subpopulations.

The IR is expressed all over the brain and 5-HT neurones receive

projections from many brain areas.
92

 Thus, ex vivo studies such as

patch-clamp recordings on brain slices are required to tackle the

issue of the direct effect of insulin on 5-HT neurones.

An important point to take into consideration is that IGF-1R 

mRNA expression has been reported in 5-HT neurones.
83

 As dis-

cussed before, more studies are required to determine whether 

the effect of insulin on 5-HT neurones and the control of mood 

are dependent of IR signalling. In particular, studies knocking out 

the insulin receptor specifically in 5-HT neurones would be crucial 

for demonstrating the key role of IR-dependent insulin signalling to 

the serotonergic system with respec t to the control of emotional 

behaviours.

4.3 | Evidence for insulin action on 5-HT 
sensitive cells

IR expression is enriched in the cortex and the hippocampus, com-

prising two post-synaptic serotonergic regions endowed with a re-

markable potential for morphological changes. This has prompted 

research aiming to investigate how insulin may influence different 

forms of plasticity and related functions, such as learning, memory 

and emotionality. In the hippocampus, neuronal stem cells (NSCs) pro-

liferate and differentiate, giving rise to mature neurones integrating 

into pre-existing neuronal networks. NSCs may also produce astro-

cytes and oligodendrocytes, which are important for the regulation 

of emotional states.
93,94

 Multiple sources of evidence demonstrate 

that insulin can regulate all of these processes. In particular, insu-

lin has been shown to promote adult hippocampal neurogenesis by 
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stimulating the survival, proliferation and differentiation of NSCs.
95–

97
 By contrast, lower expression or function of insulin receptor de-

tected in genetic (db/db) or environmental (HFD) models of metabolic 

disorders have been associated with an impairment of adult neuro-

genesis.
98–101

 Although the molecular determinants of these deficits 

are not fully elucidated, the findings strongly suggest that insulin 

sensitivity in the brain plays a crucial role. In agreement with this 

hypothesis, and as illustrated in Figure 1, insulin has been reported 

to increase the phosphorylation of Akt and GSK3β, both involved in 

adult hippocampal neurogenesis,
102

 whereas a 16-week-long HFD 

prevents these effects.
103

 Remarkably, HFD-induced brain insulin 

resistance was also associated with an attenuation of the activation 

of the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt/GSK3β pathway in re-

sponse to 5-HT in this area.
103

 Besides this pathway, it is also well 

documented that mammalian target of rapamycin (mTOR) complex 

1 can be activated in response to both insulin and serotonin.
104

 This 

is further supported by the observation that insulin and serotonin 

are able to stimulate postsynaptic density protein 95 through the 

PI3K/mTOR signalling pathway
105,106

 whereas HFD elicits detrimen-

tal effects on spine density and synapse formation
107,108

 (Figure 1). 

These findings pave the way for a cross-talk between insulin and 

5-HT that might underlie the link between metabolic and depressive

disorders. It is noteworthy that the adult hippocampal neurogenesis

also involves a finely tuned interaction between NSCs and astro-

cytes.
109,110

 These glial cells express both insulin and serotonergic

receptors
75,110

 and their activation would favour the synthesis and

release of neurotrophic factors such as brain-derived neurotrophic

factor (BDNF).
110

 In marked contrast, HFD-fed mice displaying insu-

lin resistance and depression-like behaviours show a lower produc-

tion of BDNF, as well as shortened astrocytic processes along with a

down-regulation of the expression of astrocytic neuroplasticity-re-

lated proteins.
111

 Collectively, these results indicate that insulin and

serotonin converge to modulate brain plasticity (Figure 1). Further

experiments are warranted to determine to what extent the genetic

or pharmacological manipulation of both systems may synergisti-

cally interfere with these processes and how a better knowledge of 

their cross-talk at the cellular and molecular levels may help with the 

development of new antidepressant strategies.

4.4 | Clues for insulin action on the 5-HT system 
through the use of animal models of T1D and T2D

Indirect evidence also suggests that insulin modulates the brain 

serotonergic system. This originates from studies showing that this 

specific circuit is altered in animal models of T1D or T2D display-

ing impaired insulin action. For example, using the STZ-induced T1D 

rodent model, impaired insulin production has been associated with 

a significant attenuation of brain 5-HT levels not only in the whole 

brain,
112

 but also in specific areas including the hypothalamus, hip-

pocampus, cortex and brainstem.
113–115

 More recently, it has been 

proposed that such a decrease in brain 5-HT content in STZ-injected 

animals could rely on increased MAO-A/MAO-B activities.
112,116

 

Consistent with these tissues analyses, in vivo intracerebral mi-

crodialysis studies reported lower hippocampal and hypothalamic 

extracellular 5-HT levels in STZ-treated rodents compared to con-

trols.
117–119

 A higher capacity of 5-HT reuptake by the SERT has 

also been advanced to explain this dampened serotonergic activ-

ity.
120

 Among the mechanisms at play, the role of plasma level of 

branched-chain amino acids (BCAAs) levels has also been proposed. 

Indeed, BCAAs are significantly increased in STZ-injected rodents 

and this could negatively impact the serotonergic system because 

these amino acids are known to compete with tryptophan to cross 

the blood brain barrier through the transporter L-type amino acid 

transporter 1.
121

With respect to T2D animal models, we recently conducted 

an in vivo intracerebral microdialysis to demonstrate that HFD-

induced insulin resistance decreased hippocampal extracellular 

F I G U R E  1   Putative cross-talk 

between insulin and serotonin pathways 

in relation to neuronal plasticity. 

Insulin and serotonergic receptors 

converge towards PI3K, which is a 

node underpinning neuronal plasticity 

through mTOR and GSK3 signalling. 5-HT, 

5-hydroxytryptamine; AKT, protein kinase

B; BDNF, brain-derived neurotrophic 

factor; GSK3, glycogen synthase kinase-3; 

IGF1-R, insulin-like growth factor 1 

receptor; IR-A/B, insulin receptor A/B; 

IRS-1, insulin receptor substrate 1; mTOR, 

mechanistic target of rapamycin; PI3K, 

phosphoinositide 3-kinase
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5-HT levels.
35

 Although exaggerated stimulation of central MAO-

A/B activities could account for such neurochemical changes,
122

we investigated another putative cause for such 5-HT deficiency.

It is well known that the activity of DRN 5-HT neurones is finely

regulated by inhibitory 5-hydroxytriptamine A1 (5-HT
1A

) autorecep-

tors.
123

 Thus, our recent results indicate that HFD-fed mice display 

a more robust hypothermic response to the 5-HT
1A

 receptor agonist 

8-OHDPAT than controls, providing clear-cut evidence that insulin

resistance was associated with an hypersensitisation of this inhibi-

tory autoreceptor.
35

 Using ex vivo patch-clamp experiments, we also

showed that DRN 5-HT neurones from T2D HFD-fed mice display a

decreased firing rate frequency and altered intrinsic electrophysio-

logical properties,
124

 confirming the idea that the main brain seroto-

nergic circuit arising from the DRN is blunted in this animal model.

In the later study, we also showed that improving insulin sensitivity

using the antidiabetic drug metformin restores the activity of DRN

5-HT neurones, hippocampal 5-HT levels and HFD-induced mood

disorders,
124

 thereby reinforcing the hypothesis that alteration in

brain 5-HT network may be a critical factor in the development of

T2D-induced mood disorders.

5  | ANTIDEPRESSANT EFFEC TS OF 
ANTIDIABETIC DRUGS IN REL ATION WITH 
THE AC TIVATION OF THE SEROTONERGIC 
SYSTEM

As mentioned earlier in this review, antidepressant-like activity of 

antidiabetic drugs is gaining growing interest. This enthusiasm first 

emerged from a pilot study showing the efficacy of insulin sensitis-

ing agent as an add-on treatment to relieve depressive symptoms 

in depressed patients with insulin resistance.
125

 The evidence also 

demonstrates that metformin potentiates the ability of fluoxetine 

to attenuate chronic mild stress-induced anhedonia.
126

 These re-

sults suggest that antidiabetic drugs display antidepressant-like ac-

tivities even in animals without metabolic impairments. Antidiabetic 

drugs thus represent a potent new repurposed medication for 

treating brain insulin resistance-related neuropsychiatric disorders. 

Accordingly, studies have revealed that several of these compounds 

are able to cross the BBB to improve cerebral plasticity and to elicit 

neuroprotective effects.
127

 Given such properties, putative antide-

pressant-like activity of several antidiabetic drugs has been largely 

investigated in clinical and animal studies (Table 1); for a review, 

see also Essmat et al128. Table 1 also shows whether the potential 

mechanisms of action of these antidiabetics have been proposed 

and whether the serotonergic system might be involved.

Next, we focus on the antidiabetic drugs affecting the serotoner-

gic neurocircuit. In this respect, it has been shown that subchronic 

treatment with metformin elicits antidepressant-like responses and 

prevents STZ-induced decrease in cortical 5-HT levels.
129

 In line with 

this finding, we have recently reported that chronic treatment with 

metformin reverses emotional disorders induced by HFD mice
124

 

by increasing ventral hippocampal 5-HT levels and producing a 

complete reversal of HFD-induced alteration in DRN 5-HT neu-

ronal excitability. These data strongly support the hypothesis that 

improving serotonergic neurotransmission is a key mechanism in 

the antidepressant effects of antidiabetic drugs. Interestingly, this 

property of the 5-HT system is not restricted to metformin, such 

that antidepressant-like effects accompanied by an enhancement of 

the serotonergic system in the cortex and the hippocampus were re-

ported with vildagliptin, pioglitazone and glyburide in animal models 

of T2D.
130

Moreover, antidepressant-like activity of antidiabetic drugs has 

also been described in animal models of depression without met-

abolic impairments. For example, the PPAR-γ agonist pioglitazone 

prevents anhedonia and despair-like behaviours induced by the i.c.v. 

injection of LPS
131

 and reverses such phenotype in a mouse model of 

reserpine-induced depressive symptoms.
130

 In both studies, the an-

tidiabetic drug used prevents or reverses the decrease in cortical and 

hippocampal 5-HT levels. Taken together, these results show that 

antidiabetic drugs display antidepressant-like properties both in clin-

ical and preclinical studies and that such properties are mediated, in 

part, through the enhancement of serotonergic neurotransmission.

6  | EFFEC TS OF SEROTONERGIC 
ANTIDEPRESSANTS ON GLUCOSE 
HOMEOSTA SIS

The deleterious outcomes of antidepressant treatments onto glu-

cose homeostasis are still controversial. Indeed, several clinical stud-

ies reported increased incidence of T2D in patients treated with 

antidepressant drugs,
132–134

 whereas others found no significant 

association
135

 or even protective effects.
136–138

 Understanding the 

mechanisms by which antidepressant drugs affect insulin sensitivity 

and glucose homeostasis is of great importance in the treatment of 

the comorbidity between diabetes and depression. Indeed, worsen-

ing insulin resistance by antidepressant drug treatment could com-

promise their therapeutic efficacy and ultimately lead to a vicious 

cycle. An important point to consider is the fact that the impact on 

glucose homeostasis may not be the same depending on the class of 

the antidepressant drugs.
138

Here, we describe the impact of selective serotonin reuptake 

inhibitors (SSRIs), the most often prescribe antidepressants, on 

glucose homeostasis. Potter van Loon et al
139

 reported that the 

SSRI fluoxetine increases insulin action in obese patients with T2D 

and attenuates depressive symptoms. In agreement with these 

findings, fluoxetine was reported to improve insulin sensitivity 

independently of weight loss in obese patients with T2D.
140

 In an-

imal studies, chronic treatment with fluoxetine decreases blood 

glucose level in normal and T1D rats.
141

 Thus, SSRIs could be a 

relevant therapeutic strategy for diabetic patients. However, no 

study has proposed any mechanism of action for such beneficial 

effects of SSRIs on glucose homeostasis. By contrast, some pre-

clinical and clinical studies defended the idea that the use of SSRIs 

could increase the risk of developing T2D.
142,143

 Negative effects 
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on glucose homeostasis were observed in experiments using an 

acute injection of the SSRIs fluoxetine or fluvoxamine, which in-

duces a significant increase in blood glucose level.
144

 In vitro data 

report that SSRIs decrease insulin signalling in immortalised he-

patocytes
145

 and also decrease glucose-induced insulin secretion 

in a model of pancreatic β-cell line.
146

 Interestingly, the depletion 

of serotonin by p-chlorophenylalanine prevents hyperglycaemia 

induced by fluvoxamine, suggesting a partial involvement of cen-

tral serotonin in this specific SSRI-induced hyperglycaemia.
144

 

Taken together, these results suggest that SSRIs might impair in-

sulin secretion and glucose homeostasis by both central and pe-

ripheral mechanisms.

From these data, it is not easy to provide definitive conclusions 

about the beneficial or deleterious effects of SSRIs on glucose 

F I G U R E  2   Alteration of insulin signalling in the serotonergic system during type 1 or type 2 diabetes (T1D or T2D). Insulin sensitive state 

(left): L-tryptophan (L-TRP) competes with branched-chain amino acids (BCAAs) to enter the brain through the large amino acid transporter 

1 (LAT-1), although BCAAs have greater affinity for LAT-1 than L-TRP. Insulin can cross the blood-brain barrier (BBB) through transcytosis of 

its own receptor or by other unknown mechanisms. L-TRP is converted to serotonin (5-HT) by the enzyme tryptophan hydroxylase-2 (TPH2), 

which is positively modulated by insulin, improving serotonin production. At the synapse, after reuptake of 5-HT by serotonin transporter 

(SERT), monoamine oxidase-A (MAO-A) catabolises serotonin to 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) at the pre-synaptic level. MAO-A 

expression is negatively regulated by insulin receptor signalling. On the post-synaptic element, activation of both serotonergic receptors 

and insulin receptor induces neuronal plasticity through activation of phosphoinositide 3-kinase (PI3K), which is the common factor of these 

pathways. Such mechanisms contribute to mood regulation and an effective antidepressant response. Pathological conditions (right): In 

T1D, beta-cell loss leads to a lack of insulin secretion with known deleterious effect on glucose homeostasis. L-TRP levels are significantly 

decreased in plasma, resulting in diminished tryptophan transport and availability in brain. Regarding T2D in which blood insulin level 

varies along the evolution of the pathology, insulin receptor signalling is altered leading to insulin resistance. Moreover, BCAAs levels are 

increased and thus favour transit of BCAAs through the BBB at the expense of L-TRP, resulting (as in T1D) in a decreased availability of 

L-TRP in the brain. Under both conditions, such lower levels of precursor result in lower levels of brain 5-HT. Furthermore, impaired insulin 

receptor signalling lacks positively modulating TPH2 activity, which also contributes to a decreased level of brain serotonin. The firing rate 

activity of median raphe nuclei (DRN) 5-HT neurones is decreased presumably as a result of increased sensitivity of inhibitory Gi-coupled 

5-HT
1A

 autoreceptors that have been reported under such conditions. Decreased serotonin release is a possible consequence of not only 

the decreased firing rate of DRN 5-HT neurones, but also the increased activity of MAO-A breakdown activity as a result of blunted insulin 

action on 5-HT neurones. At the post-synaptic level, impaired insulin receptor signalling and decreased serotonin levels weakly activate PI3K 

pathway and thus fail to induce neuronal plasticity. Such pathological mechanisms contribute to the susceptibility to mood disorders and 

antidepressant non-response

Insulin sensitive state

Chart legend:
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homeostasis and/or the development of diabetes. Nevertheless, 

considering the state of knowledge on antidepressant drugs in-

cidence risk on diabetes, SSRIs might be a safer treatment option 

for diabetic-depressed patients than tricyclic antidepressants and 

norepinephrine reuptake inhibitors, with both presenting important 

cardiovascular side effects
147

 in addition to also impairing glucose 

homeostasis.
148

7  | CONCLUSIONS

Does insulin modulate emotional behaviours? From the literature, 

we argue that the action of this hormone on the brain results in 

neurobehavioural changes. Another question that needs to be 

addressed is whether or not 5-HT neurones are involved in the 

action of insulin? This review shows that there are several argu-

ments supporting the idea that insulin may act at serotonergic cell 

body and/or nerve terminal levels as summarised in Figure 2. In 

particular, the most convincing clues come from animal models of 

T2D or T1D.

Improving or stimulating brain insulin signalling and particularly 

insulin signalling in 5-HT neurones could comprise an interesting 

approach for relieving depressive symptoms or enhancing the treat-

ment response because it has been shown that patients with diabe-

tes are less sensitive to antidepressants.
149

 Thus, additional animal 

and clinical studies need to be performed to support this hypothesis 

and determine the relevance of insulin sensitising strategies either 

alone or as an add-on strategy for patients suffering from depressive 

symptoms and metabolic diseases.
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IV. Impact de la sérotonine sur la signalisation de l’insuline

1- Au niveau periphérique

A l’heure actuelle, nous sommes loin de connaître précisement l’influence de la 

sérotonine sur la modulation de la sécrétion de l’insuline par le pancréas. Cependant, au cours 

des 50 dernières années, différentes études se sont intéressées à ce sujet. Des études princeps 

témoignent de la présence d’amines dans le pancréas de différentes espèces animales (Falck 

and Hellman, 1963) et plus précisément de 5-HT dans les cellules a et b (Jaim-etcheverry and 

Zieher, 1968 ; Ekholm et al., 1971). Il a même été suggéré que la 5-HT pourrait être co-sécrétée 

avec l’insuline lors d’une stimulation par le glucose (Glyfe et al., 1978).  Tout cela est d’autant 

plus plausible que ces cellules expriment tous les éléments moléculaires participant au 

processus de recapture de la 5-HT tels que le SERT et le VMAT2 (Almaça et al., 2016). De 

plus, les cellules pancréatiques expriment les enzymes de synthèse et de dégradation de la 

sérotonine (TPH1/2 et MAO-A/B) (Ohta et al., 2011 ; Ganic et al., 2015). Enfin, ces cellules 

sont également dotées d’un large éventail de récepteurs sérotoninergiques dont les récepteurs 

5-HT1A-1B-1D-1F-2A, 5-HT2B, 5-HT3A-3C-3D-3E, 5-HT6 et le 5-HT7 (Amisten et al., 2013 ; Ohara-

imaizumi et al., 2013 ; Bennet et al., 2016).

Le rôle de ces différents récepteurs est encore très peu connu vis à vis de la sécrétion 

d’insuline (pour revue : Bascuñan et al., 2018), mais quelques travaux ont pu appréhender 

certains effets et proposer des modèles de régulation. Il semblerait que la 5-HT puisse 

promouvoir mais également inhiber la sécrétion d’insuline en fonction du sous-type de 

récepteur activé, ce qui pourrait être en adéquation avec une sécrétion pulsatile (Paulmann et 

al., 2009). En effet, il a été montré que la 5-HT inhibe la sécrétion d’insuline en conditions 

basales (Coulie et al., 1998) ou stimulée par le glucose (Bennet et al., 2015) via l’activation du 

récepteur 5-HT1D. En revanche, l’action de l’insuline sur les récepteurs 5-HT2A-B du pancréas 

potentialiserait la sécrétion d’insuline glucose-dépendante (Bennet et al., 2016 ; Bennet et al., 

2015 ; Yamada et al., 1989 ;). Par ailleurs, en accord avec sa fonction de récepteur-canal, 

l’action de la 5-HT sur le récepteur 5-HT3 semblerait également favoriser la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose mais plutôt dans un contexte « pathologique » comme la gestation ou 

l’exposition de souris à un régime HFD (Kim et al., 2015 ; Ohara-Imaizumi et al., 2013).  
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La sérotonine intracellulaire joue également un rôle important puisqu’il a été montré 

que le processus de sérotonylation active constitutivement les GTPases Rab3a et Rab27a 

impliquées dans l’exocytose de l’insuline (Paulmann et al., 2009). 

Figure 17. Exemples de modulation de la sécrétion d'insuline par le système 
sérotoninergique. D’après Paulmann et al., 2009. 

Compte tenu que les effets de la 5-HT sur la sécrétion d’insuline dépendent de la nature 

du sous-type récepteur sérotoninergique stimulé, il est difficile d’anticiper l’action des 

antidépresseurs sur ce processus. Les travaux actuellement disponibles révèlent que les ISRS, 

TCA ou les IMAO (inhibiteurs de monoamine oxydases) exercent des effets négatifs sur le 

système insulinegique. En effet dans les études précliniques, la sertaline et la fluoxétine (ISRS) 

inhibent la sécrétion d’insuline de cellules b en culture (Cataldo et al., 2015 ; Isaac et al., 2013) 

tout comme l’imipramine (TCA) (El-dakhakhny et al., 1996, Antoine et al., 2004). Pour les 

IMAO, les preuves ne sont pas très récentes et semblent dépendre de la dose utilisée (Aleyassine 

and Gardiner 1975). Chez l’humain, le même type de résultat a été rapporté chez des patients 

non diabétiques traités avec des ISRS qui possèdent une insulinémie plus faible (Noordam et 

al., 2016). 
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2- Au niveau central

Outre les effets modulateurs du système sérotoninergique au niveau pancréatique, il 

semblerait que la sérotonine module la signalisation  insulinergique centrale. En effet, une étude 

investiguant la libération d’insuline par les plexus choroïdes révèle une diminution 

d’expression du gène Ins2 murin dans les plexus après ablation des neurones sérotoninergiques 

du DRN (Mazucanti et al., 2019). Dans cette étude, les auteurs montrent également que la 

sérotonine induit la libération calcium-dépendante d’insuline par ces plexus choroïdes.  

D’autres travaux réalisés sur tranches d’hippocampe ont montré que dans le gyrus denté 

de souris, la 5-HT augmente la phosphorylation de GSK3 tandis que cet effet est perdu chez les 

animaux nourris avec un régime HFD et donc présentant probablement une insulino-résistance 

centrale (Papazoglou et al., 2015). De manière un peu plus indirecte, ce même groupe a montré 

que l’injection intrapéritonéale de dexfenfluramine, un agent pharmacologique stimulant la 

libération de 5-HT, augmente l’activation d’Akt au niveau de l’hypothalamus (Papazoglou et 

al., 2012) renforcant l’idée d’une interaction fonctionnelle entre ces deux systèmes. 

Le système insulinergique est un système très largement exprimé tant au niveau 

périphérique que dans le système nerveux central. Si son impact d’un point de vue du 

métabolisme et des comportements alimentaires sont relativement bien décrits, les liens 

éventuels entre les systèmes insulinergique et sérotoninergique centraux, et donc les 

comportements anxio-dépressifs, restent encore à être caractérisés. Ce travail est d’autant 

plus nécessaire que les preuves cliniques et précliniques décrivant le lien bidirectionnel 

entre troubles métaboliques et psychiatriques s’accumulent. 
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PARTIE 3 : 

LA RESISTANCE À L’INSULINE ET SON 

IMPLICATION DANS L’ÉTIOLOGIE DE LA 

DEPRESSION MAJEURE 
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I. Insulino-résistance : Généralité et Définition

La résistance à l’insuline est définie comme l’incapacité des tissus à répondre 

normalement à la stimulation par l’insuline et donc à induire une réduction de la glycémie. En 

conditions d’insulino-résistance, des concentrations plus importantes d’insuline sont requises 

pour induire la réduction de la glycémie après un repas. C’est la caractéristique majeure du DT2 

et surtout celle qui est détectable en premier (DeFronzo and Tripathy, 2009 ; Martin et al., 

1992). Depuis le début des années 2000, la notion d’insulino-résistance centrale est de plus en 

plus présente dans la littérature. L’origine et les conséquences de cette insulino-résistance 

centrale sont encore floues et représentent un réel enjeu afin de mieux comprendre son 

implication potentielle dans les pathologies du système nerveux central et envisager de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. A travers cette Partie 3, nous allons décrire les mécanismes 

moléculaires à l’origine de l’insulino-résistance ainsi que leurs conséquences sur le système 

sérotoninergique et les comportements associés.  

II. Origines moléculaires de l’insulino-résistance :

a. Origines génétiques de l’insulino-résistance

Comme nous avons pu le voir précédemment, la voie de la signalisation de l’insuline 

comprend de nombreux acteurs. Ainsi, toute dérégulation d’expression et/ou de 

phosphorylation peut perturber l’équilibre activation/inhibition de la voie de signalisation, ce 

qui va entrainer une insulino-résistance. Par exemple, des polymorphismes d’IRS-1 sont 

associés à une diminution de l’activité de PI3K entrainant une diminution de la signalisation de 

l’insuline (Almind et al., 1996 ; Hribal et al., 2008 ; Burguete-Garcia et al., 2010 ; Martinez-

Gomez et al., 2011). C’est également le cas pour un polymorphisme génétique de PTEN 

(phosphatase and TENsin homolog), inhibiteur de la voie de l’insuline en déphosphorylant 

PIP3. En effet, ce polymorphysme entraîne une augmentation de l’activité de PTEN rendant la 

signalisation de l’insuline plus difficile (Ishihara et al., 2003). On peut retrouver d’autres 

acteurs de la voie impactés par des polymorphismes comme l’IR, AKT ou IRS2 (pour revue : 

Boucher et al., 2014) 
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b. Lipotoxicité

La lipotoxicité s’installe lorsque la capacité de stockage du tissu adipeux a atteint sa 

capacité maximale. Lorsque cela arrive, les lipides vont alors s’accumuler dans les muscles et 

le foie qui vont alors dysfonctionner et devenir insulino-résistants. Les acides gras libres (free 

fatty-acid, FFA) sont plus facilement générés par le tissu adipeux viscéral ce qui explique que 

la quantité de ce tissu adipeux est associé au risque de développer un diabète et serait à l’origine 

d’une plus forte incidence du diabète chez l’humain (Ibrahim, 2010 ; Power et Shulkin., 2007). 

En effet, au niveau du muscle et du foie, les FFA, et notamment le diacylglycérol, ont pour 

conséquence l’activation de la PKC qui inhibe alors la signalisation de l’insuline menant vers 

l’insulino-résistance (Itani et al., 2001 ; Griffin et al., 1999 ; Gassaway et al., 2018). Un excès 

d’acides gras saturés et insaturés va augmenter la synthèse et l’accumulation de céramides qui 

vont également inhiber la signalisation de l’insuline en activant des sérines kinases telle que la 

PKC ou encore en inhibant Akt (Stratford et al., 2004 ; Schenk et al., 2008). Dans la même 

idée, l’inhibition de la synthèse de novo de céramide par l’administration de myriocin améliore 

considérablement la tolérance au glucose de rats Zucker obèses (Holland et al., 2007). De 

manière intéressante, l’administration ICV de myriocin chez ces mêmes rats améliore la 

sensibilité à l’insuline dans l’hypothalamus témoignant ainsi de l’impact central de la 

lipotoxicité (Campana et al., 2018). Dans la même idée, l’injection ICV de triglycérides induit 

l’altération de la sécrétion d’insuline et de la production hépatique de glucose (Clément et al., 

2002). Ces phénomènes seraient liés à la détection hypothalamique des lipides circulants (Lam 

et al., 2005).  

c. Inflammation

Dans un contexte d’obésité, les patients présentent une inflammation de bas grade connue pour 

être impliquée dans le développement de la résistance à l’insuline (Osborn and Olefsky 2012 ; 

Heilbronn and Campbell, 2008). En effet, de nombreuses cytokines et médiateurs 

inflammatoires sont associées à l’insulino-résistance, notamment la protéine C-réactive (CRP) 

mais aussi les interleukines IL-6 et TNF-a (Hotamisligil et al., 1993 ; Xu et al., 2003) (Figure 

18). Certains de ces marqueurs inflammatoires prédisent même l’incidence du DT2 (Duncan 

et al., 2003). 

Si on réduit cette inflammation, par exemple via l’inactivation génétique du TNF-a, 

cela protège les souris de l’induction de l’insulino-résistance par un régime HFD (Uysal et al., 



98 

1997, Ventre et al., 1997). D’un point de vue mécanistique il semblerait que le TNF-a active 

des sérine/thréonine kinases qui vont pouvoir inhibier IRS-1 (Peraldi and Spielgelman, 1998). 

Cependant des essais cliniques utilisant une protéine capable de neutraliser le TNF-a circulant 

n’ont pas permi de mettre en évidence d’amélioration de l’insulino-résistance ni chez des 

patients à risque de développer un DT2 ni chez des patients obèses et diabétiques de type 2 

(Dominguez et al., 2005 ; Martinez-Abundis et al., 2007). 

Les adipocytes sécrètent également une chimiokine appelé chimiokine ligand 2 (CCL2) 

ou encore ‘monocyte chemotactic protein-1’ (MCP-1) permettant l’accumulation de 

macrophage dans le tissu adipeux (Kanda et al., 2006). Il y a été montré que MCP-1 induit un 

dysfonctionnement du tisu adipeux ainsi que de l’insulino-résistance au niveau de ce tissu 

(Sartipy and Loskutoff, 2003 ; Kamei et al., 2006). De la même façon que pour TNF-a, 

l’inactivation génétique de MCP-1 améliore la résistance à l’insuline chez des souris nourries 

avec un régime HFD (Kanda et al., 2006). 

Concernant l’interleukine 6 (IL-6), elle induit l’ubiquitynilation d’IRS-1 et IRS-2 de 

manière dépendante de SOCS1 et SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 1 and 3) et donc 

inhibe la signalisation de l’insuline (Rui et al., 2002). L’IL-1b, quant à elle, est connue pour 

diminuer la sécrétion d’insuline par les cellules b du pancréas (Jhala et al., 1994 ; Hughes et al., 

1990). 

Figure 18. Hypothèse inflammatoire de la résistance à l'insuline. D'après Chadt et al., 2018. 
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d. Hyperglycémie, Dysfonctionnement mitochondrial et stress du

réticulum endoplasmique

Dans le cadre d’une hyperglycémie, la formation de protéines glyquées ainsi que de 

produits avancés de glycosylation est plus importante. Des études montrent que ces éléments 

aussi appelés AGE (Advanced Glycosylation End) peuvent altérer la signalisation de l’insuline 

notamment en stimulant la sécrétion d’IL-6 et en activant des sérine/thréonine kinases inhibant 

IRS-1 (Miele et al., 2003 ; Riboulet-Chavey et al., 2006). 

L’hyperglycémie serait également à l’origine d’une augmentation de la production de 

ROS (Luc et al., 2019 ; Fiorentino et al., 2019 ; Lu et al., 2020). Ces ROS entrainent un stress 

oxydatif puis un dysfonctionnement mitochondrial qui eux aussi ont été associés à l’insulino-

résistance aussi bien au niveau périphérique (Urakawa et al., 2003) que central (Kleinridders et 

al., 2013). De la même façon que pour l’hyperglycémie, il a été montré que l’ensemble de ces 

altérarions convergerait vers l’activation de kinases inhibitrices de la voie de signalisation de 

l’insuline (Evans et al., 2005). 

Le stress chronique du RE induit également l’accumulation de ROS (Cullinan and 

Diehl, 2006) mais aussi des voies de signalisation qui mènent à l’activation de JNK (Urano et 

al., 2000) et de la voie NFK-B-IKK (Hu et al., 2006) impliquées dans la production d’acteurs 

de l’inflammation et tendant toutes les deux vers l’insulino-résistance.  

Il apparaît clairement que l’ensemble des phénomènes décrits dans ce chapitre 

(lipotoxicité, inflammation, dysfonctionnement mitochondrial et stress du RE) sont intimement 

liés et interconnectés, et convergent vers un dysfonctionnement métabolique, dont l’insulino-

résistance. Le dénominateur commun à toutes ces voies semble être l’activation de 

sérine/thréonine kinases vers lequelles ces mécanismes cellulaires et moléculaires convergent 

(Figure 19). 
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Figure 19. Voies de signalisation de l’insulino-résistance. D'après Boucher et al., 2014. 

III. Insulino-résistance centrale et troubles émotionnels

A l’heure actuelle, il est très difficile d’isoler la résistance à l’insuline centrale de la 

résistance à l’insuline périphérique et cela représente un réel enjeu concernant l’étude de son 

impact sur les fonctions cérébrales. Cependant certaines stratégies ont permis d’amener des 

éléments de réponse notamment vis à vis de son impact sur les comportements émotionnels. 

Une façon drastique d’appréhender l’effet de l’insulino-résistance centrale sur les 

troubles émotionnels repose sur l’invalidation génétique du récepteur à l’insuline 

spécifiquement dans des populations cellulaires du système nerveux central. C’est ce que le 

groupe de Ronald Kahn a fait à travers plusieurs études. Ils ont tout d’abord invalidé le récepteur 

à l’insuline dans tous les neurones (souris NIRKO), ce qui a conduit à des troubles de type 

anxio-dépressifs chez la souris (Kleinridders et al., 2015). Ces troubles sont associés à des taux 

élevés de MAO-A et B, les enzymes de dégradation des monoamines. De plus ces anomalies 

comportementales sont corrigées par le traitement avec un IMAO. Dans une autre étude, ces 

mêmes auteurs ont analysé le knock-out du récepteur à l’insuline spécifiquement dans la glie 

(GIRKO) (Cai et al., 2018). Ils ont ainsi constaté le même type d’altérations comportementales 

chez ces souris associées à une diminution de l’activation astrocytaire et une diminution de 

libération de dopamine. Enfin, une troisième étude menée par le même groupe a utilisé une 

approche lentivirale pour inactiver le gène du récepteur à l’insuline et le récepteur à IGF1 dans 

l’hippocampe et l’amygdale. En accord avec les résultats précédent, ces manipulations ont 
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conduit à une augmentation de l’anxiété et des perturbations mnésiques chez les souris (Soto et 

al., 2019). 

De plus, une étude a utilisé l’adminisitration intracérébrale de céramide C16 pour 

induire une insulino-résistance centrale localisée. Cette approche entraine une augmentation du 

comportement de résignation et d’anxiété chez la souris. (Zoicas et al., 2020).  

L’ensemble de ces résultats indiquent que la résistance à l’insuline centrale joue un rôle dans 

les troubles émotionnels notamment par la modulation du système dopaminergique et 

éventuellement de manière plus globale des systèmes monoaminergiques. L’insulino-résistance 

pourrait donc représenter un mécanisme privilégié pour développer de nouvelles stratégies 

antidépressives seules ou en associations avec des traitements actuellement disponibles.  

IV. Effets antidépresseurs des stratégies insulino-
sensibilisatrices/-sécrétrices

Au cours des dernières décennies, au regard des preuves précliniques mais aussi 

cliniques soulignant le lien entre l’insulino-résistance péripherique et/ou centrale et la DM, les 

effets des antidiabétiques sur l’humeur ont été étudiés. Bien que les recherches actuelles se 

limitent à des études observationnelles, un faisceau d’argument plaide en faveur d’effets 

bénéfiques de l’insuline et des antidiabétiques oraux dans les troubles dépressifs. Cette partie 

récapitule les principales données précliniques et cliniques mettant en évidence les effets 

antidépresseurs des différentes classes d’antidiabétiques et les quelques données mécanistiques 

disponibles. 

A. Études précliniques

1. L’insuline

À l’heure actuelle, les effets comportementaux de l’insuline sur les comportements de 

type anxio-dépressifs ont été examinés de manière très parcellaire. Seulement quelques études 

ont testé les effets de cette hormone sur le comportement de résignation dans le test de nage 

forcée ou de suspension caudale (Gupta et al., 2014; Sestile et al., 2016). Plus précisément, il a 
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été montré que l’injection intrapéritonéale d’insuline (1 ou 2 UI/kg) atténue l’augmentation du 

temps d’immobilité induit par la STZ chez la souris Swiss. Cette étude montre également que 

l’injection d’insuline ré-augmente les niveaux tissulaires de sérotonine dans le cerveau, un effet 

associé à une diminution de l’activité de la MAO-A (Gupta et al., 2014). Chez des rats 

présentant un diabète induit par la STZ, le traitement chronique à l’insuline (1 ou 2 UI/kg, i.p.) 

entraine également une diminution de l’immobilité comparable au groupe traité avec un ISRS 

(Sestile et al., 2016). 

2. Les insulino-sécréteurs

2.1 Les sulfonylurés 

L’un d’entre eux, le glibenclamide, a particulièrement attiré l’attention puisque de 

nombreuses études montrent que son injection chronique améliore la résignation évaluée dans 

le test de nage forcée dans le modèle HFD (Soliman et al., 2020). Cet effet de type 

antidépresseur s’applique aussi dans différents modèles de dépression sans troubles 

métaboliques apparents dont le modèle UCMS et le modèle de dépression induite par la 

réserpine (Esmaeili et al., 2018 ; Soliman et al., 2020 ;  Su et al., 2017). Cet effet de type 

antidépresseur s’accompagne d’une diminution de l’hyperactivité de l’axe HPA et du stress 

oxidatif ainsi qu’une inhibition des mécanismes pro-inflammatoires. De manière intéressante, 

l’injection ICV de glibenclamide permet de reproduire un effet de type antidépresseur chez des 

femelles Swiss mais pas chez les males (Moretti et al., 2012 ; Bortolatto 2010 ; Kaster et al., 

2005). Ces résultats suggèrent un possible effet du genre et soulignent que les sulfonylurés 

exerceraient des effets bénéfiques sur les troubles de l’humeur en mobilisant des mécanismes 

différents (centraux et/ou périphériques) chez l’homme ou la femme. L’administration ICV de 

glibenclamide exerce également des effets bénéfiques (Kaster et al., 2005). 

En accord avec ces données, il a récemment été démontré que la sécrétion d’insuline par 

les cellules b-pancréatiques en réponse à l’inhibition pharmacologique du canal potassique 

TREK-1 par la Spadine (Hivelin et al., 2016), induit des effets de type antidépresseurs chez des 

rats soumis aux tests de suspension caudale et de nage forcée (Mazela et al., 2010 ; Moha Ou 

Maati et al., 2012) et réduit l’anxiété dans le test d’alimentation supprimée par la nouveauté 

(Djilani et al., 2017) en conditions basales ou chez les rats préalablement soumis à un stress 

chronique de type UCMS (Qi et al., 2018). 
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2.2 Gliptines et incrétino-mimétiques 

Les gliptines ont été peu étudiés vis à vis de leur effet antidépresseur potentiel. Une 

étude récente montre toutefois des effets de type antidépresseurs de ces agents 

pharmacologiques dans les tests de suspension caudale et de nage forcée chez des souris naïves 

mais également dans différents modèles de dépression (Kamble et al., 2016 ; Soliman et al., 

2020). En revanche, les effets des agonistes directs du récepteur au GLP-1 sont beaucoup plus 

documentés dans la littérature notamment par l’étude de l’exenatide et du liraglutide. Si ces 

deux composés ne produisent pas d’effets antidépresseurs suite à leur administration unique 

systémique, ils exercent des effets bénéfiques suite à leur administration prolongée (Isacson et 

al., 2011 ; Ventorp et al., 2017 ; Anderberg et al., 2016 ; Krass et al., 2012). Le traitement 

chronique avec le liraglutide induit un effet anxiolytique dans le labyrinthe en croix surélevé et 

le test de champ ouvert chez des rats Wistar injectés avec de la STZ ou des souris C57BL/6N 

exposées à la corticostérone. Cependant ce phénotype est associé à un effet antidépresseur dans 

le test de suspension caudale et le test de nage forcée. Concernant les pistes mécanistiques, ces 

études montrent que le liraglutide améliore la plasticité et le voie de signalisation de mTOR au 

niveau de l’hippocampe (Palleria et al., 2017 ; Weina et al., 2018). Il est intéressant de noter 

que l’injection unique ICV ou locale d’exenatide au niveau du raphé dorsal  promeut des effets 

anxiogéniques évalués dans le labyrinthe en croix surélevé et la boîte sombre/claire (Anderberg 

et al., 2016). On retrouve également une amélioration de la résignation chez le rat ayant reçu 

un agoniste de GLP-1, l’exendin-4, de manière chronique par voie ICV (Anderberg et al., 2016). 

3. Les insulino-sensibilisateurs

3.1 Les thiazolidinediones 

Le pioglitazone et le rosiglitazone ont montré des effets bénéfiques dans le test de nage 

forcée dans un large panel de modèles de diabète chez le rongeur comme chez des rats exposés 

à la combinaison HFD+STZ, des souris STZ ou db/db (Soliman et al., 2020 ; Sharma et al., 

2012 ; Patel et al., 2019). Ces effets de type antidépresseurs ont également été observés chez 

des souris injectées avec du LPS. Dans le but de déterminer les mécanismes sous-jacents, il a 

été montré que la pioglitazone réduit le taux de TNF-a dans l’hippocampe et module 

positivement le système sérotoninergique en diminuant l’expression locale de l’indoleamine 

2,3-dioxygenase (IDO), l’enzyme de la voie de dégradation du tryptophane (Li et al., 2018 ; 

Liao et al., 2017). Les thiazolidinediones présentent aussi des effets bénéfiques dans des 
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modèles rongeurs de dépression dont le modèle UCMS, l’association HFD+UCMS ou en 

réponse à l’injection de réserpine (Zhao et al., 2017 ; Soliman et al., 2020 ; Kurhe et al., 2016). 

3.2 Les biguanides 

Nous avons récemment montré au sein de notre groupe que la metformine administrée 

dans l’eau de boisson réverse les comportements anxio-dépressifs induit par un régime HFD 

chez la souris. Associé à ce phénotype expérimental, nous avons noté une augmentation de 

l’excitabilité des neurones sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal et des taux 

extracellulaires de 5-HT dans l’hippocampe ventral (Zemdegs et al., 2019). De plus, ces effets 

bénéfiques de la metformine s’étendent à d’autres modèles de dépression. Par exemple, dans le 

modèle UCMS ou de défaite, la metformine exerce des effets de type antidépresseurs dans les 

tests de préférence au sucrose, de nage forcée et de suspension caudale (Fang et al., 2019 ; Du 

& Bu, 2020). Dans le modèle de dépression induit par le LPS, la metformine améliore 

également l’état de résignation dans les tests de suspension caudale et de nage forcée 

accompagné d’une diminution de l’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL1-b et IL-6) 

dans l’amygdale (Yang et al., 2020).  

4. Combinaison Antidépresseurs et Antidiabétiques

Des évidences précliniques relativement récentes montrent aussi qu’un traitement 

antidiabétique peut potentialiser les effets des antidépresseurs. Tout d’abord, il a été rapporté 

que la metformine potentialise l’effet de le fluoxétine chez des rats soumis à un stress chronique 

de contention et nourris avec un régime HFD dans le test d’intéraction sociale (Kehdr et al., 

2018). Le fait que le groupe stréssé et nourri avec du régime standard ne montre pas cette 

potentialisation suggère un effet potentialisateur plus spécifique aux animaux présentant des 

troubles métaboliques associés aux comportements anxio-dépressifs. De plus, la metformine 

potentialise l’effet antidépresseur dans le test de préférence au sucrose après une semaine de 

traitement dans un modèle de stress chronique (Poggini et al., 2019). Enfin, on peut noter que 

que l’injection ICV de glibenclamide potentialise les effets antidépresseurs de la venlafaxine 

dans le test de nage forcée chez la souris swiss mâle (Bortolatto et al., 2010) supposant que les 

effets bénéfiques des antidabétiques oraux sur l’efficacité des antidépresseurs passent par des 

mécanismes centraux.  
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L’ensemble des résultats présentés dans cette partie met clairement en lumière les effets 

bénéfiques de l’insuline et des antidiabétiques oraux sur les comportements anxio-dépressifs 

dans les modèles animaux. Ces données expérimentales, regroupées dans le Tableau 3, ont 

motivé la réalisation d’études cliniques visant à identifer le même type d’effet sur des cohortes 

de patients.  
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Tableau 3. Synthèse des effets antidépresseurs de l'insuline et des antidiabétiques oraux. 
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B. Etudes Cliniques :

De la même façon, il existe des preuves cliniques de l’effet antidépresseur des antidiabétiques 

mais cela reste encore peu documenté. 

1. L’insuline

Concernant l’insuline, deux études ont étudié l’effet de son injection sous-cutané chez

des patients atteints de DT2. La première rapporte des effets bénéfiques de l’insuline sur 

l’humeur comparés à des patients traités avec une combinaison de gliclazide, metformine et 

acarbose (Reza et al., 2002). La seconde ne montre que de faibles améliorations (Hendra et al., 

2004). Cependant, d’autres études se sont intéressées à l’injection intranasale d’insuline (IN) 

afin de limiter les effets hypoglycémiants périphériques et de cibler plus efficacement le 

cerveau. Des effets bénéfiques de l’insuline IN ont pu être mesurés sur l’extroversion, la 

confiance en soi et le bien-être chez des patients ne souffrant d’aucune pathologie chronique 

(Benedict et al., 2004). Par contre aucune amélioration n’a pu être mise en évidence chez des 

patients dépressifs ayant reçu l’insuline IN notamment ceux résistants aux traitements 

pharmacologiques (Cha et al., 2017). 

2. Les insulino-sensibilisateurs

Outre l’insuline, les antidiabétiques oraux sont les molécules les plus testées pour leurs

potentiels effets antidépresseurs et notamment les insulino-sensibilisateurs. Dans un contexte 

de syndrome métabolique, il a été montré que la pioglitazone, améliore les scores de dépression 

sans toutefois montrer de corrélation avec des modifications de l’insulino-résistance (Roohafza 

et al., 2014). Cette même molécule a également des effets bénéfiques chez des patients atteints 

de troubles métaboliques (obésité abdominale, syndrome métabolique, insulino-résistance et 

DT2) associés à des troubles de l’humeur allant de la dépression modérée à sévère ou de 

troubles bipolaires (Kemp et al., 2012 ; Hu et al., 2015 ; Kemp et al., 2014). L’une de ces études 

corrèle même la diminution de l’insulino-résistance avec l’amélioration de la sévérité de la 

dépression (Kemp et al., 2012). De plus, la pioglitazone ainsi que le rosiglitazone montrent des 

effets positifs sur l’humeur chez des patients atteints de dépression sans troubles métaboliques 

(Rasgon et al., 2010 ; Sepanjnia et al., 2012 ; Lin et al., 2015). Alors que ces dernières études 

ne révèlent pas de corrélations entre des variables endocrines et l’amélioration des scores de 

dépression (Rasgon et al., 2010), une autre rapporte une corrélation positive entre l’amélioration 
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des scores de dépression et celle de la régulation du glucose lors d’une OGTT réalisée chez des 

patients insulino-résistants (Lin et al., 2015).  

Concernant la metformine, elle a également fait l’objet de quelques études cliniques au 

regard de son potentiel effet antidépresseur. Dans un contexte de perturbations métaboliques, 

des patients présentant une mauvaise tolérance au glucose, un pré-diabète, ou un DT2 avéré 

montrent une amélioration des scores de dépression en réponse à cet antidiabétique (Ackermann 

et al., 2009 ; Krysiak et al., 2017). Des résultats similaires ont également été rapportés chez des 

patients souffrant de DT2 et de dépression avec une corrélation entre l’amélioration des scores 

de dépression et le niveau de HbA1c (Guo et al., 2014).  

3. Les insulino-sécréteurs

Dans le cas des insulino-sécréteurs, peu d’études rapportent leur potentiel

antidépresseur chez l’humain. Une étude focalisée sur l’administration de liraglutide chez des 

patients atteints de DT2 et traités à l’insuline, ne montre pas d’amélioration des symptômes 

dépressifs (De Wit et al., 2014). En revanche un travail étudiant l’effet du liraglutide chez des 

patients dépressifs sans troubles métaboliques montre une amélioration des capacités cognitives 

(Mansur et al., 2016). Quant à l’exenatide, un autre agoniste GLP-1, cet agent pharmacologique 

a montré sa capacité à améliorer les scores de dépression chez des patients atteints de DT2 

(Grant et al., 2011). Une étude pilote très récente a investigué l’impact de la sitagliptine, un 

inhibiteur DPP-4, sur les comportements anxio-dépressifs de patients souffrant de DT2 mais 

n’a pas réussi à mettre en évidence d’amélioration supérieure à l’effet placébo (Moulton et al., 

2021). 

La résistance à l’insuline est présente aussi bien en périphérie qu’au niveau du système 

nerveux central où sont impact est encore peu documenté. Des preuves ont vu le jour 

concernant l’implication de l’insulino-résistance dans les troubles de l’humeur et plus 

particulièrement son impact sur le système dopaminergique. Il a même été démontré que 

les antidiabétiques basés sur l’amélioration de la signalisation de l’insuline améliorent les 

comportements anxio-dépressifs en pré-clinique. Cependant, l’insulino-résistance est un 

phénomène complexe régulé par de très nombreux facteurs qu’il est nécessaire de mieux 

comprendre afin d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la dépression. 
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PARTIE 4 : 

L’APELINE, UNE ADIPOKINE AUX EFFETS 

ANTIDÉPRESSEURS À L’INTERFACE 

DIABETE-DÉPRESSION ? 



120 

I. Le système apelinergique

A. L’apeline et son récepteur APJ

L’apeline est un peptide découvert en 1998 par Tatemoto (Tatemoto et al., 1998) qui se 

fixe à son récepteur « orphelin » APJ découvert 5 ans plus tôt (O’Dowd et al., 1993). Son gène 

est localisé sur le chromosome X et code pour un pré-pro-peptide de 77AA dont la séquence 

est fortement conservée entre les espèces (Lee et al., 2000). Ce pré-pro-peptide, aussi appelé 

pré-pro-apeline, est clivé en plusieurs étapes pour donner l’apeline. Pour cela, des 

endopeptidases vont d’abord couper ce pré-pro-peptide pour former un peptide de 55AA. 

Ensuite, une serie de clivages enzymatiques de la partie C-terminale s’enchaine pour générer 

plusieurs formes d’apeline : l’apeline 36, 17, 13 et 13 pyroglutaminée (plus stable grâce au 

résidu glutamate) (Tatemoto et al., 1998). Toutes ces formes sont capables de se lier et d’activer 

le récepteur APJ. En revanche l’expression des différentes formes varient selon les organes. 

Ainsi il a pu être montré que l’apeline 36 était majoritaire dans les poumons, les testicules et 

l’utérus chez le rat (Kawamata et al., 2001) (Figure 20). Au niveau plasmatique, les deux 

formes les plus retrouvées sont l’apeline 17 et l’apeline 13 pyroglutaminée (Zhen et al., 2013 ; 

Azizi et al., 2008 ; De Mota et al., 2004). L’apeline est également très largement exprimée 

au niveau central puisqu’elle est retrouvée dans de nombreuses structures comme 

l’hypothalamus, l’hippocampe, le striatum, la substance noire, l’amygdale, le cortex, le 

cervelet et le noyau du raphé dorsal (Medhurst et al., 2003 ; Reaux et al., 2001 ; O’Carroll et 

al., 2000, De Mota et al., 2000). 

Concernant APJ, ce récepteur est couplé à différentes protéine G présentant environ 

30% d’homologie avec le récepteur à l’angiotensine II (De Mota et al., 2000 ; O’Dowd et al., 

1993). Cependant le récepteur APJ ne lie pas l’angiotensine II mais il peut inhiber sa 

signalisation par hétéro-dimérisation avec ce dernier (Siddiquee et al., 2013). Au niveau 

périphérique, APJ est exprimé dans les poumons, le cœur, la thyroïde, le tissu adipeux et dans 

une moindre mesure dans les reins, l’intestin, le pancréas, la rate, le muscle squelettique et le 

foie (Medhurst et al., 2003, Hosoya et al., 2000).  Au niveau central, sa distribution coïncide 

avec celle de l’apeline décrite ci-dessus.  

De manière intéressante, un nouveau ligand d’APJ a récemment été découvert. Elabela, 

encore appelé Toddler ou Apela (Chng et al., 2013 ; Pauli et al., 2014) agit sur le développement 

embryonnaire, cardiaque, le déplacement cellulaire, le renouvellement des cellules souches et 

possèdent également des fonctions sur l’organisme adulte dont la modulation de l’activité 

cardiaque et vasculaire  (Xu et al., 2018 ; Shin et al., 2017).  
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Figure 20. Expression du système apelinergique. D'après Shin et al., 2017. (A) Localisation 
de l'apeline, apela et du récepteur à l'apeline ici abrégé AR. (B) Formes prédominantes de 
l'apeline dans des organes spécifiques. 

B. Production d’apeline

L’apeline est sécrétée par de nombreux organes périphériques comme le tissu adipeux,

les muscles squelettiques, le cœur ou encore les cellules endothéliales (Ronkainen et al., 2007 ; 

Vinel et al., 2018 ; Boucher et al., 2005 ; Kleinz et al., 2005). Sa sécrétion est directement 

régulée par l’insuline qui va stimuler sa production au niveau des adipocytes murins et humains 

(Boucher et al., 2005 ; Dray et al., 2010 ; Glassford et al., 2007 ; Wei et al., 2005). Chez la 

souris, il a été montré que des adipocytes isolés de souris traitées à la STZ présentent des taux 

moins élevés d’apeline (Boucher et al., 2005). Dans cette même étude, les auteurs montrent 

également que les taux plasmatiques d’apeline sont plus élevés chez les patients obèses. D’autre 

part, l’apelinémie corrèle positivement avec l’insulinémie mais également la glycémie et les 

taux d’HbA1C suggérant clairement un rôle de cette hormone dans le DT2 (Dray et al., 2010). 

Au vu de son rôle dans l’inflammation (que l’on développera plus tard), la production d’apeline 

est également régulée par de nombreuses cytokines inflammatoires comme le TNF-a, l’IL-6 ou 

l’INF-g (Han et al., 2008 ; Daviaud et al., 2006). 

C. Signalisation de l’apeline

Comme mentionné précédemment, APJ est un RCPG couplé à plusieurs types de

protéines G. Son activation peut être accompagnée de l’activation d’une protéine Gi entrainant 

la diminution d’APMc cellulaire comme démontré par l’inhibition de la voie de signalisation 
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en présence de toxine pertussique, inhibiteur de la protéine Gi/0 (Hosoya et al., 2000 ; Masri 

et al., 2002) (Figure 21). Cela permet donc l’inhibition de la voie de la PKA connue 

pour augmenter la dégradation du glycogène tout en inhibant la synthèse de glycogène et la 

synthèse lipidique (Sassone-Corsi, 2012). Il a également été montré que le récepteur APJ 

pouvait être couplé à une protéine Gq ou Ga13 selon le type cellulaire (Kang et al., 2013 ; 

Yue et al., 2011). En aval des protéines G, ce récepteur peut activer différentes voies 

cellulaires comme la voie PI3K/Akt, la voie des MAPK notamment dans les adipocytes (Than 

et al., 2012), les myocytes (Dray et al., 2008), les cellules endothéliales (Berta et al., 2014 ; 

Masri et al., 2006) et les neurones (O’Donnell et al., 2007 ; Yang et al., 2014). La voie de 

l’AMPK est aussi sollicitée permettant la régulation du métabolisme énergétique. Enfin, 

la signalisation de l’apeline entraine l’activation de la voie de eNOS (endothelial nitric 

oxygen synthase) induisant la production de NO impliqué dans de nombreuses fonctions 

(Duparc et al., 2011). 

Figure 21. Schéma de la signalisation de l'apeline et son récepteur APJ. D'après Chaves-
Almagro et al., 2015. 
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II. Rôles physiologiques de l’apeline

A. Rôles de l’apeline en périphérie

Les effets métaboliques de l’apeline passent par l’activation des voies mentionnées dans 

le chapitre précédent. En effet, l’apeline augmente le transport du glucose du lumen vers la 

circulation sanguine au niveau de la barrière intestinale en promouvant la phosphorylation de 

l’APMK et en augmentant l’expression de GLUT2 à la membrane des cellules épithéliales 

intestinales (Dray et al., 2013).  Elle augmente l’entrée mais aussi l’utilisation du glucose basal 

au niveau du muscle squelettique grâce à l’activation de la voie PI3K/Akt et de eNOS, (Dray 

et al., 2008, Yue et al., 2011) et des adipocytes en activant la voie AMPK (Attane et al., 2011) 

permettant la diminution de la glycémie et une meilleure tolérance au glucose chez des souris 

normales ou obèses et insulino-résistantes (Dray et al., 2008). De manière intéressante, ces 

effets sont accompagnés d’une réduction de la sécrétion d’insuline. En effet l’apeline régule 

négativement la sécrétion d’insuline en agissant via le récepteur APJ exprimé au niveau 

pancréatique induisant la dégradation de l’AMPc (Sorhede Winzell et al., 2005 ; Ringstrom et 

al., 2010 ; Guo et al., 2009). Cependant, des souris knock-out pour l’apeline présentent une 

insulino-résistance, une hyperinsulinémie et une diminution du transport du glucose dans les 

muscles squelettiques (Yue et al., 2010).  

Concernant les effets de l’apeline sur le tissu adipeux, elle inhibe l’adipogenèse (de 

manière MAPK/ERK dépendante) et la lipolyse (de manière AMPK dépendante) (Than et al., 

2012), et promeut le brunissement adipocytaire en augmentant l’expression de marqueurs 

spécifiques de celui-ci comme UCP1 (Than et al., 2015). Comme sur le muscle, l’apeline 

stimule l’entrée de glucose dans les adipocytes et augmente la translocation de GLUT4 au 

niveau membranaire et améliore la sensibilité à l’insuline (Attané et al., 2011 ; Zhu et al., 2011). 

Chez l’humain, il a été montré que les taux d’apeline circulants sont plus élevés chez les patients 

souffrant de DT1 et DT2 et que cette augmentation en apeline était associée à de meilleure 

capacité de régulation de la glycémie (Habchi et al., 2014, Dray et al., 2010). Par la suite, l’effet 

bénéfique de l’apeline sur la sensibilité à l’insuline suite à son administration unique a pu être 

appréhendé chez des sujets en surpoids au cours d’un clamp euglycémique-hyperinsulinémique 

(Gourdy et al, 2017). En revanche, l’effet à long terme de l’apeline reste peu investigué chez 

des patients atteints de DT2. Cependant, des preuves cliniques montrent que les stratégies 

thérapeutiques chroniques actuelles, qu’elles soient médicamenteuses ou basées sur l’activité 
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physique, augmentent les taux plasmatiques d’apeline suggérant un effet bénéfique à long terme 

de cette hormone (Kadaglou et al., 2010 ; 2012).   

B. Rôles de l’apeline en central

Comme évoqué au début de cette Partie 4, l’apeline ainsi que son récepteur APJ sont 

très largement exprimés dans le cerveau. En comparaison aux autres régions cérébrales, le 

récepteur APJ est plus dense au niveau de l’hypothalamus, notamment dans les noyaux supra-

optique et paraventriculaires mais aussi au niveau de l’épiphyse et l’hypophyse. L’apeline a 

même été identifiée par immunohistochimie à l’intérieur des neurones des noyaux 

hypothalamiques pouvant suggérer un potentiel rôle de neurotransmetteur (Reaux et al., 2001). 

Le récepteur APJ est également retrouvé, mais dans une moindre mesure, dans d’autres 

structures cérébrales dont la substance noire, le cortex entorhinal, l’hippocampe et même le 

DRN (De Mota et al., 2000). Outre la présence du système apelinergique au sein même du 

système nerveux central, il a été montré que l’apeline franchit la BHE et participe également à 

son intégrité (Chu et al., 2017 ; Higuchi et al., 2007 ; Sinen and BülBül, 2020). L’apeline peut 

donc provenir à la fois de la périphérie et du cerveau pour exercer ses effets centraux. 

1. Métabolisme énergétique

Jusqu'à présent, le rôle le plus étudié de l’apeline au niveau du système nerveux central 

est son implication dans la modulation du métabolisme énergétique et notamment la prise 

alimentaire et le métabolisme glucidique. En effet, l’apeline est exprimée au niveau des 

neurones POMC et il a été montré qu’elle peut dépolariser ces cellules et ainsi engendrer la 

libération du neuropeptide anorexigène a-MSH (Reaux-Le Goazigo et al., 2011 ; Lee et al., 

2015). Cependant la littérature n’est pas si tranchée vis à vis des effets de l’apeline sur la prise 

alimentaire puisque les études rapportent des effets contradictoires. Par exemple, l’injection 

ICV d’apeline chez le rat nourri avec un régime standard diminue la prise alimentaire et de 

boisson mais n’exerce aucun effet suite à un régime HFD (Clarke et al., 2009). Cela semble 

cohérant avec le fait que l’on retrouve une diminution d’expression du récepteur AJP dans 

l’hypothalamus des rats exposée à un régime HFD (Clarke et al., 2009). En revanche, aucun 

effet sur la prise alimentaire n’a été constaté chez des souris knock-out pour l’apeline (Sawane 

et al., 2013). 
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Dans la même idée, des études montrent que l’injection ICV d’une faible dose d’apeline 

chez la souris diminue la glycémie alors qu’une forte dose (équivalent à un taux d’apeline de 

souris diabétiques) entraine une hyperglycémie et une hyperinsulinémie à jeun en augmentant 

la production de glucose par le foie (Duparc et al., 2011, Drougard et al., 2014). De manière 

intéressante, l’effet bénéfique de la faible dose est perdu chez des souris HFD (Duparc et al., 

2011) suggérant encore une fois des effets dépendants du statut métabolique.  

Les effets centraux de l’apeline sur le métabolisme énergétique sont indéniables et relativement 

bien élucidés. Nous allons maintenant voir que l’apeline possède d’autres effets centraux qui 

attisent la curiosité des neuroscientifiques depuis ces dix dernières années.  

2. Apeline et mémoire

De par son expression hippocampique, l’apeline a suscité l’intérêt des neurobiologistes

sur ses effets potentiels dans les processus mnésiques. Son impact positif dans différents 

modèles de troubles de la mémoire a pu être rapporté au cours de ces dernières années. Dans 

un modèle de maladie d’Alzheimer induite par l’injection ICV de STZ, un traitement chronique 

avec l’apeline améliore les performances mnésiques de souris dans le test de la piscine de 

Morris (Nasseri e al., 2020). Cet effet pro-mnésique de l’apeline dans ce modèle passerait, du 

moins en partie,  par l’activation de la signalisation du BDNF et du récepteur TrkB (Luo et al., 

2019). Les mêmes effets bénéfiques ont été rapportés dans le test de reconnaissance d’objet et 

celui du labyrinthe en Y à la fois dans un modèle de défaite sociale chez le rat (Tian et al., 2018) 

mais également dans un modèle combinant un stress d’immersion et de contrainte via 

l’augmentation de l’expression de BDNF (Shen et al., 2019). Le même type d’effet bénéfique 

a été observé dans le test de reconnaissance d’objet et de piscine de Morris chez des rats 

modèles de la maladie de Parkinson lié à la destruction des neurones dopaminergiques 

(Haghparast et al., 2018). En revanche, il est important de noter que les études ayant testé l’effet 

de l’apeline chez des souris naïves ne présentant pas de troubles de mémoire, aucun effet 

bénéfique n’a été révélé.  

Les hypothèses des mécanismes pouvant sous-tendre ces effets sont nombreuses 

notamment l’impact sur le métabolisme du peptide Ab, l’état d’oxydation des cellules, l’activité 

mitochondriale, l’inflammation ou encore la mort neuronale.  
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Tout d’abord, de part son impact sur l’activité de la eNOS, il a été proposé que l’apeline 

pourrait augmenter production de NO (Tatemoto et al., 2001 ; Zhong et al., 2007) permettant 

la sécrétion d’ACh (acétylcholine) connue pour son effet promnésique (Prast and Philippu, 

2001) mais aussi son rôle dans la clairance du peptide Ab (Austin et al., 2013 and 2011).  

Toujours par le biais de cette augmentation de NO, l’apeline pourrait augmenter la 

biogenèse mitochondriale (Nisoli et al., 2004) et ainsi rendre compte de ses propriétés 

antioxydantes. Il a ainsi été proposé que l’apeline améliorerait les fonctions mitochondriales en 

diminuant la production de ROS dans le cerveau (Zeng et al., 2010) possiblement via l’activité 

de la CAT (catalase), SOD (superoxide dismutase) et GSH-Px (glutathione peroxidase), des 

enzymes réduisant la formation de radicaux libres, comme démontré dans le cœur (Than et al., 

2014). 

L’apeline permet aussi la protection neuronale grâce à l’activation des voies de 

signalisation impliquées dans la survie cellulaire (IP3, PKC, MEK, ERK et PKB) mais 

également en inhibant l’excitotoxicité en diminuant l’activité NMDA (Cook et al., 2011 ; 

O’Donnell et al., 2007). Dans cette même idée de neuroprotection, l’apeline agit comme un 

facteur anti-apoptotique suite à l’administration de Pentylenetetrazole ou de corticosterone in 

vitro ou même dans un modèle d’ischémie/reperfusion chez le rat (Yan et al., 2015 ; Zou et al., 

2016). Dans ce même modèle, l’apeline réduit l’inflammation en diminuant l’expression de 

cytokines inflammatoires comme IL1B et TNF-a pour les plus connues (Xin et al., 2016).  

Cette sous-partie illustre l’engouement porté pour le système apelinergique au cours de ces dix 

dernières années dans le domaine de la mémoire ainsi que la diversité des systèmes qu’elle 

peut impacter en lien avec la maladie d’Alzheimer. Nous allons maintenant aborder l’impact 

de l’apeline sur les comportements anxio-dépressifs qui sont bien moins documentés. 
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3. Apeline et comportements anxio-dépressifs

L’une des premières études s’intéressant à l’impact de l’apeline sur les comportements 

anxio-dépressifs a mis en évidence un effet pro-dépresseur de celle-ci. En effet les souris ayant 

reçu une injection ICV d’apeline montrent une augmentation de la résignation reflétée par le 

temps d’immobilité dans les tests de nage forcée et de suspension caudale (Lv et al., 2012). Ces 

résultats sont cohérents avec l’augmentation plasmatique d’ACTH et de corticostérone induite 

par l’injection ICV d’apeline rapportée 10 ans plus tôt (Taheri et al., 2002). Cependant seuls 

ces deux articles sont en accord avec un effet pro-dépresseur du système apelinergique dans le 

modèle rongeur. En effet, la littérature plus récente contient exclusivement des travaux mettant 

en lumière des effets anxiolytiques et/ou antidépresseurs de l’apeline. Par exemple, suite à 

l’injection ICV d’apeline, une amélioration de la résignation a été rapportée dans différents 

modèles murins de dépression tels que celui de défaite sociale (Tian et al. 2018, Xiao et al., 

2018), de nage forcée répétée (Dai et al., 2018), des chocs électriques (Li et al., 2016), de LPS 

ou encore d’UCMS (Zhang et al., 2019). Il a également été retrouvé une diminution de 

l’anhédonie dans le test de de préférence au sucrose associé à une diminution de l’hyperactivité 

de l’axe HPA (Dai et al., 2018, Zhang et al., 2019). Enfin, dans un modèle de souris anxieuse 

induite par une hypoxie chronique, l’injection ICV d’apeline améliore l’anxiété mesurée dans 

les tests d’EPM et de D/L (Fan et al., 2018).  

L’ensemble de ces résultats semblent converger vers l’hypothèse d’un effet 

antidépresseur et anxiolytique de l’apeline. De manière remarquable, ces données font écho à 

certaines études cliniques qui mettent en évidence l’existance de polymorphismes de l’apeline 

(ou de son récepteur) associés à une diminution de leur expression et à un risque plus élevé de 

développer des troubles anxio/dépressifs (Wang et al., 2020 ; Mishra et al., 2015). Une étude 

clinique portant sur une cohorte d’une quarantaine de patients montre que les patients dépressifs 

ont des taux plasmatiques d’apeline plus élevés que les patients non-dépressifs (Gok Oguz et 

al., 2016).  

Cependant l’ensemble de ces études restent très descriptives et aucun lien avec un 

système de neurotransmetteur n’a été démontré. C’est pourquoi, au regard de l’implication de 

l’apeline dans l’insulino-sensibilité, le métabolisme glucidique et à plus large échelle dans la 

physiopathologie du diabète, nous avons envisagé que cette hormone pouvait participer à la 

comorbidité entre le diabète et la DM.  
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L’apeline est une adipokine majoritairement sécrétée par le tissu adipeux mais est très 

largement exprimée, ainsi que son récepteur APJ, dans l’ensemble de l’organisme. Son 

implication dans l’absorption et l’utilisation du glucose au sein de nombreux organes en 

fait un élément majeur dans la régulation du métabolisme glucidique. Bien que le système 

apelinergique soit extensivement exprimé au niveau central, son impact sur le cerveau est 

encore peu documenté. Cependant, des données récentes suggèrent que l’apeline pourrait 

être impliquée dans les processus de mémoire et dans la régulation de l’humeur, faisant 

d’elle un élément à l’interface entre le métabolisme glucidique et les fonctions cognitives 

et émotionnelles. 



129 

OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THÈSE 

La connaissance du rôle de l’insuline dans le système nerveux central s’est longtemps 

limitée aux effets sur le métabolisme énergétique. Cependant des preuves naissantes concernant 

l’impact potentiel de cette hormone sur les fonctions cognitives et les troubles de l’humeur 

occupent une place de plus en plus importante dans la littérature. Ces avancées dans la 

compréhension des mécanismes d’action de l’insuline dans le cerveau permettent de mieux 

saisir les liens entre certaines pathologies métaboliques notamment le diabète avec la maladie 

d’Alzheimer ou la DM. C’est ainsi qu’est née la notion de « diabète du cerveau » qui pourrait 

découler sur l’identification de nouvelles stratégies thérapeutiques préventives ou curatives 

ayant pour cible l’insulino-sensibilité centrale. En effet, l’insulino-résistance centrale pourrait 

être la pierre angulaire des comorbidités entre troubles métaboliques et psychiatriques tandis 

que l’amélioration de la signalisation de l’insuline, une piste innovante pour promouvoir des 

effets anxiolytiques/antidépresseurs.  

Au cours de cette thèse, nous avons donc étudié l’impact de l’insuline sur le système 

sérotoninergique, un des acteurs clés de la régulation des comportements anxio-dépressifs et de 

la réponse aux antidépresseurs.  

Ces travaux se sont alors articulés autour de 3 grandes questions donnant lieu aux 3 chapitres 

de la partie « Résultats » de ce manuscrit :  

I. Quels sont les effets centraux de l’insuline sur le système sérotoninergique et

les comportements anxio-dépressifs associés dans un contexte physiologique ?

Au cours de ce premier axe de recherche, nous avons cherché à identifier, dans un 

contexte physiologique, la présence du récepteur à l’insuline sur les neurones sérotoninergiques 

et la conséquence de son activation par l’insuline sur l’activité fonctionnelle de ce système et 

le comportement de type anxio-dépressif des souris. Pour cela, nous avons mis en place des 

études d’électrophysiologie in- et ex-vivo et de microdialyse intracérébrale chez la souris 

éveillée libre de ses mouvements. Nous avons également réalisé différents tests 

comportementaux suite à l’administration intra-nasale ou intra-raphé d’insuline afin de 

cibler/moduler la zone d’intérêt.  
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Ce premier objectif permet d’ores et déjà d’obtenir des réponses relativement claires 

concernant l’implication de l’insuline dans la régulation des comportements anxio-dépressifs 

via la modulation du système sérotoninergique. 

Ce travail nous a ensuite conduit à appréhender le lien entre la signalisation de l’insuline 

et le système sérotoninergique dans des conditions pathologiques d’insulinopénie ou 

d’insulino-résistance. Ceci représente le deuxième volet de ma thèse répondant à la question 

suivante : 

II. Quel est l’impact d’une modulation négative de la signalisation de l’insuline

sur le système sérotoninergique et les comportements associés :

i. Dans un modèle de souris de DT1 recevant la streptozotocine

(STZ) ?

ii. Dans un modèle de souris de DT2 combinant des facteurs de risque

génétiques (système apelinergique) et environnementaux

(alimentation hyper-lipidique) ?

Au cours de ce second axe, nous avons tout d’abord utilisé le modèle STZ afin d’étudier 

l’impact d’une réduction de la quantité et donc de la signalisation de l’insuline, sur l’activité 

électrique des neurones sérotoninergiques ainsi que les répercussions comportementales 

éventuelles.  

Nous avons ensuite utilisé un modèle de souris génétiquement modifiées privées de 

l’apeline ou de son récepteur qui ont été nourries avec un régime standard ou hyper-lipidique 

(HFD).  

L’apeline, majoritairement sécrétée par le tissu adipeux exerçant un effet bénéfique sur la 

sensibilité à l’insuline, nous avons ainsi créé un modèle d’insulino-résistance marquée reposant 

sur la combinaison de facteurs de risques génétiques et environnementaux du DT2. Ce modèle 

nous est apparu pertinent au regard de l’aspect multifactoriel qui caractérise ce trouble 

métabolique. Sachant que les patients obèses sont plus aptes à développer du diabète et/ou un 

épisode dépressif, l’apeline pourrait représenter une piste intéressante pour ces troubles ou leur 

comorbidité. 

Au cours de cette étude, nous nous sommes donc intéressés à la modulation du système 

sérotoninergique et au phénotype anxio-dépressif dans ces deux modèles. 
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Enfin, dans le but d’apporter un élement de preuve concernant le lien causal entre la 

signalisation de l’insuline, l’activité du système sérotoninergique et la régulation des 

comportements anxio-dépressifs, nous avons tenté de répondre à une troisième question : 

III. Est-ce que la Metformine, un agent insulino-sensibilisateur, permet

d’améliorer les altérations comportementales dans ces différents modèles ?

Dans cette dernière partie, nous avons étudié les effets métaboliques et 

comportementaux de l’administration systémique de la metformine, dans les deux modèles 

expérimentaux de comorbidité diabète-dépression. Notre hypothèse est que si l’amélioration de 

l’insulino-résistance périphérique dans ces deux modèles s’accompagnent d’une correction du 

phénotype anxio-dépressif alors ce processus est bien un élément clé de la la comorbitié entre 

les troubles métaboliques et psychiatriques. 

Il est important de noter que lors d’un travail (dont je suis co-auteur) et ayant motivé 

cette thèse, nous avons étudié les effets de la metformine sur le système sérotoninergique et 

montré que cet agent pharmacologique augmentait l’activité du circuit DRNàhippocampe 

(Zemdegs et al., 2019).  

Pour finir, il est important de souligner que ma thèse s’inscrit dans le cadre d’un travail 

collaboratif mobilisant différents laboratoires nationaux et internationaux spécialisés dans le 

domaine du métabolisme et/ou des neurosciences et de la neuropharmacologie. Je tiens ici a 

remercier chaleureusement ces collaborateurs qui nous ont permis de confirmer ou de compléter 

certaines données expérimentales : 

• l’Unité Mixte de Recherche 1286 INRAE (Xavier Fioramonti) de Bordeaux,

• l’Unité Mixte de Recherche 1301-Inserm 5070-CNRS (Philippe Valet) de Toulouse,

• l’Université Fédérale de Santa Catarina (Eduado Moreira) de Florianópolis (Brésil),

Les données issues de cette thèse s’inscrivent dans la thématique générale de Recherche 

réalisée au sein de l’équipe REMEMbER du CRCA, visant à préciser les mécanismes 

neurobiologiques sous tendant les effets comportementaux de différentes stratégies 

pharmacologiques susceptibles d’améliorer la prise en charge de patients souffrant de déclins 

cognitifs et/ou de troubles de l’humeur.   
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MATERIELS ET METHODES 
Cette section contient le descriptif des expérimentations réalisées par mes soins au cours de ce 

travail de thèse mais n’aborde pas les techniques utilisées par nos collaborateurs. 

1. Autorisation à expérimenter

L’ensemble des expérimentations ayant eu lieu au cours de cette thèse ont été réalisées 

en respectant la réglementation européenne (directive 86/609/EE) mais également française 

(87/848) concernant le bien-être animal. Le projet a ensuite été évalué puis validé par le 

ministère de l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l’Innovation ainsi que par un 

comité d’éthique local (APAFIS : #12342-2017082111489451 v6) 

2. Animaux

A. Hébergement

Les animaux ont été hébergés au sein de l’animalerie du Centre de Recherches sur la 

Cognition Animale (CRCA, CNRS UMR5169). Les souris ont eu un accès ad libitum à l’eau 

et à la nourriture et ont été exposées à un rythme circadien 12:12h avec une température de 

23°C ± 2°C. 

B. Lignées de souris

Des souris C57Bl/6J mâles ont été utilisées pour l’ensemble des expérimentations. Sur 

ce même fond génétique des souris génétiquement modifiées pour le récepteur APJ ou son 

ligand, l’apeline ont été générées. Les souris knock-out privées d’apeline ont été générées par 

recombinaison homologue au niveau de cellules souches embryonnaires (Genoway, Lyon, 

France). Brièvement, des blastocystes de souris C57Bl/6J injectés avec les cellules 

embryonnaires modifiées ont été implantés chez des mères porteuses afin de produire des 

animaux chimères. La descendance d’intérêt invalidée pour le gène de l’apeline a été identifiée 

par PCR et Southern blot formant la lignée nommée Ap-/-. Concernant les souris hétérozygotes 

APJ+/-, la lignée a été maintenue par des croisements successifs de souris C57Bl6/J 

« littermates » avec des souris hétérozygotes pour la mutation (Deltagen, San Carlos, CA, 

USA).  
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Concernant le modèle STZ, une injection unique de STZ a été réalisée par voie 

intrapéritonéale à la dose de 150mg/Kg. La STZ a été dissoute dans du tampon citrate 0,1M à 

un pH de 4,5 et l’injection a été réalisée dans le quart d’heure suivant la préparation de la 

solution à cause de l’instabilité de la molécule. Deux jours plus tard, la glycémie des souris a 

été mesurée et toutes les souris ayant une glycémie inférieure à 200mg/dL ont reçu une seconde 

dose afin que toutes les souris présentent une glycémie >200mg/dL. Nous avons ensuite attendu 

15 jours avant le phénotypage comportemental. 

Pour le modèle HFD, des souris C57Bl6 ont été nourries avec un régime riche en gras 

ad libitum provenant du fournisseur SAFE et de référence 251HF dont l’apport énergétique 

provient à 45% du gras et donc la composition est détaillée dans le Tableau 4. 

Composition du régime STD HFD 

Protéines (kcal%) 26,2 20 

Carbohydrates (kcal%) 60 35 

Lipides (kcal%) 3,1 45 

Contenu énergétique 

(kcal/kg) 
2791 4727 

Tryptophane (mg/kg) 1,9 2,1 

Tableau 4. Composition des régimes alimentaires. 

3. Traitements pharmacologiques

La metformine, un agent insulino-sensibilisateur (Sigma-Aldrich, France), a été 

administrée par voie orale (per os) dans l’eau de boisson à raison de 300mg/kg/jour. Cette dose 

a été ajustée selon la consommation hydrique des animaux vérifiée deux fois par semaine. Cette 

voie d’administration permet une exposition relativement constante du produit.  

L’insuline utilisée pour les injections intra-raphé était de l’insuline humaine (Actarapid) 

administrée de manière unique à la dose de 100µU/0,5µL.  

4. Injection intra-raphé d’insuline

Les souris ont été anesthésiées à l’aide d’hydrate de chloral à raison de 400mg/kg. Les 

souris ont ensuite été placées dans un appareil stéréotaxique de manière à implanter une canule 

d’injection à l’intersection de la suture sagittale et de la suture lambdoïde à une profondeur 
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de 2,5mm selon les coordonnées stéréotaxiques décrites dans l’atlas de Franklin et Paxinos 

(Franklin and Paxinos, 2000). Quarante-huit heures plus tard, la moitié des souris ont été 

injectées avec 0,5 µL de liquide céphalo-rachidien artificiel (LCRa) (147 mM NaCl, 2.7 mM 

KCl, 1 mM MgCl2, et 1.2 mM CaCl2, ajusté à pH 7,4 avec un tampon de phosphate de sodium 

à 2 mM). L’autre moitié a été injectée avec 100µUI d’insuline dans un volume de 0,5 µL de 

LCRa. Le débit d’injection était de 0,1µU/min et les tests comportementaux ont été réalisés 10 

minutes après la fin de l’injection.  

5. Analyses comportementales

Avant chaque test comportemental, les souris ont été amenées dans la salle 

d’expérimentation et nous avons respecté une période de 1h d’acclimatation (25lux, 22°C±2) 

avant leur manipulation. En particulier, les souris étaient sorties de leur pièce d’hébergement 

aux alentours de 8h du matin (après l’allumage des lumières) et l’expérience commencait vers 

9h du matin. Les tests ont été réalisés dans un ordre précis depuis le(s) moins stressant(s) vers 

le(s) plus stressant(s). 

5.1. Tests d’anxiété 

5.1.1. Test de Champ ouvert (Open Field, OF) 

Ce test est basé sur l’anxiété naturelle des rongeurs envers les espaces ouverts laissant 

place à la prédation mais aussi sur la néophilie. Les animaux ont été placés dans une arène 

éclairée cylindrique opaque de diamètre de 40cm. Chaque animal était libre d’explorer le 

dispositif pendant dix minutes. L’ensemble de l’expérience était filmée par une caméra et 

analysée par un logiciel de trajectométrie (Ethovision, Noldus Tech, Nederlands). L’arène était 

fictivement divisée en deux compartiments : un compartiment central circulaire et un 

compartiment périphérique bordant le périmètre de l’arène. Le centre de l’arène représente la 

zone la plus anxiogène pour l’animal puisqu’elle est dépourvue de bordure. Le temps passé au 

centre/périphérie, mais aussi le nombre d’entrée au centre/périphérique et la distance totale 

parcourue ont été mesurés au cours de ces dix minutes. Dans ce test, plus une souris passe du 

temps au centre et/ou se rend au centre, moins elle est anxieuse. Afin de normaliser l’anxiété 

par l’activité locomotrice pouvant différer d’un individu à l’autre et/ou d’un groupe à l’autre, 

le ratio du temps passé au centre sur la distance parcourue a été calculé.  
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Figure 22. Dispositif de test de champ ouvert. 

5.1.2. Test de la boite claire/obscure (Dark/Light Test, DL) 

Ce test se base sur l’aversion innée des souris vis à vis de la lumière pouvant refléter un 

état anxieux. Les souris ont été placées dans ce dispositif composé de deux chambres 

rectangulaires (40x20x25, divisé au tier) reliées par une petite porte. L’une des chambres 

possède quatre murs opaques (compartiment sombre) alors que la deuxième comporte trois 

murs transparents exposés à une lumière de 60W. Pendant dix minutes, la souris était libre 

d’explorer l’ensemble du dispositif. Le nombre d’entrées ainsi que le temps passé dans chaque 

chambre ont été comptabilisés. Le résultat de ce test a été exprimé en pourcentage de temps 

passé dans le compartiment sombre. Plus la souris passe du temps dans le compartiment 

sombre, plus elle est considérée comme anxieuse.  

Figure 23. Dispositif de la boîte claire/sombre. 
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5.1.3. Test du labyrinthe en croix surélevé (Elevated-plus maze, EPM) 

Ce test est basé sur l’anxiété naturelle des rongeurs envers les espaces ouverts laissant 

place à la prédation mais aussi sur la néophilie. Le labyrinthe en croix surélevé était composé 

de 4 bras dont 2 bras fermés par des murs et 2 bras ouverts vers l’extérieur (dépourvus de murs). 

Les bras mesurent 30 cm de long pour 5cm de large. D’après le même principe que l’OF, ce 

test repose sur la compétition entre la néophilie (l’envie d’explorer) et l’anxiété liée aux 

compartiments anxiogènes (ici les bras ouverts). La souris était libre d’explorer le dispositif 

pendant cinq minutes. Elle était considérée comme étant dans un compartiment lorsque ses 

quatre pattes sont dans un des bras. Le nombre d’entrée dans chaque bras ainsi que le temps 

passé dans ceux-ci ont été mesurés. Le résultat principal a été représenté en pourcentage du 

temps passé dans les bras ouverts puisque la zone centrale est considérée comme un 

compartiment neutre et n’entre donc pas dans le calcul. Plus la souris passe du temps dans les 

bras ouverts, moins elle est anxieuse.  

Figure 24. Dispositif du labyrinthe en croix surélevé. 

5.2.Test de résignation, sociabilité et d’incurie 

5.2.1. Test de suspension caudale (Tail suspension test, TST) 

Le test de suspension caudale permet de mesurer la résignation des souris, un symptôme 

majeur de la DM. Pour cela, les souris ont été attachées sur un crochet à l’aide d’un ruban 

adhésif. Le dispositif est composé de 3 compartiments séparés par des parois afin de limiter les 

stimulations sensorielles (essentiellement la vue) entre les animaux et ainsi interférer avec leur 

comportement. Le test durait 6 minutes au cours desquelles la durée d’immobilité totale des 

souris a été mesurée. Le comportement « standard » d’une souris est de se débattre pour se 
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libérer de cette situation inconfortable. De ce fait, plus une souris est immobile, plus elle est 

résignée et réciproquement. 

Figure 25. Dispositif du test de suspension caudale. 

5.2.2. Test d’interaction sociale (Social interaction test, SI) 

Ce test repose sur l’interaction avec un congénère présenté dans un dispositif à 3 

chambres. Ce dispositif était constitué d’une chambre centrale vide donnant accès à 2 autres 

chambres latéralement opposées par le biais d’une petite porte. Dans chacune de ces chambres 

latérales se trouve une cage de démonstration (cage cylindrique à barreaux, 8x16). Lors d’un 

premier jour dit de familiarisation, les souris étaient libres d’explorer le dispositif ainsi que les 

2 cages vides pendant 10min. Le jour suivant, les souris étaient à nouveau placées dans le 

dispositif mais cette fois-ci une souris appelée souris présentatrice était placée dans une des 

cages de présentation, l’autre cage restant vide. De manière très simple, plus une souris interagit 

avec la cage contenant le congénère et/ou directement avec le congénère, plus son 

comportement est considéré comme social.  

Figure 26. Dispositif du test d'intéraction sociale. 
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5.2.3. Test d’éclaboussure (Splash test, ST) 

Le test d’éclaboussure repose sur le toilettage des souris et permet de mesurer l’incurie, 

un autre symptôme important de la DM. Au cours de ce test, une solution de saccharose 10% a 

été appliquée sur le dos des souris qui ont ensuite été placées seule dans leur cage 

d’hébergement. Les toilettes longues essentiellement réalisées sur la partie dorsale des animaux 

ont été mesurées pendant 5min. Plus une souris se toilette, moins son comportement d’incurie 

est prononcé et réciproquement. 

Figure 27. Principe du test d'éclaboussure. 

5.3.Test de mémoire 

5.3.1. Test de reconnaissance d’objet (Object recognition, OR) 

Ce test repose sur la néophilie des souris. Lors d’une première session les souris ont été 

familiarisées avec l’arène cylindrique (40cm de diamètre) qu’elles étaient libres d’explorer 

pendant 10min (Familiarisation). Le jour suivant, deux objets identiques ont été disposés au 

sein de l’arène et les souris avaient encore une fois 10min pour explorer et interagir avec les 

objets (Acquisition). Au cours de cette première étape, le temps d’intéraction avec les deux 

objets ont été mesurés. Le lendemain, le jour du test, l’objet avec lequel la souris a eu le moins 

d’interaction était remplacé par un nouvel objet différent de par sa forme et couleur (Test). Si 

la souris se rappelle correctement avoir vu le premier objet la veille, alors elle passe plus de 

temps à explorer le nouvel objet le jour du test. Nous avons ainsi mesuré le temps d’intéraction 

avec les deux objets et calculé le pourcentage de préférence pour le nouvel objet. Si celui-ci est 

supérieur à 50% alors on estime que la souris se souvient de l’objet et présente donc de bonnes 

capacités mnésiques.  
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Figure 28. Principe et dispositif du test de reconnaissance d'objet. 

5.4. Z-score anxieux et Z-score dépressif 

Afin de rendre compte de l’anxiété générale ainsi que des symptômes dépressifs, un z-

score d’anxiété ainsi qu’un z-score de dépression ont été calculés. Cela permet de prendre en 

compte tous les résultats comportementaux obtenus au regard de l’anxiété ou de la dépression 

et d’en obtenir un seul score pour chaque souris en réduisant la variabilité intrinsèque de chaque 

test (Guilloux et al., 2011). Pour cela, chaque paramètre de chaque individu a été moyenné à 

partir du groupe contrôle puis divisé par l’écart type du groupe contrôle (voir formule, Figure 

29). Cela a permis d’obtenir un score par souris pour chaque paramètre de chaque test. Ces 

scores ont ensuite été moyennés afin d’obtenir un score général d’anxiété ou de dépression. 

Lors de ce calcul, nous avons attribué le même poids à chaque test au sein du z-score. Le signe 

de chaque score était ajusté selon le paramètre afin qu’un score négatif reflète une amélioration 

du paramètre par rapport au groupe contrôle, à l’inverse, un score positif représente une 

détérioration de celui-ci. Concernant le z-score d’anxiété, le pourcentage de temps passé dans 

les bras ouverts ainsi que le pourcentage de temps passé dans le compartiments sombres ont été 

pris en compte. Pour le z-score de dépression, le pourcentage d’interaction sociale ainsi que le 

temps d’immobilité dans le test de suspension caudale ont été utilisés pour le calcul. 

Figure 29. Formule permettant le calcul du z-score. 
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6. Electrophysiologie in-vivo

Les souris ont été anesthésiées à l’aide d’hydrate de chloral (400mg/kg, ip) puis placées 

dans un appareil stéréotaxique. L’enregistrement unitaire des neurones sérotoninergiques 

localisés dans le noyau du raphé dorsal (DRN) a été réalisé en utilisant un micropipette de verre 

(Stoelting, Wood Dale, IL, USA) étirée par une étireuse gravitationnelle (Narishige, London, 

United-Kingdom) et remplie avec une solution de NaCl de 2M pour atteindre une impédance 

de 2,5 à 5 MW. Cette pipette était descendue dans le DRN soit 0,2-0,5mm en postérieur de la 

suture sagittale et à 2,5-3,5mm de profondeur en dessous de la surface du cerveau. Les neurones 

sérotoninergiques ont été caractérisés en utilisant deux critères majeurs : un taux de décharge 

régulier, allant de 0,5 à 2,5 Hz, et une longue durée de potentiel d’action. Plusieurs descentes 

ont été réalisées par souris afin de mesurer la fréquence moyenne de décharge ainsi que le 

nombre moyen de neurones enregistrés par descente. Les neurones sérotoninergiques à burst 

ont été caractérisés par un intervalle interspike <12ms et leur fréquence ainsi que la moyenne 

de potentiel d’action/burst ont été également analysés chez cette sous-population neuronale.  

Concernant l’enregistrement des neurones dopaminergiques, la même procédure d’anesthésie 

a été utilisée ainsi que le même matériel d’électrophysiologie. La micropipette d’enregistrement 

a été descendue dans l’aire tegmentale ventrale (ATV) en utilisant les coordonnées suivantes : 

-3 à -3,3mm en postérieur, 0,3 à 0,6mm en latéral depuis le bregma et 4,1 à 4,6mm en

profondeur depuis la surface du cerveau. Les neurones dopaminergiques ont été identifiés selon

les critères précédemment décrits par Grace et Bunney (Grace and Bunney, 1983). Les neurones

dopaminergiques ont été caractérisés comme des neurones dopaminergiques à burst si

l’intervalle interspike est <80ms. La fréquence des bursts et le nombre de spike moyen par burst

ont été mesurés.

7. Microdialyse intracérabrale

Les souris ont été anesthésiées à l’aide d’hydrate de chloral (400mg/kg ; ip) puis placées 

dans un appareil stéréotaxique permettant l’implantation de sonde de microdialyses (effectives 

sur 2mm) dans l’hippocampe ventral. Basé sur l’atlas du cerveau des souris C57Bl/6, les 

coordonnées d’implantation par rapport au bregma étaient (en mm) : antéro-postérieur : -2.5; 

lateral (L), ±2.7; and dorso-ventral (DV), -3.0. Un jour plus tard, les sondes de microdialyses 

ont été reliées d’une part à une pompe péristaltique permettant la perfusion régulière et continue 

de LCRa (147 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, et 1.2 mM CaCl2, ajusté à pH 7,4 avec 
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un tampon de phosphate de sodium à 2 mM), et de l’autre à un tube de sortie permettant le 

recueil de ce même liquide chargé de neurotransmetteurs. En effet, la membrane poreuse à 

l’extrémité de la sonde située dans la structure d’intérêt permet, grâce au phénomène 

d’osmolarité, de laisser passer les neurotransmetteurs de faibles poids moléculaires présents au 

niveau de la structure d’intérêt. Après une phase dite d’acclimatation et de stabilisation au cours 

de laquelle le débit est de 3µL/min, celui-ci est réduit à 1,5µL/min et les échantillons sont 

recueillis toutes les 15minutes pendant trois heures.  

Une fois récoltés, les dialysats ont été dosés par chromatographie liquide à haute 

performance (CLHP) équipée d’un colonne analytique (50x3.0mm ; Accucore, Thermo Fisher 

Scientific) couplée à un système de détection électrochimique (Dionex Ultimate 3000, Thermo 

Fisher Scientific). Pour cela, une phase mobile spécifique pour le dosage de la sérotonine est 

utilisée (NaH2PO4 150mM ; acide citrique 4,76mM ; EDTA 50µM ; SDS 2mM ; acétonitrile 

15%, méthanol 10% ; pH 5,60). Une colonne d’affinité Accucore C18, 50mm x 3mm, Thermo 

Scientific a été utilisée pour séparer la sérotonine afin de la quantifier à l’aide du logiciel 

Chroméléon Lab 7.2 (Chroméléon Chromatography Data System, ThermoFisher, USA). 

Les quatre premiers prélèvements ont été utilisés pour déterminer le niveau basal de 5-

HT extracellulaire avant d’injecter des doses cumulatives d’insuline (0,75 and 1,5IU/kg, ip) à 

des souris pré-traitées avec une soution saline ou du WAY100635, un antagoniste du récepteur 

5-HT1A. L’évolution des concentrations de 5-HT extracellulaire ont été exprimées en

pourcentage de la valeur basale.

Figure 30. Principe de la microdialyse intracérébrale. aCSF = artificial cerebro-spinal fluid. 
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8. Analyses métaboliques

8.1.Glycémie à jeun et test de tolérance au glucose suite à une injection 
intra-péritonéale de glucose (IPGTT) 

Tout d’abord les souris ont été mises à jeun à 8h du matin afin de réaliser 5h de jeun 

avant l’IPGTT. Pour cela la nourriture est retirée des cages et la sciure est changée. À 14h, la 

glycémie à jeun est mesurée à l’aide d’un lecteur (Accu-chek Performa) par prélèvement d’une 

goutte de sang au niveau de la queue après section de 1mm de l’extrémité de la queue. Ensuite, 

les souris ont été injectées avec une solution de D-glucose à 2g/kg par voie intrapéritonéale et 

la glycémie a été mesurée 15, 30, 45, 60, 90 et 120min après l’injection. L’aire sous la courbe 

de chaque profil a été calculée afin de rendre compte de la tolérance au glucose de chaque 

animal.  

8.2.Test de tolérance à l’insuline (ITT) 

Tout d’abord les souris ont été mises à jeun à 8h du matin afin de réaliser 5h de jeun 

avant l’ITT. Pour cela la nourriture a été retirée des cages et la sciure changée. À 14h, la 

glycémie à jeun a été mesurée à l’aide d’un lecteur (Accu-chek Performa) par prélèvement 

d’une goutte de sang au niveau de la queue après section de 1mm de l’extrémité de la queue. 

Ensuite, les souris ont été injectées avec de l’insuline à 0,5U/kg par voie intrapéritonéale et la 

glycémie mesurée 15, 30, 45, 60, 90 et 120minutes après l’injection.  

8.3.Insulinémie 

Lors d’une expérience d’IPGTT, après la prise de la glycémie à T0 et avant l’injection 

de glucose, le sang a été prélevé par la queue dans des tubes recouverts d’EDTA (Microcuvette 

CB300 EDTA K2, Sarstedt). Après centrifugation pendant 15min à 13 500rpm à 4°C, le plasma 

a été récupéré puis stocké à -80°C jusqu’au dosage. L’insulinémie a été mesurée à l’aide d’un 

kit ELISA (Mouse insulin ELISA #1247, Mercodia). 

8.4.HOMA-IR 

L’HOMA-IR, ou ‘homeostasis model assessment of insulin resistance’ a été calculé en 

utilisant la formule suivante : [glycémie à jeun (mg/dL)] x [insulinémie à jeun (ng/mL)] / 405. 

Cette valeur reflète la résistance à l’insuline de l’individu (Matthews et al., 1985). 
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9. Western Blot

Quantification du récepteur à l’insuline dans le DRN 

Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale. Les cerveaux ont été récupérés 

puis disséqués afin d’isoler l’hypothalamus et le DRN. Ces tissus ont immédiatement été 

congelés à l’aide d’azote liquide puis conservés à -80°C jusqu’à utilisation. Les protéines totales 

ont été extraites (Protein Assay, BioRad Laboratories, CA) puis homogénéisées dans du 

Laemmli buffer (Sigma-Aldrich) puis chauffées à 70°C pendant 10minutes. Les homogénats 

ont été ensuite soniqués et bouillis à 100°C pendant 5min pour inactiver les protéases. Ces 

homogénats ont ensuite été centrifugés à 13 000rpm pendant 5min et les surnageants collectés. 

La concentration de protéine a été déterminée (RC-DC protein assay, BioRad Laboratories, 

CA) et les aliquots ont été stockés à -80°C jusqu'à leur utilisation. Concernant 

l’immunoblotting, 20µg de protéine ont été déposés dans un gel NuPAGE Novex 10% Bis-tris 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) et séparés par électrophorèse durant 3h30 à 80V. Les protéines 

ont ensuite été transférées sur membrane (Amersham, NJ, USA) grâce à un transfert semi-sec 

(Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad). Les membranes ont été bloquées par 

incubation avec du PBS-T (Phosphate-Buffered Saline à 0.01% Tween-20) contenant 5% de 

lait pendant 1h à température ambiante puis incubées avec l’anticorps primaire tout au long de 

la nuit à 4°C dilués dans le solution de blocage. Les anticorps primaires suivant ont été utilisés : 

mouse anti-insulin receptor β (1:500; SantaCruz Biotechnology) and rabbit anti-GAPDH 

(1:20000; Abcam). Après lavage, les anticorps secondaire suivant ont été incubés pendant 1h à 

température ambiante et à l’abri de la lumière : goat anti-mouse IRDye 680RD (1:10000; 

Odyssey, LI-COR) or goat anti-rabbit IRDye 800CW (1:10 000; Odyssey, LI-COR). Les 

membranes ont été visualisées à l’aide d’un lecteur LI-COR Odyssey® (LI-COR Biosciences). 

La quantification du signal a été réalisée à l’aide du logiciel FIJI (http://imageJ.nih.gov/ij, NIH, 

USA). Les données sont exprimées par le ratio InsR/GFAP afin de normaliser les résultats par 

la quantité de protéine. 

10. Statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé à l’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Software, San Diego, USA). Pour l’ensemble des études statistiques le risque alpha 

a été fixé à 5%.  
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- Comparaison entre deux échantillons :

1. La distribution Normale des échantillons a été déterminée à l’aide d’un test de

Shapiro-Wilk avec un intervalle de confiance de 95%.

2. En fonction de la distribution, un test non paramétrique de Mann-Whitney ou un

test paramétrique de Student (t-test) a été utilisé.

- Comparaison d’un échantillon à une valeur théorique : pour le pourcentage de temps

passé dans le compartiment sombre, le pourcentage de temps passé à intéragir avec un

congénère ou le pourcentage de préférence d’objet, les moyennes de chaque groupe a

été comparée à une valeur fixe de 50%, valeur du niveau de chance. Pour cela un t-test

à un échantillon a été utilisé.

- Comparaison entre plus de deux échantillons avec deux facteurs de variabilités :

1. La distribution Normale ainsi que l’homoscédasticité ont été analysées

2. En fonction de la Normalité et de l’égalité des variances, un test paramétrique

Two-way ANOVA ou un test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été réalisé.

3. Les comparaisons deux à deux ont été faites par des analyses post-hoc

s’appuyant sur de Tuckey

Pour les figures présentes dans ce manuscrits, les données statistiques sont présentées dans les 

légendes des figures.  
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RESULTATS  

Partie 1 : Lien entre l’insuline et le système 

sérotoninergique en condition physiologique 

Puisque les études épidémiologiques témoignent d’une prévalence plus élevée de la 

dépression chez les sujet diabétiques (Anderson et al., 2001) et que le système sérotoninergique 

est largement impliqué dans la modulation des comportements dépressifs (Hamon et Blier 

2013), nous avons légitimement émis l’hypothèse que l’insuline pouvait avoir un impact sur ce 

trouble psychiatrique. C’est pourquoi, la première partie de ces travaux de thèse s’est focalisée 

sur l’impact de l’insuline sur le système sérotoninergique dans un contexte physiologique, c’est 

à dire chez des souris saines. Cette étude a été réalisée en étroite collaboration avec les docteurs 

Xavier Fioramonti et Hugo Martin (Laboratoire NutriNeuro, INRAE 1286, Bordeaux). 

Tout d’abord, nous avons cherché à déterminer si le récepteur à l’insuline était présent 

dans le DRN et éventuellement dans quelle(s) population(s) neuronale(s).  Pour cela nous avons 

utilisé des techniques de western blot (WB) et d’hybridation in situ (FISH). Par la suite nous 

avons utilisé des techniques d’électrophysiologies in-vivo et ex-vivo afin de mieux comprendre 

l’impact de l’insuline sur les propriétés électriques des neurones sérotoninergiques. Avec l’aide 

de nos collaborateurs, nous avons caractérisé les paramètres électriques des neurones Pet1 

positifs du DRN, en réponse à l’insuline, sur des tranches de cerveau en patch clamp. Nous 

avons complémenté ces études électrophysiologiques in vitro par des études 

électrophysiologiques in vivo puis par des expériences de microdialyse intracérébrale. Cette 

approche neurochimique nous a permis d’appréhender la résultante de ces modulations induites 

par l’insuline sur les concentrations extracellulaires de sérotonine dans l’hippocampe, une aire 

de projection des neurones 5-HT. 

Une fois les effets directs sur les neurones sérotoninergiques identifiés, nous avons 

cherché à comparer les conséquences comportementales d’une injection locale (c-a-d, intra-

raphé) ou intranasale d’insuline. Cette dernière voie d’administration est particulièrement 

intéressante puisqu’elle est applicable à l’être humain.  

Cet article questionne l’impact de l’insuline sur le système sérotoninergique et met en 

évidence les modulations comportementales associées.  
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Ce papier est en fin de rédaction et sera soumis prochainement. Les résultats de ce papier sont 
discutés dans la partie discussion du manuscrit de thèse. 

Résumé : 

Le diabète de type 2 (DT2) est essentiellement caractérisé par une résistance à l’insuline 

accompagnée de nombreuses comorbidités dont avec la dépression majeure (DM). En effet, les 

patients DT2 sont deux fois plus de risque de souffir de DM et des études cliniques ont montré 

que l’insulino-résistace corrèle avec la sévérité de la dépression. Chez des animaux nourris avec 

un régime enrichi en gras, utilisé pour modéliser un DT2 associé à des troubles émotionnels, 

plusieurs études mettent en évidence une altération du système sérotoninergique (5-HT) associé 

à l’insulino-résistance. Ensemble, ces résultats suggèrent que l’insuline pourrait moduler le 

système 5-HT impactant les comportements anxio-dépressifs et que l’insulino-résistance au 

niveau des neurones 5-HT pourrait contribuer au débeloppement des troubles de l’humeur dans 

un contexte de DT2. Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur le role de li’nsuline dans 

la modulation des comportements émotionnels selon un mécanisme dépendant de la sérotonine. 

In vivo, l’insuline inhibe l’activité des neurones 5-HT ainsi que la libération de sérotonine au 

niveau hippocampique de manière dépendante du récepteur 5-HT1A impliqué dans le 

rétrocontrole négatif. Nos résultats montrent que ces mécanismes sont nécessaire pour l’effet 
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anxiolytique de l’insuline administrée par voie intra-nasale. De manière intéressante, l’insuline 

perd son effet chez les animaux nourris avec un régime enrichie en gras associé à l’insulino-

résistance des neurones 5-HT du noyau du raphé dorsal. Ces données sugèrent que l’insuline 

module directement l’activité des neurones 5-HT en diminuant la neurotransmission 5-HT 

impactant les comportements anxieux. L’altétation de la sensibilité à l’insuline de ces neurones 

pourrait donc être critique dans le développement de troubles dépressifs associés à un diabète 

de type 2. 

Contribution personnelle : 

Au cours de ce travail :  

- J’ai réalisé les injections intra-raphé d’insuline chez la souris et les études

comportementales associées,

- J’ai réalisé les études électrophysiologiques in-vivo et de microdialyse intracérébrale,

et des western blot dirigés contre le récepteur à l’insuline dans le DRN et

l’hypothalamus,

- J’ai participé à la rédaction et à la révision du manuscrit.
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Abstract 

Type-2 Diabetes (T2D) is mainly characterized by insulin resistance and accompanied by 

comorbidities including major depressive disorders (MDD). Patients with T2D are twice more 

likely to suffer from MDD and clinical studies have shown that insulin resistance is positively 

correlated with the severity of depressive symptoms. However the potential contribution of 

central insulin signaling in MDD in T2D patients remains elusive. We hypothesized that insulin 

modulates the serotonergic (5-HT) system to control emotional behavior and that insulin 

resistance in 5-HT neurons contributes to the development of mood disorders in T2D. Our 

results show that insulin directly modulates the activity of dorsal raphe (DR) 5-HT neurons to 

dampen 5-HT neurotransmission through a 5-HT1A receptor-mediated inhibitory feedback. In 

addition, insulin-induced 5-HT neuromodulation is necessary to promote acute anxiolytic-like 

effect in response to intranasal insulin delivery. Interestingly, the anxiolytic-like effect of 

intranasal insulin as well as the response of DR 5-HT neurons to insulin are blunted in high fat 

diet-fed T2D animals.  

Altogether, these findings point to a novel mechanism by which insulin directly modulates the 

activity of DR 5-HT neurons to dampen 5-HT neurotransmission and control emotional 

behaviors, and emphasize the idea that impaired insulin-sensitivity in these neurons is critical 

for the development of T2D-associated mood disorders. 

  



Introduction 

Type 2 diabetes (T2D) is among the most prevalent chronic disease worldwide, and it is strongly 

associated with comorbidities including Major Depressive Disorder (MDD). Recent 

epidemiological studies indicate that prevalence of MDD is at least twice as high among 

patients suffering from T2D (1). Interestingly, clinical evidence suggests that impairment of 

insulin signaling, resulting from insulin resistance, might be one of the underlying mechanisms 

for the development of MDD in patients with T2D. (2–4). Preclinical studies support this 

hypothesis since it has been repeatedly shown that insulin resistant animal models of T2D 

exhibit both depressive- and anxiety-like behaviors (5–9). Nevertheless, it remains unclear 

whether peripheral or brain insulin resistance plays a causal role in T2D-associated mood 

disorders.  

The impact of impaired brain insulin signaling on mood has been investigated using transgenic 

animal models presenting a deletion of the insulin receptor (IR) in selective brain cells or 

structures (13). For instance, Neuronal Insulin Receptor Knock-Out (NIRKO) mice displaying 

neuronal IR deletion, exhibit spontaneous depressive- and anxiety-like behaviors (14). These 

findings support the hypothesis that brain IR signaling is crucial for the regulation of emotional 

behavior. The dopaminergic system is known to modulate mood and is targeted by insulin 

(15,16). However, the effect of insulin on the dopaminergic system does not seem to impact 

anxiety- or depressive-like behaviors (17). As such, the identity of the neuronal networks 

underlying the effects of insulin on mood still needs to be determined. 

The serotonergic (5-HT) neurotransmission is a well-established monoaminergic system 

involved in the etiology of psychiatric disorders and more specifically in the physiopathology 

of MDD (18). This system is also the main target of antidepressant drugs such as Selective 

Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRIs), which represent the most prescribed class of 

antidepressants. Previous studies from our group have demonstrated that 5-HT 



neurotransmission is impaired in animal models of T2D-associated mood disorders (6,7,13). 

Thus, we hypothesized that insulin directly modulates the 5-HT system to control emotional 

behavior. 

Here, we have used multiple approaches to assess the role of insulin in the modulation of 5-HT 

neurons and associated emotional behaviors. Our data reveal that insulin directly controls the 

activity of DR 5-HT neurons. In addition, we provide evidence that anxiolytic-like effect of 

insulin requires the action on the 5-HT system. Finally, we show that DR 5-HT neurons become 

resistant to the action of insulin in a model of T2D-associated mood disorders. Altogether, these 

findings identify a new mechanism by which insulin directly modulates the activity of DR 5-

HT neurons to control emotional behaviors. 



Materials and Methods 

Animals. 

Adult male mice (8-12 weeks) from different strains were grouped house in conventional style 

housing cages at NutriNeuro Laboratory, University of Bordeaux. Animals were maintained on 

a 12 hours light-dark cycle (7:7) with ad libitum access to food and water. All experimental 

procedures were conducted in accordance with the European directive 2010/63/UE and 

approved by the French Ministry of Research and local ethic committees (APAFIS#: 16853; 

12898; 22415; 8928). C57BL/6J were purchased from Janvier laboratory (Le Genest-Saint-Isle, 

France). Pet1-cre-mCherry mice were obtained by crossing Pet1-cre mice (gift from Dr. P 

Gaspar, (19) with B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J mice (Jackson 

Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA). SeIRKO (Serotonin Insulin Receptor Knock-Out;, 

cre+::IRflox+/+::mCherry+/-) mice were obtained by crossing IRlox/lox  (cre-::flox+/+) mice 

(Jackson Laboratory) and Pet1-cre-mCherry (cre+::mCherry+/-) to specifically study insulin 

default of action only in serotonergic neurons. Littermates with cre+::flox-/-::mCherry+/- 

genotype were used as controls for the SeIRKO mice. To model type-2 diabetes-associated 

emotional disorders in rodents, a sub-group of mice was fed a high fat diet (HFD; #U8955P, 

Research Diet, New Brunswick, NJ, USA) or standard diet (STD; #A04, Research Diet) for 16 

weeks as previously described (6,7). 

Drugs and treatments. 

Serotonergic modulators: To deplete serotonin levels, mice were injected with p-

chlorophenylalanine (pCPA, 150 mg/kg; Sigma, St-Quentin-Fallaviers, France) twice per day 

(9.00 AM and 6.00 PM) for three consecutive days prior to experiments. The 5-HT1A antagonist 



WAY 100635 (0.5 - 1 mg/kg; Tocris, Bristol, UK) was injected i.p. one hour before behavior 

assays.  

Intranasal delivery procedure: Mice were handled and then habituated to intranasal delivery 

(IND) injections two weeks prior to testing. The day of the experiment, mice were fasted for 18 

hours before IND delivery of Human recombinant insulin (7µg/µl insulin, diluted in NaCl 

0.9%; Sigma) or vehicle (NaCl 0.9%) into mouse nares (5µl/nare) to reach a final dose of 2IU 

insulin (20). Mice were replaced into their home cage and tested 60 minutes after IND 

injections.  

Intra-raphe insulin injection: Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, i.p.) 

and placed in a stereotaxic apparatus. A cannula was implanted 0.5 mm posterior to the 

interaural line on the midline and lowered into the DR, attained at 2.5mm depth from the brain 

surface. Two days after half of the mice received 0.5 PL of artificial cerebro-spinal fluid (aCSF) 

(147 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, et 1.2 mM CaCl2, adjusted to pH 7.4 with sodium 

phosphate buffer 2mM). The other half received 100 PIU of insulin in 0.5 PL aCSF. The 

injection flow was fixed to 0.1 PU/min and behavioral tests were performed 10min after the 

end of the injection. 

Antidepressant add-on treatment experiment: One hour prior to be subjected to the tail 

suspension test, mice were injected with an appropriate combination intranasal (insulin 2IU or 

vehicle NaCl 0.9%) and intraperitoneal treatment (fluoxetine-hydrochloride 18 mg/kg (free 

base?); Sigma; or vehicle 0.9%). 

Behavioral experiments. 



Animals were tested in different anxiety-like and depressive-like behavioral paradigms as 

previously described (Supplementary table 1; (6,7)). Tests were spaced by three days of 

recovery time and increasing in term of stress-related paradigm, starting with the less stressful 

test. Mouse behavior was tracked and analyzed with Smart (Panlab, Barcelona, Spain) or Bioseb 

(Bioseb, Vitrolles, France) software. All behavioral experiments were subject-randomized and 

blind analyzed. 

FISH for IR combined with IHC for TPH2 

Digoxigenin-labeled riboprobe against mouse Insr (IR-DIG, Allen Brain Atlas, 

#RP_050503_02_H08) was prepared as previously described (47) (Supplementary Table 2).  

Tissue sampling and high-pressure liquid chromatography coupled to electrochemical 

detection (HPLC-ECD). 

Tissue sampling and conditioning for HPLC-ECD have been performed as previously described 

(21,22) (Supplementary Table 2).  

In vivo single-unit recordings of 5-HT neurons in the DR. 

Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, i.p; Sigma) and extracellular 

recordings of DR 5-HT neurons were performed using single glass micropipettes (Stoelting 

Europe, Dublin, Ireland) pulled on a pipette puller (Narishige, Tokyo, Japan) and preloaded 

with a 2 M NaCl solution. Micropipettes were positioned 0.2–0.5 mm posterior to the interaural 

line on the midline and lowered into the DR, attained at a depth between 2.5 and 3.5 mm from 

the brain surface. 5-HT neurons were identified using the following criteria: a slow (0.5–2.5 

Hz) and regular firing rate and a long-duration positive action potential. In each mouse, 

presumed 5-HT neuron was identified based on these criteria and their spontaneous firing rate 



was recorded for 2 min. Insulin was then injected at doses of 0.75 and 1.5 IU/kg (i.p) given 

either alone or in combination with WAY100635.  

Intracerebral microdialysis in the ventral hippocampus of awake freely moving mice.  

Mice were implanted with microdialysis probes in the ventral hippocampus (vHP). Stereotaxic 

coordinates from bregma were as follows (in mm): antero-posterior (AP), -2.5; lateral (L), ±2.7; 

and dorso-ventral (DV), -3.0. Twenty-four hours later, probes were connected to a 

microinjection pump for a continuous perfusion (flow rate: 1.5 µl/min) of artificial 

cerebrospinal fluid (147 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, and 1.2 mM CaCl2, adjusted 

to pH 7.4 with 2 mM sodium phosphate buffer) containing the 5-HT reuptake inhibitor 

escitalopram (1 µM) as previously described (23). Samples (15 µl) were collected every 15 

min. The four initial fractions were used to determine the basal extracellular levels of serotonin 

([5-HT]ext) before injecting insulin in mice pre-treated with saline or WAY100635 (0.5 mg/kg; 

i.p.). The amount of 5-HT in dialysate samples post-insulin injection was expressed as

percentage of the basal value. Samples were analyzed using high-performance liquid 

chromatography system equipped with a 2.6 µm C18 reverse-phase analytical column (50 x 3.0 

mm; Accucore, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) coupled with electrochemical 

detection (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific).  

Brain slice patch clamp recordings of DR 5-HT neurons 

Ex-vivo patch-clamp recordings were performed on brain slices from Pet1-cre-mCherry mice 

as previously described (7). Briefly, mice were intracardially perfused during euthanasia 

(exagon/lidocaine: 300/30 mg/kg, i.p) with ice-cold NMDG solution containing the following 

(in mM): 1.25 NaH2PO4, 2.5 KCl, 7 MgCl2, 20 HEPES, 0.5 CaCl2, 28 NaHCO3, 8 D-glucose, 

5 L(+)-ascorbate, 3 Na-pyruvate, 2 thiourea, 93 NMDG, and 93 HCl 37%; pH: 7.3–7.4; 



osmolarity: 305–310 mOsM. Brains were quickly removed and 250 µm slices containing the 

DR were cut with a vibroslice (Leica VT1000S, Wetzlar, Germany) and transferred at room 

temperature into aCSF solution (containing the following in mM: 124 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 

NaH2PO4, 2 MgCl2, 2.5 CaCl2, 2.5 D-glucose, and 25 NaHCO3; pH: 7.3–7.4; osmolarity: 305–

310mOsM) for at least 1 hour. For whole cell recording, borosillicate pipette (4-6 MΩ; 1.5 mm 

OD, Sutter Instrument) were filled with an intracellular Kgluconate solution (containing the 

following (in mM): 128 Kgluconate, 20 NaCl, 1 MgCl2, 1 EGTA, 0.3 CaCl2, 2 Na2-ATP, 0.3 

Na-GTP, 0.2 cAMP, and 10 HEPES; pH: 7.3–7.4; osmolarity: 280–290 mOsM), cesium 

chloride (containing the following (in mM):150 CsCl, 2 MgCl2, 1 EGTA, 2 Na2-ATP, 0.2 Na-

GTP, 0.2 cAMP, 10 HEPES) or filled with filtered aCSF for cell-attached recording. 

Recordings were made using a Multiclamp 700B amplifier, digitized using the Digidata 1440A 

interface and acquired at 2 kHz using pClamp 10.5 software (Axon Instruments, Molecular 

Devices, San José, CA, USA). Pipette and cell capacitances were fully compensated and 

junction potential was corrected off-line.  

Firing frequency of DR 5-HT neurons was recorded in cell-attached mode. Because DR 5-HT 

neurons are silent ex-vivo, phenylephrine (PHE, 5µM; Tocris) was perfused to stimulate basal 

action potential activity for 5 minutes before application of insulin (300 nM) and recorded for 

10 additional minutes. Change in firing rate frequency was analyzed during the last minute of 

insulin application. Spontaneous excitatory (sEPSC) or inhibitory (sIPSC) postsynaptic 

currents were recorded in whole-cell Vclamp mode on cells hold at a holding potential of -60 

mV. Gabazine (5 µM; Tocris) was added into the bath to record sEPSC while DAP-V (10µM; 

Tocris) and CNQX (10µM; Tocris) were added to monitor sIPSC. Spontaneous EPSC and IPSC 

frequency was recorded before and after 10 minutes insulin (300 nM; Sigma) perfusion period 

and analyzed during the last minute of each period. 

 



Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Prism Graphpad 7 (San Diego, CA, USA). Data are 

expressed as mean ± SEM and individual values are plotted on graph when possible. After 

normal Gaussian distribution was assessed using Shapiro-Wilk test, appropriate parametric 

(unpaired or paired Student’s t-test) or non-parametric (Mann-Whitney or Wilcoxon matched-

pairs signed rank test) tests were chosen to compare two population samples. One way ANOVA 

was used when comparing one variable of several population samples and two way ANOVA 

was used when analysis accounted for two distinct factors. Post-hoc analysis is mentioned in 

each figure legend. Statistics are detailed in supplementary table 2. 



Results 

Insulin increases firing activity of DR 5-HT neurons. We first verified that the IR is expressed 

at the mRNA and protein level in the DR (Supplementary Fig. S1A, B). To determine whether 

the IR is expressed in DR 5-HT neurons, we used in situ fluorescence hybridization targeting 

IR mRNA combined with an immunodetection against the rate limiting serotonin synthesis 

enzyme Tryptophan Hydroxylase 2 (TPH2), which is specifically expressed in 5-HT neurons. 

This analysis showed that the IR is expressed in DR 5-HT neurons (Fig. 1A). The functional 

activity of the IR expressed onto DR 5-HT neurons was assessed using cell-attached patch-

clamp recording on Pet1-cre-mCherry mice (Fig. 1B). Insulin (300 nM) increases action 

potentials frequency in 80 % of DR 5-HT neurons by 164± 21 % (Fig. 1C: 10/12 neurons 

tested). The IR inhibitor S961 blocks the excitatory effect of insulin (Fig. 1D). In the DR, the 

IR is expressed in both 5-HT and non-5-HT neurons (Fig. 1A), thus we assessed whether or not 

the action of insulin onto 5-HT neurons is direct rather than mediated by pre-synaptic inputs. 

We found that insulin fails to modulate the frequency of both spontaneous excitatory (EPSC) 

and inhibitory (IPSC) postsynaptic currents (Fig. 1E-F). To further confirm that insulin directly 

activates DR 5-HT neurons, we evaluated the response of DR 5-HT neurons to insulin in mice 

lacking the IR selectively in 5-HT neurons (SeIRKO mice; supplementary Fig. S1D, E; Fig. 

1G). Similarly to what we observed in naïve mice, insulin increases action potentials frequency 

of DR 5-HT neurons in control animals but fails to activate 5-HT neurons in SeIRKO mice 

(Fig. 1H). 

Insulin inhibits the serotonergic system in vivo through a 5-HT1A receptor-dependent 

mechanism. Extracellular recordings of DR 5-HT neurons were then performed to study the 

effects of insulin on this neuronal population in vivo. While we were expecting an increase in 

the activity of DR 5-HT neurons, we found that the intraperitoneal administration of 0.75 or 1.5 



UI insulin produces, on average, a reduction of firing by 30 ± 3% and 20 ± 4%, respectively, 

relative to baseline (Figs. 2A,B). This non-intuitive, inhibitory response of DR 5-HT neurons 

in vivo could be consequent to the recruitment of autoinhibitory mechanisms inherent to the 

raise in DR 5-HT neurons excitability induced by insulin in vitro. Interestingly, the ability of 

insulin to inhibit DR 5-HT neuronal activity is completely prevented by the selective 5-HT1A 

receptor antagonist WAY100635. Indeed, the firing rate of DR 5-HT neurons in mice receiving 

the combination of insulin and WAY100635 is significantly higher compared to the group 

injected with insulin alone at both doses (Figs. 2A,B). 

Based on the importance of 5-HT projections in the ventral-hippocampal (vHP) in the control 

of mood, we then conducted intra-vHP microdialysis to determine to what extent the 

intraperitoneal administration of insulin influences 5-HT release at the nerve terminals. Acute 

administration of insulin decreases extracellular 5-HT levels (>5-HT@ext) in the hippocampus 

relative to baseline whereas it fails to do so when combined with WAY100635 (Figs. 2C). 

Analysis of the area under the curves indicates that differences between the two groups are 

statistically significant (Figs. 2D) demonstrating that the inhibitory effect of insulin on vHP >5-

HT@ext is blunted when the inhibitory feedback exerted by the 5-HT1A autoreceptor upon the 

serotonergic system is pharmacologically inactivated. 

Anxiolytic-like effect of brain insulin requires 5-HT neurotransmission. Clinical and 

preclinical studies have suggested that insulin modulates emotional behaviors by acting onto 

the brain (24,25). In the present study, we determined whether the action of insulin on mood 

requires the 5-HT system. Intranasal insulin delivery has been widely used to assess brain 

insulin effect in both rodents and humans in order to avoid symptomatic insulin-induced 

hypoglycemia bias (26). Accordingly, our results showed that intranasal insulin delivery does 



not modify peripheral blood glucose (supplementary figure S2A). However, it significantly 

decreases tissue 5-HT content in both the amygdala and nucleus accumbens (NAc), with a non-

significant trend in the vHP (supplementary figure S2B). Remarkably, overall, no modifications 

in brain noradrenaline (NA) and dopamine (DA) contents were detected thereby highlighting 

the specificity of insulin action on 5-HT neurons (supplementary figure S2C, D).  

In the forced swim test (FST), intranasal insulin does not affect the time of immobility 

compared to intranasal vehicle treatment (Fig. 3A). Intranasal insulin does not modify latency 

to feed in the novelty suppressed feeding (NSF) test (Fig. 3B) or the time spent in the light 

compartment of the Light-dark box test (Fig. 3C), either. However, intranasal insulin increases 

the time spent in the open arms in the elevated plus maze (EPM) (Fig. 3D). Consistent with the 

latter, intranasal insulin also elicits an anxiolytic-like effect since it increases the time spent in 

the center of the open field (OF) without any changes in the locomotor activity (Fig. 3E). 

Interestingly, injection of insulin directly in the DR produces a similar increase in the time spent 

in the open arm in the EPM (Fig. 3F). To confirm the contribution of the 5-HT system in the 

anxiolytic effects of insulin, mice were pre-treated with the TpH2 inhibitor pCPA. As expected, 

pCPA treatment significantly decreases tissue 5-HT levels in all brain areas analyzed without 

overall change of tissue dopamine or noradrenaline contents (supplementary figure S3). At the 

behavioral level, pCPA treatment prevents the anxiolytic-like response of intranasal insulin 

assessed in the EPM (Fig. 3G). Importantly, the anxiolytic-like effect of intranasal insulin in 

the EPM is also blunted in SeIRKO animals as compared to their wild-type littermates (Fig. 

3H). Finally, since we found that the 5-HT1A receptor is involved in insulin-induced inhibition 

of 5-HT tone in vivo, we sought to determine to what extent the pharmacological inactivation 

of this receptor influences insulin behavioral response. Our results show that the 5-HT1A 

receptor antagonist WAY100635 blocks the anxiolytic-like effect of intranasal insulin in the 

EPM (Fig. 3I).  



DR 5-HT neurons harbor insulin-resistance in a model of T2D. We previously showed that 

HFD fed mice display T2D-associated anxiety- and depressive-like behaviors as well as 

alterations in the activity of DR 5-HT neurons (6,7). In the present study, we aimed at 

determining whether such alteration in 5-HT tone is associated with impaired response to 

insulin in DR 5-HT neurons. We found that insulin (300 nM) fails to increase action potentials 

frequency of DR 5-HT neurons in Pet1-cre-mCherry mice fed an HFD for 16 weeks (Fig. 4A). 

Interestingly, the anxiolytic-like response to intranasal insulin is blunted in both the EPM (Fig. 

4B) and the OF (Fig. 4C) raising the possibility that DR 5-HT neurons are insulin-resistant in a 

model of HFD-induced T2D. 

Potentiated antidepressant response to fluoxetine in combination with intranasal insulin 

delivery. Since insulin signaling pathway has been shown to cross-talk with 5-HT signaling 

(27), we investigated whether intranasal insulin potentiates the antidepressant response of acute 

fluoxetine administration. Consistent with our previous experiments assessing despair behavior 

in the FST, intranasal insulin treatment does not modify immobility time in the tail suspension 

test (TST) in both STD- (Fig. 4D) and HFD-fed (Fig. 4E) animals whereas fluoxetine (18 

mg/kg) significantly decreases this parameter compared to vehicle treated animals in both STD- 

(Fig. 4D) and HFD-fed (Fig. 4E) animals. Interestingly, the combination of intranasal insulin 

and fluoxetine further reduces the immobility time compared to fluoxetine treatment alone in 

STD-fed mice (Fig. 4D). This potentiating effect of insulin is however hindered in HFD-fed 

animals (Fig. 4E). These data show that brain insulin signaling improves antidepressant 

response in normal but not T2D animals. 



Discussion 

Our study demonstrates that insulin inhibits the 5-HT system to elicits an anxiolytic-like 

response in mice. Such effect is mediated by direct action of insulin onto DR 5-HT neurons 

through a 5-HT1AR-dependent mechanism. We also show that, in HFD-fed T2D mice, insulin 

fails to modulate the electrical activity of DR 5-HT neurons nor to promote anxiolytic-like 

effect. This study provides novel mechanistic insights into how insulin modulates the 

serotonergic system to influence emotional behavior.  

Previous studies have reported inconsistent findings on the neuronal response to insulin 

including increase (28) or decrease (29) in 5-HT neurotransmission. Using complementary 

approaches consisting in ex-vivo patch-clamp electrophysiology, in vivo electrophysiology and 

intracerebral microdialysis, our data suggest that the action of insulin on the 5-HT system is 

more complex than originally thought. Indeed, using patch-clamp, we show that insulin 

increases the electrical activity of DR 5-HT neurons. This effect of insulin on DR 5-HT neurons 

is direct since insulin does not modify the frequency of IPSC nor EPSC thereby excluding a 

modulation from gabaergic or glutamatergic inputs. In addition, insulin fails to increase DR 5-

HT neurons firing frequency in SeIRKO mice, which lack the IR selectively in 5-HT neurons. 

While these ex-vivo experiments suggest that insulin activates the serotonergic system, in vivo 

studies show, on the contrary, that its systemic administration elicits inhibitory responses. 

Indeed, in vivo, insulin decreases both the firing rate frequency of DR 5-HT neurons and the 

tissue or extracellular 5-HT levels ([5-HT]ext) in different brain areas including the 

hippocampus. The latter data echo previous findings showing that peripheral insulin 

administration decreases the firing rate of 5-HT neurons in both the Raphe Pallidus and the 

Raphe Obscurus (30). Going one step further, we demonstrate the involvement of a 5HT1A 

receptor (5-HT1AR)-dependent mechanism in the inhibitory effects of insulin in vivo. Studies 



have repeatedly shown that activation of 5HT1A autoreceptors located at the somatodentritic 

level of DR 5-HT neurons may silence these neurons and decrease [5-HT]ext in forebrain 

projections (31,32). Thus, we hypothesized that insulin first activates DR 5-HT neurons and 

consequently accumulating endogenous [5-HT]ext level in the DR that would ultimately 

inhibits DR 5-HT neurons through the 5-HT1AR in a very short timescale (Fig. 5A). 

Accordingly, our findings show that the 5-HT1AR antagonist WAY100635 prevents the 

inhibition of firing rate frequency of DR 5-HT neurons as well as the drop in ventral 

hippocampal [5-HT]ext in response to insulin. Thus, we reveal the excitatory effects of insulin 

by blocking 5-HT1A autoreceptor in vivo. One could wonder why such 5-HT1A receptor-

dependent mechanism is not observed during patch-clamp recordings ex vivo. Studies have 

suggested that in ex-vivo patch-clamp conditions the 5HT1AR-inhibition tone cannot be assessed 

due to the depletion of endogenous 5-HT release (33–36).  

On another note, anxiolytic-like effect of intranasal insulin has already been investigated (25). 

Yet, neuronal circuits underpinning such behavioral outcome have not been unraveled. Here, 

we demonstrate using pharmacological and genetic-based approaches that anxiolysis induced 

by intranasal insulin relies, at least in part, on the serotonergic system. Indeed, both 5-HT 

depletion and selective deletion of the IR in 5-HT neurons result in a lack of anxiolytic-like 

effect of intranasal insulin. Interestingly, we found that intranasal insulin significantly reduces 

5-HT level in the ventral hippocampus, the amygdala and the NAc. Importantly, decrease in 5-

HT levels or lesion of serotonergic projections to the amygdala have been shown to mitigate 

anxiety-like behavior (37,38). This suggests that such a drop in 5-HT in response to intranasal 

insulin drives the associated anxiolytic-like effect (Fig. 5A). In support of this, we also show 

that blocking decreased 5-HT level using the 5HT1AR antagonist WAY100635 prevents the 

anxiolytic effect of intranasal insulin administration (Fig. 5B). 



Our data show that intranasal injection of insulin promotes anxiolytic-like effects. Interestingly, 

we did not find any antidepressant-like effects in response to acute intranasal insulin 

administration in the FST or in the TST. According to the RDoC approach (39), we can assume 

that the acute effect of insulin might be involved in the anxiety dimension of MDD, a core 

symptom of the disease. However, in animal models of T2D induced by a HFD, both anxiety- 

and depressive-like symptoms have been reported (5–7,40). In these models, insulin resistance 

has been found in several discrete brain areas including the hippocampus, ventral tegmental 

area and, striatum (41,42).  Here, we provide the first evidence that such resistance also targets 

DR 5-HT neurons after high-fat feeding and that such impairment likely explains our previous 

observation that 5-HT neurons display a lower electrical activity in response to a HFD (7). 

Thus, we could hypothesize that insulin resistance at the level of 5-HT neurons takes a major 

part in the development of anxiety-like symptoms whereas decreased insulin sensitivity in other 

neuronal populations would rather promote depressive-like symptoms.  

Clinical data show that antidepressant response efficacy is not optimal as only one third of 

patients present an adequate treatment response following the first antidepressant trial (43). 

Add-on treatment strategy represents a relevant approach to increase antidepressant response 

efficiency (44). Interestingly, the insulin-sensitizer agent metformin has been shown to 

potentiate the antidepressant effect of fluoxetine (45). Thus, in a translational perspective, we 

investigated whether acute intranasal insulin could also potentiate fluoxetine antidepressant 

efficacy. In STD-fed animals, we observed that intranasal insulin indeed increases the 

antidepressant-like response of fluoxetine. By contrast, such potentiating effect of insulin is 

abrogated in HFD-fed animals suggesting that the insulin response of neuronal networks, 

including the 5-HT system, is crucial for insulin to potentiate antidepressant efficacy. Clinical 

investigations are needed to support our data suggesting that enhancing insulin signaling 



represents an original therapeutic approach for patients with MDD not presenting comorbid 

metabolic disorders associated to insulin resistance. 
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Figures legends 

Figure 1: Insulin increases DR 5-HT neurons firing frequency by direct activation of 

insulin receptor expressed onto that neuronal population. A. Representative confocal image 

of TPH2-positive 5-HT neurons (red) and IR mRNA punctae (green) using fluorescence in situ 

hybridization. Right panel: magnification of the white dotted square area from left pannel. 

Scale: 10µm. B. Pet1-cre-mCherry mice were used for patch-clamp experiments to specifically 

visualize fluorescent mCherry-DR 5-HT neurons. Scale: 10µm. C, D. Quantification of firing 

rate and representative traces of cell-attached mode recording before and after insulin (300 nM) 

perfusion and of DR 5-HT neurons under control condition (C) or during bath application of 

the IR inhibitor S961 (100 nM, D). E-F. Frequency of spontaneous excitatory postsynatpic 

currents (EPSC, E) or inhibitory postsynaptic currents (IPSC, F) onto DR 5-HT neurons before 

and after insulin (300 nM) perfusion. G. SeIRKO mice were obtained by crossing Pet1-cre-

mCherry mice with IRlox/lox mice allowing selective deletion of IR only in 5-HT neurons. H. 

Quantification of firing rate and representative traces of cell-attached mode recording before 

and after insulin (300 nM) perfusion of DR 5-HT neurons in control (Left panel) and in SeIRKO 

(Right panel) mice. The data are represented as mean ± SEM. Statistics: Student’s paired t-test: 

*p<0,05; **p<0,01.

Figure 2: Insulin decreases DR 5-HT neurons in vivo through a 5-HT1A receptor-

dependent mechanism. A-B. In vivo extracellular recordings of DR 5-HT neurons. A. Data 

are mean r SEM of DR 5-HT firing rate (% of baseline) in response to the intraperitoneal (i.p.) 

administration of insulin alone (0.75 UI, n=5 and 1.5 UI, n=14) or in combination with the 5-

HT1A receptor antagonist (WAY100635: 0.5 mg/kg, n=6). B. Examples of integrated firing 

histograms showing the effects of cumulative doses of insulin. In these firing rate histograms, 

the arrows indicate the compounds administered and the time at which the injection of the 

specified doses was complete. (C-D) In vivo intracerebral microdialysis in the ventral 

hippocampus. (C) Time course of the effect of cumulative doses of insulin alone (n=5) or in 

combination with WAY100635 (0.5 mg/kg; i.p, n=5) given at T0 on 5-HT release. (D) Data are 

means ± SEM of Area under the curve reflecting extracellular 5-HT concentrations (>5-HT@ext) 

over the 0-150 min post-treatment injections and expressed as percentages of basal values. 

Basal >5-HT@ext in mice before treatment with either vehicle/insulin or WAY100635/insulin 

are (in fmol/20 Pl): 1.5 ± 0.2 and 1.2 ± 0.3, respectively. ##p<0.01 and #p<0.05: significantly 



different from baseline (theorical value of 0). **p<0.01; ***p<0.001: significantly different 

from mice receiving insulin alone. 

Figure 3: The anxiolytic like effect of intranasal insulin delivery relies on the central 

serotonergic system. A-E. Immobility time in the FST (A), latency to feed in the NSF (B), 

time spent in light box of the the L/D (C), time in the center (left panel, D) and locomotor 

activity in the OF (right panel, D) and time spent in the open arms of the EPM (E) in response 

to intranasal 2IU or vehicle delivery in naïve mice. F. Time spent in the open arms of the EPM 

in response to intra-DR injection of insulin (100µIU) or vehicle in naïve mice. G-I. Time spent 

in the open arms of the EPM in naïve mice pre-treated with PCPA (300 mg/kg/day for three 

consecutive days; G), in control and SeIRKO animals (H) or naïve mice pre-treated with 

WAY100635 (1 mg/k; I) in response to intranasal insulin 2IU or vehicle delivery. Data are 

represented as mean ± SEM. Statistics: Student’s unpaired t-test:*p<0,05; **p<0,01. 

Figure 4: DR 5-HT neurons are insulin resistant in T2D HFD-fed mice. A. Pet1-cre-

mCherry mice were fed a HFD for 16 weeks prior to ex-vivo electrophysiology experiments. 

Quantification of firing rate and representative trace of cell-attached mode recording before and 

after insulin (300 nM) perfusion of DR 5-HT. B-C. Time spent in the open arms of the EPM 

(B), time spent in the center of the OF (left panel, C) and locomotor activity in the OF (right 

panel, C) of HFD-fed mice in response to intranasal insulin 2 IU or vehicle delivery. D-E. 

Immobility time of STD- (D) and HFD-fed (E) mice in the tail suspension test in response to 

different treatment groups: veh (intranasal vehicle; i.p vehicle), INI (intranasal insulin 2IU; i.p 

vehicle), FLX (intranasal vehicle; i.p fluoxetine 18 mg/kg), INI + FLX (intranasal insulin 2IU; 

i.p fluoxetine 18 mg/kg). Data are represented as mean ± SEM. Statistics: One-way ANOVA

(F3,26=16,70; p<0,001); Tuckey’s multiple comparisons post-hoc test: *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001. Kruskall Wallis; Dunn’s multiple comparisons post-hoc test: ##p<0,01;

###p<0,001.

Figure 5: Schematic representation of the action of insulin onto DR 5-HT neurons in the 

control of emotional behaviors. A. At resting state, the 5-HT1A autoreceptor provide a tonic 

inhibition to regulate DR 5-HT neurons activity. B. Insulin binding to IR onto DR 5-HT neurons 



increases action potential firing activity and presumably extracellular 5-HT release in both 

projection areas and the DR through collaterals in a short timescale. C. Increased endogenous 

extracellular 5-HT levels consequently activate the autoinhibitory 5-HT1A receptor resulting in 

a decrease in action potential firing activity and endogenous extracellular 5-HT release in an 

expand timescale. Such drop in 5-HT levels, in putative regions such as the amygdala, might 

be responsible to the anxiolysis induced by intranasal insulin administration.  



Figure 1: Insulin increases DR 5-HT neurons firing frequency by direct activation of 
insulin receptor 



Figure 2: Insulin decreases DR 5-HT neurons activity in vivo through a 5-HT1A receptor-
dependent mechanism.  



Figure 3: The anxiolytic-like effect of intranasal insulin delivery relies on the central 
serotonergic system. 



Figure 4: HFD-induced Insulin-resistance in DR 5-HT neurons hinders antidepressant 
response  



Figure 5: Schematic representation of the action of insulin onto DR 5-HT neurons in the 
control of emotional behaviors. 
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Supplementary figure 1: Expression of the IR in the DR and hypothalamus in C57BL/6J 

and SeIRKO mice. A-B. Representative western blot (A) and quantification of the relative 

mRNA level by RT-qPCR (B) of the IR in the hypothalamus (HT; control structure known to 



express the IR) and the DR. C. Representative confocal image of TPH2-positive 5-HT neurons 

(red) and IR mRNA punctae (green) using fluorescence in situ hybridization using control sense 

riboprobe. Scale: 10µm. D-E. Quantitative expression of the IR in DR (D) and in the HT (E) 

of control and SeIRKO mice. The data are represented as mean ± SEM. Statistics: Student’s 

unpaired t-test: *p<0,05. As expected, since 5-HT neurons represent almost 50% of the neurons 

present in the DR, RT-qPCR quantification show the expression of IR is reduced by half in the 

whole DR. As expected, since 5-HT neurons represent almost 50% of the neurons present in 

the DR, RT-qPCR quantification show the expression of the IR is reduced by half in the whole 

DR. 





Supplementary figure 2: Effect of intranasal insulin administration on blood glucose and 

tissular monoamine level in different brain areas. A. Blood glucose (A) in response to 

intranasal insulin (2IU) or vehicle delivery. B-D. Level of tissue serotonin (5-HT, B), 

noradrenaline (NA, C) and dopamine (DA, D) content measured in different brain areas in 

response to intranasal insulin (2IU) or vehicle delivery (Amy: amygdala; vHP: ventral 

hippocampus; PFC: prefrontal cortex; VTA: ventral tegmental area; NAc: nucleus accumbens; 

LH: lateral hypothalamus; DR: dorsal raphe). The data are represented as mean ± SEM. 

Statistics: Student’s unpaired t-test: * p≤0,05; $ p=0,05. 





Supplementary figure 3: Tissue monoamine level in different brain areas in response to 

pCPA injection. Tissue level of serotonin (5-HT; A), noradrenaline (NA; B) and dopamine 

(DA; C) measured in different brain areas (Amy: amygdala; vHP: ventral hippocampus; PFC: 

prefrontal cortex; VTA: ventral tegmental area; NAc: nucleus accumbens; LH: lateral 

hypothalamus; DR: dorsal raphe) following subchronic pCPA treatment (300 mg/kg/day over 

three consecutive days prior to testing). The data are represented as mean ± SEM. Statistics: 

Student’s unpaired t-test: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Mann-Whitney test: ##p<0,01. 

Supplementary table 1. Protocol of behavioural tests 

Test Pictogram Concept Duration Outcome 
measured 

Open field 
(OF) 

OF test was performed in 40x40 cm 
white wood boxes to assess anxiety-like 

behavior 

10 min 1- Time spent
in the center

2- Locomotor
activity

Elevated 
Plus Maze 

(EPM) 

EPM test was performed in an 
apparatus elevated to 120 cm from the 
floor, including two 35 cm length and 
5cm wide open arms and two closed 

arms with same dimensions and 
surrounded with 15 cm high wall. 

Assessment of anxiety-like behavior 

5 min Time spent in 
the open arms 

Dark/light 
box 

 (D/L) 

The dark-light box is divided in a light 
compartment (60% of the apparatus) 

and a dark compartment. Assessment of 
anxiety-like behavior 

8 min Time spent in 
light box 

Novelty 
Suppressed 

Feeding 
test 

(NSF) 

NSF was performed in the open field 
apparatus (40x40 cm) coated with litter 
where a food pellet on a white square 

filter paper is placed at the center of the 
arena under a bright light (~60W). Mice 
are first food deprived for 24 hours with 

free access to water ad libitum. 
Assessment of anxiety-like behaviour 

relying on hyponeophagia 

cut-off: 
10 min 

Latency to feed 

Forced 
Swim test 

(FST) 

The FST was carried out using a 
Plexiglas cylinder tank fill with water 
(26±1°C) in a manner that the mouse 

cannot reach the floor with its tail. 
Assessment of despair-like behavior 

6 min Immobility 
time 

Tail 
suspension 

test 
(TST) 

TST was performed using BIOSEB’s 
tail suspension test apparatus. Power 

and energy expended by mice 
movements were measure to ensure the 

absence of any locomotor bias. 
Assessment of despair-like behavior 

6 min Immobility 
time 



Supplementary table 2. Detailed methods 

Method Description 
Quantitative real-
time RT-qPCR 

The expression of the different genes of interest was evaluated by real-
time quantitative PCR as described by Chataigner et al. (46). These 
analyses were performed on dorsal raphe nucleus and hypothalamus. 
Briefly, total RNAs were extracted from dorsal raphe nucleus and 
hypothalamus using TRIzol (Invitrogen, Life Technologies, Saint 
Aubin, France). The purity and quantity of RNA for each sample were 
measured by spectrophotometry (Nanodrop, Life technologies, Saint 
Aubin, France). One microgram of RNA were reverse transcribed into 
complementary DNA (cDNA) using Superscript III (Invitrogen, Life 
Technologies, Saint Aubin, France). Specific primers for the insulin 
receptor (InsR – F: 5’- CGAGTGCCCGTCTGGCTATA-3’; R: 5’- 
GGCAGGGTCCCAGACATG-3’) and 18S (F: 5’-
ACCGCAGCTAGGAATAATGGA-3’; R: 5’- 
GCCTCAGTTCCGAAAACCAA-3’) were designed using PrimerBlast 
(NCBI, Bethesda, MD) and purchased from Eurogentec (Eurogentec, 
Seraing, Belgium). 18S was used as housekeeping gene. Specificity of 
the primers was confirmed by nucleotide BLAST (NCBI, Bethesda, 
MD). The protocol of quantitative real-time PCR was as following: 3µL 
of cDNA (2.5ng/µL), 5µL of SYBR Green (Takara, Ozyme, Saint-Cyr-
l’Ecole, France), 1.4µL of RNAse free water, and 0.6µL of target primer 
were mixed together. Fluorescence was determined on a LightCycler® 
480 instrument II (Roche, La Rochelle, France). Data were analyzed 
using the comparative threshold cycle (Ct) method and results were 
expressed as relative fold change to control target mRNA expression. 

Western blot 
analysis 

"Mice were euthanized by cervical dislocation. Brains were rapidly 
removed, and dissected to isolate the hippocampus, and the dorsal raphe. 
Tissues were immediately frozen on dry ice and kept at -80°C until 
used.Total proteins were extracted by homogenizing the tissue with ice-
cold Laemmli sample buffer (Sigma-Aldrich) and heated at 70°C for 10 
minutes. Tissue homogenates were sonicated and boiled at 100°C for 5 
minutes to inactivate proteases. The homogenates were centrifuged at 
13 000 rpm for 5 minutes and supernatants collected. Protein 
concentration was determined (RC-DC protein assay, BioRad 
Laboratories, CA) and aliquots were stored at -80°C until used. For 
immunoblotting, 20 µg of total proteins were resolved onto NuPAGE 
Novex 10% Bis-Tris gel (Thermo Fisher Scientific Inc.) and separated 
by electrophoresis. Proteins were transferred from the gel to 
nitrocellulose membrane (Amersham, NJ, USA) in semi-dry conditions 
(Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad). Membranes were 
blocked by incubation in PBS-T (Phosphate-Buffered Saline with 0.01% 
Tween-20) containing 5% non-fat milk for 1 hour at room temperature, 
and then were further incubated overnight at 4 °C in primary antibodies 
diluted in the blocking solution: mouse anti-insulin receptorβ(1:500; 
SantaCruz Biotechnology);rabbit anti-IR at tyrosine phosphorylation (p-
IRTyr1162/1163; 1:1000; Santa Cruz Biotechnology); rabbit anti-
Akt/PKB (1:1000, Santa Cruz Biotechnology)rabbit anti-Phospho-Akt 



at serine 473 (1:200; Santa Cruz Biotechnology); mouse anti-
GSK3β(1:500; Santa Cruz Biotechnology); rabbit anti-Phospho-
GSK3β(1:500; Cell Signaling Technology) and rabbit anti-GAPDH 
(1:20000; Abcam). Membranes were washed with PBS-T and incubated 
for 1 hour with goat anti-mouse IRDye 680RD (1:10000; Odyssey, LI-
COR) or goat anti-rabbit IRDye 800CW (1:10 000; Odyssey, LI-COR). 
Immunolabeled protein bands were visualized using LI-COR Odyssey® 
scanner and software (LI-COR Biosciences). Signal quantification was 
performed using ImageJ software. Scanned images were converted to 8-
bit pictures and presented in the figures. Data are expressed as mean 
percentage (± SEM) normalized by the total level of protein in arbitrary 
unit. GAPDH was used for normalization for equal loading control" 

FISH for IR 
combined with 
IHC for TPH2 

Digoxigenin-labeled riboprobe against mouse Insr (IR-DIG, Allen Brain 
Atlas, #RP_050503_02_H08) was prepared as in (47). Pre-treatments, 
hybridization and post-hybridization washes were performed as in (48), 
after which sections were blocked in “TNB” blocking buffer (#FP1012; 
Akoya Biosciences, Marlborough, MA, USA) for 1 h and incubated for 
2 h in sheep anti-DIG-POD antibody (#11207733910; Roche) diluted 
1:1000 in TNB. Endogenous biotins were blocked using Avidin/Biotin 
blocking kit (#SP-2001; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), 
after which sections were incubated overnight at 4°C in rabbit anti-
TPH2 antibody (#PA1-778; Invitrogen, Waltham, MA, USA), diluted 
1:500 in [PBS + 0.3 % Triton X-100]. The next day, sections were 
incubated for 30 min in Biotin-Tyramide (#FP1441, Akoya Biosciences) 
diluted 1:100 in 1 X Plus amplification diluent (#FP1498, Akoya 
Biosciences), then 1 h in streptavidin-HRP (#TS-000300, Akoya 
Biosciences) diluted 1:1000 in [PBS + 0.1 % Tween-20]. IR-DIG probes 
were revealed using Cy3-Tyramide (#TS-000202, Akoya Biosciences), 
diluted 1:100 in 1 X Plus amplification diluent for 30 min. After 
peroxidases quenching with 3% H2O2 diluted in PBS for 30 min, 
sections were incubated for 2 h in goat anti-rabbit-AF647 secondary 
antibody (#4414, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) diluted 1:500 in 
[PBS + 0.3 % Triton X-100]. Sections were finally rinsed 3 times in 50 
mM Tris-HCl (pH = 7.5) and mounted with ProLong Gold antifade 
reagent (#P36930, Invitrogen).  

Tissue sampling 
and high-pressure 
liquid 
chromatography 
coupled to 
electrochemical 
detection (HPLC-
ECD) 

Briefly, using a cryostat set at -24°C, bilateral punches of discrete 
regions (supplementary Fig. S2 and S3) were made with stainless steel 
cannulae of 800-1200 µm inner diameter and stored at -80°C. Tissues 
were homogenized in 100µL of 0.1N HClO4 and centrifuged at 13,000 
rpm for 30 min at 4°C. Aliquots (10–20 µL) of the supernatants were 
injected into the HPLC column (Hypersyl C18, 150 x 4.6 mm, 5 mm). 
The mobile phase, delivered at 1.2 ml/min flow rate, was as follows (in 
mM): 60 NaH2PO4 , 0.1 disodium EDTA, and 2 octane sulfonic acid 
plus 7% methanol, adjusted to pH 3.9 with orthophosphoric acid and 
filtered through a 0.22 µm filter. Detection of noradrenaline (NA), 



dopamine (DA) and serotonin (5-HT) was performed with a coulometric 
detector (CoulochemII, ESA, Paris, France) coupled a dual-electrode 
analytic cell (model 5011). The potential of the electrodes was set at 
+350 and -270 mV. Limit of detection varied from 2pg for DA to 15 pg
for HVA. Results are expressed as picogram per milligram of tissue, and
each value is the mean ± SEM.



Supplementary table 3 : Statistical tests used. 

Data Statistical analysis n Outcome 

measure 

P Value 

Figure 1 

1C Paired t-test Before/after insulin: 

12 

DR 5-HT firing 

frequency 

t=2,522; p=0,0284 

1D Wilcoxon matched-pairs signed 

rank test 

Before/after insulin: 

13 

DR 5-HT firing 

frequency 

W=-25,00; p=0,4041 

1E Paired t-test Before/after insulin: 

12 

sEPCS 

frequency 

t=0.9669; p=0.3544 

1F Wilcoxon matched-pairs signed 

rank test 

Before/after insulin: 

18 

sIPCS 

frequency 

W=0,000; p>0.9999 

1H 

(left) 

Paired t-test Before/after insulin: 

9 

DR 5-HT firing 

frequency 

t=4,435; p=0,0022 

1H 

(right) 

Paired t-test Before/after insulin: 

10 

DR 5-HT firing 

frequency 

t=0,814; p=0,4220 

Figure 2 

2B Unpaired t-test Ins :14 

Ins+WAY100635 :6 

DR 5-HT firing 

frequency (% 

baseline 

t=4,874; p=0,001 

2B One sample t-test compared to 

hypothetical value (0) 

Ins: 14 

Ins+WAY100635: 6 

p=0.0010 (Ins) 

 

p=0.0388 

(Ins+WAY100635) 

2D Unpaired t-test Ins: 5 

Ins+WAY100635: 5 

 

AUC >5-HT@ext 

(% baseline) 

t=3,615; p=0,0068 

 One sample t-test compared to 

hypothetical value (0) 

Ins:  

Ins+WAY100635:  

p=0.022 (Ins) 

p=0.11 

(Ins+WAY100635) 

Figure 3 

3A Unpaired t-test Veh: 12 

INI 2IU: 12 

TST: 

immobility 

time 

t=1.066; p=0.2980 

3B Unpaired t-test Veh: 10 

INI 2IU: 9 

NSF: latency to 

feed 

t=1,438; p=0,1686 

3C Unpaired t-test Veh: 10 

INI 2IU: 9 

L/D: time in 

light box 

t=1,243; p=0,2306 



3D Unpaired t-test Veh: 10 

INI 2IU: 12 

EPM: time in 

open arms 

t=2,203; p=0,0395 

3E 

(left) 

Unpaired t-test Veh: 9 

INI 2IU: 9 

OF: time in 

center 

t=3,310; p=0,0044 

3E 

(right) 

Unpaired t-test Veh: 9 

INI 2IU: 9 

OF: total 

distance 

t=0,6055; p=0,5534 

3F Unpaired t-test Veh: 10 

INI 2IU: 11 

EPM: time in 

open arms 

t=2.324; p=0.0313 

3G Unpaired t-test Veh: 12 

INI 2IU: 10 

EPM: time in 

open arms 

t=1,442; p=0,1648 

3H 

(left) 

Unpaired t-test Veh: 10 

INI 2IU: 12 

EPM: time in 

open arms 

t=2,195; p=0,0401 

3H 

(right) 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 11 

EPM: time in 

open arms 

t=1,017; p=0,3243 

3I Unpaired t-test Veh: 11 

INI 2IU: 12 

EPM: time in 

open arms 

t=0,2778; p=0,7840 

Figure 4 

4A Paired t-test Before/after insulin: 

15 

DR 5-HT firing 

frequency 

t=0,9890 ; p=0,3395 

4B Unpaired t-test Veh: 11 

INI 2IU: 12 

EPM: time in 

open arms 

t=0,2742; p=0,7866 

4C 

(left) 

Unpaired t-test Veh: 14 

INI 2IU: 14 

OF: time in 

center 

t=0,1523; p=0,8801 

4C 

(right) 

Unpaired t-test Veh: 14 

INI 2IU: 14 

OF: total 

distance 

t=0,6409; p=0,5272 

Figure 5 

5A One-way ANOVA Veh: 8 

INI: 8 

FLX: 7 

INI + FLX: 7 

TST: 

immobility 

time 

F (3,26)=16,70; 

p<0,0001 

Tukey's multiple 

comparisons test: 

Veh vs FLX: p=0,0440 

Veh vs FLX + INI: 

p<0,0001 

INI vs FLX + INI: 

p<0,0001 



FLX vs INI +FLX: 

p=0,0090 

5B Kruskal-Wallis test Veh: 13 

INI: 13 

FLX: 14 

INI + FLX: 14 

TST: 

immobility 

time 

K=27,80; p<0,0001 

Dunn's multiple 

comparisons test: 

Veh vs FLX: p=0,0096 

Veh vs FLX + INI: 

p=0,0033 

INI vs FLX: p=0,0005 

INI vs FLX + INI: 

p=0,0002 

FLX vs INI +FLX: 

p>0,9999

Supplementary figure 1 

S1B Unpaired t-test HT: 10 

DR: 10 

IR mRNA 

expression in 

DR vs HT 

t=1.796; p=0.0893 

S1D Unpaired t-test 5-HTIR-WT: 5

5-HTIR-KO: 5

IR mRNA 

expression in 

DR 

t=2,682; p=0,0278 

S1E Unpaired t-test 5-HTIR-WT: 5

5-HTIR-KO: 5

IR mRNA 

expression in 

HT 

t=0,9737; p=0,3587 

Supplementary figure 2 

S2A Two-way RM ANOVA Veh: 6 

INI 2IU: 6 

Fasting 

glycemia 

F (4,40)=0,8293; 

p=0,5145 

S2B Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

5-HT content in

amygdala

t=2,163; p=0,0514 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 6 

5-HT content in

vHP 

t=1,633; p=0,1307 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 6 

5-HT content in

PFC 

t=1,142; p=0,2778 

Unpaired t-test Veh: 6 

INI 2IU: 7 

5-HT content in

VTA 

t=0.6562; p=0.5252 

Unpaired t-test Veh: 6 

INI 2IU: 7 

5-HT content in

NAc 

t=2,317; p=0,0408 



Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

5-HT content in

LH 

t=0.3540; p=0.7295 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 6 

5-HT content in

DR 

t=1,521; p=0,1564 

S2C Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

NA content in 

amygdala 

t=2.476; p=0.0292 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 6 

NA content in 

vHP 

t=0.5123; p=0.6185 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

NA content in 

PFC 

t=1.964; p=0.0732 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 6 

NA content in 

VTA 

t=1.917; p=0.0815 

Unpaired t-test Veh: 5 

INI 2IU: 7 

NA content in 

NAc 

t=0.9759; p=0.3521 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

NA content in 

LH 

t=0.4558; p=0.6567 

Mann-Whitney test Veh: 7 

INI 2IU: 6 

NA content in 

DR 

U=18; p=0.4557 

S2D Unpaired t-test Veh: 6 

INI 2IU: 7 

DA content in 

amygdala 

t=0.8821; p=0.3966 

Unpaired t-test Veh: 5 

INI 2IU: 7 

DA content in 

vHP 

t=1.052; p=0.3175 

Unpaired t-test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

DA content in 

PFC 

t=1.265; p=0.2298 

Unpaired t-test Veh: 6 

INI 2IU: 7 

DA content in 

VTA 

t=1.756; p=0.1069 

Unpaired t-test Veh: 6 

INI 2IU: 7 

DA content in 

NAc 

t=0.9336; p=0.3706 

Unpaired t-test Veh: 5 

INI 2IU: 7 

DA content in 

LH 

t=0.4541; p=0.6595 

Mann-Whitney test Veh: 7 

INI 2IU: 7 

DA content in 

DR 

U=17.50; p=0.4021 

Supplementary figure 3 

S3A Unpaired t-test Veh: 6 

pCPA: 10 

5-HT content in

amygdala

t=11,82; p<0,0001 



Unpaired t-test Veh: 6 

pCPA: 9 

5-HT content in

vHP 

t=3,509; p=0,0038 

Unpaired t-test Veh: 7 

pCPA: 9 

5-HT content in

PFC 

t=5,048; p=0,0002 

Mann-Whitney test Veh: 7 

pCPA: 8 

5-HT content in

VTA 

U=4; p=0,0037 

Unpaired t-test Veh: 6 

pCPA: 9 

5-HT content in

NAc 

t=4,538; p=0,0006 

Mann-Whitney test Veh: 7 

pCPA: 9 

5-HT content in

LH 

U=6; p=0,0052 

Mann-Whitney test Veh: 6 

pCPA: 10 

5-HT content in

DR 

U=9; p=0,0225 

S3B Unpaired t-test Veh: 6 

pCPA: 10 

NA content in 

amygdala 

t=0.2145; p=0.8332 

Mann-Whitney test Veh: 6 

pCPA: 9 

NA content in 

vHP 

U=19; p=0.3884 

T-test Veh: 7 

pCPA: 10 

NA content in 

PFC 

t=0.3540; p=0.7283 

Mann-Whitney test Veh: 7 

pCPA: 9 

NA content in 

VTA 

U=22; p=0.3510 

Mann-Whitney test Veh: 7 

pCPA: 9 

NA content in 

NAc 

U=28; p=0.7577 

T-test Veh: 7 

pCPA: 9 

NA content in 

LH 

t=0.1970; p=0.8467 

T-test Veh: 6 

pCPA: 10 

NA content in 

DR 

t=1.401; p=0.1830 

S3C T-test Veh: 6 

pCPA: 10 

DA content in 

amygdala 

t=2.398; p=0.0310 

T-test Veh: 6 

pCPA: 8 

DA content in 

vHP 

t=0.1885; p=0.8536 

T-test Veh: 7 

pCPA: 9 

DA content in 

PFC 

t=1.025; p=0.3227 

Mann-Whitney test Veh: 7 

pCPA: 9 

DA content in 

VTA 

U=26; p=0.6065 

T-test Veh: 7 

pCPA: 9 

DA content in 

NAc 

t=0.1072; p=0.9162 



Mann-Whitney test Veh: 7 

pCPA: 9 

DA content in 

LH 

t=1.573; p=0.1380 

T-test Veh: 6 

pCPA: 10 

DA content in 

DR 

t=2.412; p=0.0302 
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Partie 2 : Modulations négatives du système de 

l’insuline : impacts métaboliques et 

neurocomportementaux 

Notre groupe ayant préalablement caractérisé le modèle HFD comme modèle de diabète 

insulino-résistant induisant des comportements anxio-dépressifs (Zemdegs et al., 2016), nous 

avons décidé d’utiliser au cours de ces travaux le modèle STZ afin d’analyser l’impact d’une 

insulinopénie sur le système sérotoninergique et les comportements associés. Celui-ci a pour 

avantage de s’affranchir du caractère obésogène et de modéliser une diminution de la 

signalisation de l’insuline sans induire d’insulino-résistance à proprement-dite, mimant ainsi 

un DT1. La validation du phénotype métabolique induit par la STZ est présentée en Figure 31. 

On remarque une diminution d’environ 50% des taux plasmatiques d’insuline chez les souris 

STZ accompagnée d’une hyperglycémie (Figures 31B et 31C). Au cours du test de tolérance à 

l’insuline, on peut noter que les souris STZ régulent correctement leur glycémie puisque les 

valeurs finales rejoignent celles du groupe contrôle (Figure 31D). En revanche, leur poids est 

significativement inférieur au groupe contrôle dès le deuxième jour suivant l’injection de STZ 

(Figure 31E).   
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Figure 31. Validation métabolique du modèle STZ chez la souris C57Bl/6. (A) Schéma du 
protocole expérimental. BE = behavioral experiments, ME = metabolic experiments, EE = 
electrophysiology experiments. (B) Insulinémie à jeun en ng/L. T-test p<0,001. (C) Glycémie 
à jeun en mg/dL. T-test p<0,001. (D) Test de tolérance à l’insuline représenté par l’évolution 
de la glycémie (mg/dL) au cours du temps (min). 2-way ANOVA : interaction F(6, 
78)=25,49 p<0,001 ; time F(6, 78)=58,57 p<0,001 et traitement F(1, 13)=11,6 p=0,046. Des 
tests de comparaison de Sidak ont été réalisés pour chaque temps. (E) Évolution du poids au 
cours du temps à partir de l’injection de STZ (g). Modèle mixte (en raison de valeurs 
manquantes suite au sacrifice de certains animaux) : interaction F(6, 104)=36,32 p<0,001 ; time 
F(2.164, 37.52)=12,37 p<0,001 et traitement F(1, 18)=58,26 p<0,001. Des tests de 
comparaison de Sidak ont été réalisés pour chaque temps. Les résultats sont représentés par la 
moyenne ± SEM. * p<0,05 et *** p<0,001 significativement différent du groupe véhicule. 

L’analyse électrophysiologique des neurones 5-HT du DRN des souris STZ a permis 

d’appréhender les effets d’une diminution drastique des taux plasmatiques d’insuline sur ce 

système Figure 32. On remarque que le taux de décharge des neurones 5-HT du DRN est 

significativement réduit chez les souris STZ. 
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Figure 32. Taux de décharde des neurones 5-HT du DRN chez les souris STZ. Les résultats 
sont représentés par la moyenne±SEM. T-test p<0,001. ***p<0,001 significativement différent 
du groupe vehicule. 

Concernant l’analyse comportementale, nous avons balayé différents symptômes de la 

dépression. Cependant, en raison de la trop forte perte de poids des animaux STZ, nous avons 

été obligés d’un point de vue éthique de sacrifier certains animaux réduisant ainsi l’effectif et 

donc la puissance statistique. Dans le test de suspension caudale, les souris STZ montrent un 

temps d’immobilité plus élevé que les souris contrôles (Figure 33A). L’interaction sociable, 

elle, reste inchangée (Figure 33B). Le temps passé à se toiletter est significativement plus 

court chez les souris STZ lors du test d’éclaboussures et il semblerait que les capacités 

mnésiques soient aussi perturbées chez ces souris testées dans l’OR puisque, le jour du test, 

ces dernières n’explorent pas le nouvel objet au-delà de 50% contrairement aux animaux 

contrôles (Figure 33C et 33D). 

Figure 33. Les souris STZ présentent des comportements pseudo-dépressifs. (A) Temps 
d’immobilité (s) dans le test de suspension caudale T-test p=0,0556. (B) Temps d’interaction 
sociale (%) au cours du test d’interaction sociale T-test p=0,8255 et T-test à un échantillon 
(comparé à la valeur théorique 50%) : p<0,001 (Veh) et p=0,1799 (STZ). (C) Temps de 
toilettage (s) au cours du test d’éclaboussure T-test p=0,0082. (D) Préférence pour le nouvel 



199 

objet (%) au cours du test de reconnaissance d’objet T-test p=0,1597 et T-test à un échantillon 
(comparé à la valeur théorique 50%) : p=0,0265 (Veh) et p=0,2802 (STZ). Les résultats sont 
représentés par la moyenne ±SEM. **p<0,01 significativement différent du groupe vehicule ; 
#p<0,05 et ###p<0,001 significativement différent de la valeur 50%.  

Suite aux résultats obtenus concernant l’anxiété au cours de la première partie, nous 

avons également centré notre analyse comportementale sur cet état chez les souris STZ (Figure 

34). L’activité locomotrice des souris STZ dans le test de champ ouvert ainsi que le temps 

passé au centre sont significativement réduits par rapport aux contrôles. Cependant le ratio 

temps passé au centre/distance parcourue n’est pas modifié (Figure 34A, 34B et 34C). Dans le 

test de la boîte claire/sombre, les souris STZ passent significativement plus de temps 

dans le 

compartiment sombre, et enfin, dans le test du labyrinthe en croix surélevé, le temps passé et 

le nombre d’entrées dans les bras ouverts sont significativement plus faibles comparés 

aux animaux contrôles (Figure 34E et 34F). Par contre, le ratio temps passé/nombre d’entrée 

dans les bras ouverts n’est pas différent entre les deux groupes (Figure 34G). 

Figure 34. Les souris STZ présentent un phénotype  anxieux. (A) Distance parcourue (cm), 
T-test p<0,001 ; (B) Temps passé au centre (s) T-test p=0,0077 et (C) Ratio temps au
centre/distance parcourue T-test p=0,7514 dans le test de champ ouvert. (D) Temps passé dans
le compartiment sombre (%) dans le test de la boîte claire/obscure. T-test p<0,001 et T-test à
un échantillon (comparé à la valeur théorique 50%) : p<0,001 (Veh) et p=0,0351 (STZ). (E)
Temps passé (%) T-test p=0,0073 et (F) nombre d’entrées dans les bras ouverts T-test p<0,001
et (G) Ratio temps/nombre d’entrées dans les bras ouverts T-test p=0,2751 dans le labyrinthe
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en croix surélevé. Les résultats sont représentés par la moyenne ±SEM. **p<0,01 et 
***p<0,001 significativement différent du groupe vehicule ; #p<0,05 et ###p<0,001 
significativement différent de la valeur 50%.  

L’ensemble de ces résultats obtenus sur le modèle STZ est concordant avec les données 

obtenues suite à l’administration périphérique ou centrale d’insuline (Partie 1) puisque nous 

retrouvons chez ces souris STZ certains marqueurs comportementaux communément associés 

à un état pseudo-dépressif tels que l’incurie dans le test d’éclaboussures, une forte tendance à 

la résignation dans le test de suspension caudale ainsi que des troubles de mémoire dans le test 

de reconnaissance d’objet. Mais c’est surtout le trait anxieux qui ressort fortement dans 3 tests 

différents, le test de champs ouvert, le labyrinthe en croix surélevé et le test de la boîte 

claire/sombre en dépit de différences d’activité locomotrice. Ces comportements sont 

également associés à une diminution de l’activité électrique des neurones sérotoninergiques du 

DRN.  

Ayant caractérisé l’effet de l’administration de l’insuline ou, au contraire, d’un défaut de sa 

signalisation sur le système sérotoninergique et les comportements associés, nous avons choisi 

de porter notre attention sur l’étude de la résistance à l’insuline. Mieux comprendre l’insulino-

résistance et déterminer si la diminution de la signalisation périphérique de l’insuline est un 

processus également observé dans le cerveau représente une question capitale dans la 

perspective de développer des traitements innovants de l’anxiété et/ou de la dépression. C’est 

pourquoi, au cours de ma thèse, nous avons décidé d’étudier l’implication de l’apeline dans le 

développement des symptômes anxio-dépressifs, puisque cette adipokine est connue pour ses 

effets insulino-sensibilisateurs. 

Pour cela, nous avons exposé des souris hétérozygotes privées de 50% du récepteur APJ 

(APJ+/-) ainsi que des souris knock-out pour l’apeline (Ap-/-) exposées à un régime HFD (45%) 

pendant 6 semaines. Cette courte exposition a été décrite dans la littérature comme suffisante 

pour entrainer des perturbations métaboliques mais dont les répercussions sur l’activité du 

système 5-HT et le développement de comportements anxio-dépressifs ne sont pas connus. Les 

principaux résultats sont résumés dans notre article ci-dessous en cours de soumission. 
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ARTICLE 3 : 

Maladaptive emotional response to metabolic stress : role of 

apelin signaling 

Bullich S, Dortignac A, de Souto Barreto P, Dray C, Valet P and Guiard BP 

1Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA), Centre de Biologie Intégrative 
(CBI), CNRS UMR5169, Toulouse, France 
2Restore, UMR 1301-Inserm 5070-CNRS EFS 
3Université de Toulouse III Université Paul Sabatier, Toulouse France 
4Gérontopôle de Toulouse, Institut du Vieillissement, Toulouse, France 

Ce manuscrit est en cours de soumission. 

Résumé : 

L’apeline est un petit peptide sécrété par le tissu adipeux notamment en condition 

d’hyperglycémie induite par l’obésité. L’apeline exerce divers effets physiologiques en 

périphérie incluant l’amélioration de la sensibilité à l’insuline, l’augmentation de la force 

musculaire ou de la contractibilité cardiaque. De manière intéressante, le cerveau contient une 

forte densité en récepteur APJ, le recepteur de l’apeline, et des évidences grandissantes 

suggèrent une action centrale de cette adipokine. En particulier, des études récentes montrent 

que l’apeline régule l’état émotionnel après son injection en intracérébroventriculaire. 

Cependant, les résultats sont mitigés et ne permettent pas d’apporter des conclusions définitives 

sur l’impact de l’apeline sur le phénotype anxio-dépressif. Cette étude a pour objectif de 

déterminer l’impact de l’inactivation génétique de l’apeline ou de son récepteur, couplée à 

l’exposition à un régime riche en gras (HFD), sur les comportements anxio-dépressifs.  

Les souris hétérozygotes pour le récepteur APJ (APJ+/-) montrent une altération plus 

importante de la tolérence au glucose et de l’insulinémie à jeun associées à un phénotype 

anxieux plus robuste. De la même façon, les souris invalidées pour l’apeline soumises au régime 

HFD ont une insulinémie à jeun plus élevée associée avec un phénotype anxieux comparées au 

groupe contrôle. À la lumière de ces résultats, nous avons enregistré l’activité électrique des 

neurones sérotoninergiques et dopaminergiques du noyau dorsal du raphé et de l’aire 

tegmentale respectivement. Nos résultats indiquent une diminution de taux de dégarche de ces 
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deux populations neuronales chez les souris Ap-/- possiblement en lien avec le phenotype 

anxieux. Enfin, la metformine, un traitement insulino-sensibilisateur, n’a pas permis de corriger 

les paramètres métaboliques mais a permis de réduire le phénotype anxieux des souris Ap-/-. 

Ensemble, ces résultats confirment le rôle de l’apeline dans la régulation émotionnelle. 

Cependant des études supplémentaires sont nécessaires pour mettre en évidence le potentiel 

thérapeutique en psychiatrie de la manipulation du système apelinergique.   

Contribution personnelle : 

Au cours de ce travail :  

- J’ai réalisé toutes les expériences faites sur les souris : métabolisme, comportement,

électrophysiologie et traitements pharmacologiques,

- J’ai écrit le premier draft du manuscrit.
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ABSTRACT 

Apelin is a small peptide secreted by the adipose tissue notably in conditions of obesity-

induced hyper-insulinemia. Apelin exerts a range of physiological functions at the periphery 

including the improvement of insulin sensitivity, the increase of muscle strength or cardiac 

contractibility. Interestingly, the brain is endowed with a high density of APJ receptor, the 

preferred target of apelin, and growing evidence suggests a central action of this adipokine. In 

particular, recent studies reported that apelin regulates emotional states after its 

intracerebroventricular administration. However, the results are mixed and do not allow 

providing definitive conclusion about the impact of apelin on anxio-depressive-like 

phenotype.  This study aims to determine the impact of the genetic APJ or apelin inactivation 

coupled with high-fat diet exposition on anxiodepressive-like behaviors. 

APJ receptor heterozygous (APJ+/-) mice showed stronger impairment of glucose 

tolerance and fasting insulinemia reminiscent of insulin resistance associated with a more 

robust anxious phenotype. Similarly, apelin knock-out (Ap-/-) mice, displayed higher fasting 

insulinemia associated with an anxious phenotype compared to control group. In light with 

these results, we recorded serotonergic and dopaminergic neuronal activities in the dorsal raphe 

nucleus and the ventral tegmental area, respectively. Our results indicated a slower firing rate 

for both populations in Ap-/- mice possibly congruent with their anxious phenotype. Finally, 

although the insulin sensitizing drug metformin failed to reversed HFD-induced insulin 

resistance Ap-/- mice, but it reversed anxiety-like behavior. 

Collectively, these results confirm the role of apelin in the regulation of emotional state. 

Further investigations are warranted to highlight the therapeutic potential of manipulating  the 

apelinergic system in the field of psychiatry. 
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INTRODUCTION 
 
 

As reported by the World Health Organization, diabetes and depression prevalence are 

both around 350 million people worldwide. These pathologies represent important healthcare 

burdens as well as critical economic issues due to their effects on disability, productivity and 

quality of life (Egede and Ellis, 2010). Interestingly, epidemiological studies revealed a 

bidirectional link between diabetes and depression pointing out a higher rate of depression in 

patients suffering from diabetes and vice-versa. In a meta-analysis, Anderson and collaborators 

showed that the prevalence of depression is at least doubled among diabetic patients compared 

to the general population (Anderson et al., 2001). This increase appears to be common of 

diabetes subtypes since such a relationship was reported not only in type 1 (Buchberger et al., 

2016; Shaban et al., 2006; Gendelman et al., 2009) but also in type 2 diabetic patients (Ali et 

al., 2006; Roy and Lloyd al., 2012; Wang et al., 2019). In a more advanced way, Phillips and 

Perry proposed that impairment of insulin signaling might represent a metabolic predictor of 

depressive symptoms notably in obese patients (Phillips and Perry, 2015). This hypothesis is 

congruent with animal studies conducted in mice and rats. Indeed, evidence indicates that 

mouse models of type 1 and type 2 diabetes, in response to streptozotocin (STZ) or high-fat 

diet (HFD) respectively, harbor anxio/depressive-like behaviors (Gupta et al., 2014; Zemdegs 

et al., 2016). Remarkably, it has been shown that the intraperitoneal insulin injection reverses 

STZ-induced depressive-like behaviors (Gupta et al., 2014) whereas long-term treatments with 

the insulin-sensitizing drug metformin produced similar beneficial effects in mice fed a HFD 

for 16 weeks (Zemdegs et al., 2019).  

 

Type 2 diabetes is the most prevalent subtype of diabetes and is characterized by an 

inability to respond adequately to endogenous insulin. Although the mechanisms underpinning 

insulin resistance are not fully understood, it is well known that the adipose tissue (AT) plays 

a major role. Lipid-induced regulation of insulin sensitivity relies, at least in part, on AT 

secretory activity which promotes the release of a large variety of factors in plasma including 

adipokines (Rosen and Spiegelman, 2006). These hormones do not similarly influence insulin 

signaling. Adiponectin and leptin, for example, have been shown to improve insulin sensitivity 

whereas resistin and TNF-alpha would impair this physiological process (Dyck et al., 2006). 

Consequently, the contribution of various adipokines to the development of insulin resistance 

is complex and their putative role in the regulation of emotional state is drawing a particular 

attention (Liu et al., 2012, Nicolas et al., 2015; Cordeiro et al., 2019).   
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Apelin, a small peptide discovered by Fujinos’ group in 1998 and secreted by the AT, 

has been recently characterized as an insulin sensitizer (Tatemoto et al., 1998; Dray et al., 2008; 

Yue et al.,2010). Its biological action is mediated by a high affinity G protein-coupled receptor 

named APJ. Both Apelin and APJ are found in several peripheral tissues such as kidney, 

muscle, liver and heart (Kawamata et al., 2001; Medhurst et al., 2003; Lee et al., 2001 ; 

O’Carroll et al., 2000) where they exert positive effects on peripheral energy metabolism by 

improving lipid oxidation, mitochondrial oxidative capacity and glucose utilization in muscles 

of HFD fed mice (Attané et al., 2012; Dray et al., 2008). Evidence demonstrates that Apelin 

and APJ are also widely present within the brain (O’Carrol et al., 2000). Although less 

documented, the effects of Apelin on neurobehavior have been addressed and its beneficial 

effects on emotionality have been yielded. In particular, it has been shown that the acute 

intracerebroventricular injection of apelin reverses the depressive-like behaviors of rats induced 

by chronic stress procedures such as the social defeat or unpredictable chronic mild stress 

models (Tian et al., 2018; Zhang et al., 2019). An upregulation of apelin and APJ expression 

was also been detected in the hippocampus of stressed rats (Xiao et al., 2018) raising the 

possibility that such response represents an adaptive process aimed at limiting the deleterious 

effects of this procedure. Although the mechanisms by which apelin could improve behavioral 

outcome has yet to be solved, several studies reported that it exerts similar effects than 

antidepressant drugs including the improvement of hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA 

axis) reactivity (Dai et al., 2018; Shen et al., 2019).   

In light of the data emphasizing the insulin sensitizing effects of apelin and its central 

effects, this study aimed at determining the impact of the genetic inactivation of the apelinergic 

system on different symptoms of depression in a context of T2D. To do so, the metabolic and 

neurobehavioral phenotypes of Ap-/- and APJ+/- mice exposed to a short-term HFD (ie, 6 weeks) 

were compared to wild-types. The impact of these genetic mutations on monoaminergic 

neuronal ativities (ie, serotonergic and dopaminergic systems) was also determined to gain 

insight into the putative neurobiological circuits involved in the maladaptive emotional 

response induced by HFD. 
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METHODS 

Animals 

All animals and experimental procedures were conducted with respect to the European 

directive 2010/63/UE and approved by the French Ministry of Research (N° #12342-

2017082111489451 v6) Apelin knock-out mice (Ap-/-) were generated by homologous 

recombination in embryonic stem cells (Genoway, Lyon, France). Briefly, C57Bl/6J blastocysts 

injected with recombined embryonic stem cells were implanted into surrogate mothers to 

generate chimeric mice. PCR and Southern blot analysis were then used to identify homozygous 

male mice of interest. APJ heterozygous mice (APJ+/-) were generated by mating of C57Bl6/J 

WT littermates and heterozygous mice for the APJ mutation (Deltagen, San Carlos, CA, USA). 

Twelve-week-old male Ap-/-, APJ+/- and C57/Bl6J mice (Charles River Lab) were used in this 

study. They were housed in standard conditions at the CRCA animal facility (12:12h light-dark 

cycle, 22°C, 60% relative humidity with ad libitum access to water and food).  

Diets and Drugs 

Mutants and wild-type mice were fed a Standard diet (STD A04; SAFE diets, Augy, 

France) during the first weeks of their life and then maintained on this regimen or exposed to a 

HFD (45% lipids) for 6 weeks (U8954P/251HF; SAFE diets, Augy, France) when they attained 

the age of 3 months. The insulin sensitizing agent metformin, was administered at the active 

dose of 300 mg/kg (Sigma-Aldrich, France) in the drinking water as previously used (Zemdegs 

et al., 2019). This route of administration allowed a constant amount of this compound during 

the exposition. Daily water consumption was monitored in order to adjust metformin 

concentration. 

Metabolic parameters 

Intraperitoneal glucose test tolerance. Animals were fasted for 5 hours with free access to water 

from 9 am to 2 pm. Blood glucose levels were monitored from tail sampling (Accu-check 

Performa glucometer; Roche, Boulogne-Billancourt, France) at 0, 15, 30, 45, 60, 90 and 120 

min after the intraperitoneal glucose injection (2 g/kg). 

Plasma insulin dosage. Blood samples were collected from the tip of the tail in EDTA coated 

tubes (Microcuvette CB300 EDTA K2, Sarstedt). Plasma was extracted after a 4°C 

centrifugation (13 500 rpm for 15min) and stored at -80°C. Insulin quantification was 

performed using an ELISA Kit (Mouse insulin ELISA #1247, Mercodia). 
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HOMA-IR. The homeostasis model assessment of insulin resistance was calculated using the 

following equation: fasting blood glucose (mg/dL) x fasting insulin (ng/mL)/405. This value 

reflects the individual level of insulin resistance (Matthews et al. 1985).  

Behavioral tests 

All behavioral experiments were assessed in the morning in order to avoid the impact 

of circadian rhythm on locomotor activity and metabolic parameters. During this behavioral 

phenotyping, mice were exposed once a day to a test from the less to the most stressful as 

follows: open field (OF), elevated plus maze (EPM), dark-light (DL), social interaction (SI) 

and tail suspension test (TST).  

The OF was assessed in an opaque circular Plexiglas arena (⌀:40cm). Mice were placed the 

arena and were free to move for 10 minutes. They were then videotracked with Noldus software 

(Ethovision, Wageningen, The Netherlands) in order to measure the distance travelled and the 

time spent in the center, a anxiogenic comportment for the mice. To avoid any bias induced by 

locomotor activity, the time spent in the center was normalized by the distance travelled. 

The EPM was performed in an apparatus composed of four 5 cm wide and 35 cm long arms. 

Two of them are opened (anxiogenic part) and the others are closed by 15 cm high walls. During 

5 minutes, each mouse was free to explore the apparatus and the number of entries as well as 

the time spent in each the opened and closed arms were measured.  

The DL was achieved in a two-chamber apparatus composed of a dark chamber and an 

enlightened one (mensuration). During 10 minutes the mouse was free to explore the apparatus 

and the time spent in each compartment was measured.  

The SI test was realized in a three-chamber apparatus. During a first 10-minutes session, mice 

were allowed to explore the apparatus and two empty cages, one of them being used to contain 

an exhibited mouse. Indeed, during the second session, an exhibited familiar mouse was place 

in one of the two empty cage and the tested mouse was free to explore and interact with its 

littermate or the empty cage. Social interaction was calculated as the percentage of interaction 

time with the exhibited mouse: time spent interacting with the mouse/(time spent interacting 

with the mouse + the empty cage) x 100. 
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For the TST, mice were hanged by their tails with a tape to a hook for 6 minutes. Immobility 

time was manually scored. 

Anxiety Z-score 

Z-normalization was applied for anxiety (OF, EPM and DL) and depressive-like state

(SI and TST) in order to obtain an integrative score reflecting these specific endophenotypes. 

For each mouse and parameter, normalized z-value was obtained by subtracting the average of 

the control population by the value of the individual and then divided by the standard derivation 

of the control population as described previously (Guilloux et al., 2011). This score included 

the center time/distance moved ratio of the OF, the time spent in the center in the EPM and the 

time spent in the dark in the DL and, all of them were attributed the same weight on the 

calculation of the z-score.  

In vivo Electrophysiology 

After behavioral and metabolic experiments mice were anesthetized with chloral 

hydrate (400mg/kg, ip) and then placed in a stereotaxic apparatus. Single-unit recordings of 

serotonergic neurons located in the dorsal raphe (DR) were performed using a glass 

micropipette (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) prepared from a gravitational puller (Narishige, 

London, United-Kingdom) and filled with a 2M NaCl solution to reach an impedance ranging 

between 2.5 to 5 MW. Recording micropipettes were dipped into the DR using the following 

coordinates: 0.2-0. 5 mm posterior to the interaural line on the midline and lowered at 3.5 mm 

from the brain surface. Serotonergic neurons were characterized using two main criteria: a 

regular firing rate (0,5 to 2,5 Hz) and a long-duration positive action potential. Several tracks 

were performed to measure the average discharge frequency of DR 5-HT neurons and the 

number of neurons recorded per track. We also characterized bursting 5-HT neurons with the 

peculiarity of an interspike interval <12ms.  Their burst frequency and the mean of spike/burst 

were determined for this neuronal subpopulation. 

Regarding the recording of dopaminergic neurons, micropipettes were dipped into the 

ventral tegmental area (VTA) using the following coordinates: -3 to -3,3 mm posterior, ±0,3 to 

0,6 mm lateral and lowered at 4,1 to 4,6 mm from brain surface. Dopaminergic neurons were 

identified according to the criteria previously described by (Grace and Bunney, 1983). 

Regarding VTA DA neurons displaying a bursting mode, the onset of a burst was defined as 

two spikes occurring <80 ms apart, with the termination of the spike being defined as two spikes 
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occurring >160 ms apart. The burst frequency and the mean spike/burst were also calculated 

using Spike2 software (Cambridge Electronic Design). 

Statistical analyses 

Data were analyzed using Prism8 software (Graphpad, San Diego, USA). Results were 

represented as mean ± SEM. Statistical analysis relied on two-tailed unpaired student’s t-test 

and two-way ANOVA followed by Tukeys’ post hoc test interaction when F-value for one main 

factor and/or the interaction was significant. The threshold of significance was set at p<0,05. 

RESULTS 

To study the role of the apelinergic system on insulin sensitivity and their putative 

relation with anxio/depressive-like behaviors, we characterized for the first time the metabolic 

phenotypes and neurobehavior of Apelin know-out (Ap-/-) and APJ heterozygous know-out 

(APJ+/-) mice. For both groups, we performed longitudinal analyses allowing us to follow 

animals fed a normal diet (ND) or challenged with a high fat diet (HFD). 

Impact of the apelinergic system on glucose metabolism and neurobehavior in mice fed a 
ND 

While fed a ND, APJ+/- mice display normal fasting glycemia but a significant higher 

fasting insulinemia and HOMA-IR index compared to WT mice. No apparent difference was 

found between groups with respect to the IPGTT experiments (Supplemental Figure 1S). 

Regarding their innate anxiety, the time spent in the open arms in the EPM and the time spent 

in the dark in the DL were not different between APJ+/+ and APJ+/- mice. However, a significant 

decrease of the time spent interacting with a littermate was unveiled in the SI test. No effect 

was unveiled in the TST. (Supplemental Figure 2S).  

With respect to Ap-/- mice fed a ND, these mutants also showed normal fasting glycemia but a 

trend towards an increased insulinemia and HOMA-IR. Despite this apparent weak insulin-

resistance in Ap-/- mice, a significant lower AUC of IPGTT curve was detected relative to 

controls (Supplemental Figure 3S). Regarding behavioral analysis, Ap-/- mice showed an 

anxiogenic-like phenotype in the DL and a significant impairment of sociability in the SI test. 

Again, behavioral performances in the TST did not differ between Ap+/+ and Ap-/- mice 

(Supplemental Figure 4S). 
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Impact of the apelinergic system on glucose metabolism, neurobehavior and 
monoaminergic tone under HFD 

Having shown that APJ+/- and Ap-/- mice displayed weak impairment of metabolic and 

neurobehavioral phenotypes, we then decided to challenged these strains with a HFD for 6-

weeks. In these conditions, although fasting glycemia was not impacted in APJ+/- mice relative 

to wild-types, heterozygous mice displayed a significant higher insulinemia and HOMA-IR 

index associated with a significant impairment of glucose tolerance (Figure 1). With respect to 

neurobehavior, APJ+/- mice tended to be more anxious in the EPM and this phenotype became 

evident in the DL. The integration of these data into an anxiety z-score confirmed that APJ+/- 

mice under HFD were more prone to develop anxiety than wild-types (Figures 2A-C). 

Interestingly, depressive symptoms assessed in the SI and TST were not impacted by the 

mutation (Figures 2D-F).  

Regarding Ap-/- mice, mutants displayed a significant higher fasting insulinemia and 

HOMA-IR without any alteration of glucose tolerance (Figure 3). These metabolic impairments 

were accompanied by behavioral anomalies since Ap-/- mice harbored an anxiogenic-like 

profile relative to wild-types in the EPM and DL and this was further confirmed by the anxiety 

z-score (Figures 4A-C). Depressive-like behavior remained unchanged in these mutants

(Figures 4D-F).

Going one step further and to identify the neurotransmitter that might be involved in the 

modulation of such behavioral phenotype, we then recorded the firing activities of DR 5-HT 

and VTA DA neurons in Ap+/+ and Ap-/- mice fed a HFD. Our results indicated that the genetic 

inactivation of Apelin resulted in a significant decrease in monoaminergic neurons firing rates. 

In the DR the discharge of non-bursting 5-HT neurons was decreased by 25% (Figures 5B). 

Given that a proportion of DR 5-HT neurons discharge with a bursting activity, we also studied 

the firing rate of this neuronal sub-population. However, 5-HT neurons with this mode of 

discharge was not impacted by the mutation in term of firing rate, burst frequency and number 

of spikes/burst (Figures 5C-E). Regarding the VTA, the analysis of electrophysiological 

properties of DA neurons indicated that a lower firing frequency in Ap-/- mice fed a HFD 

relative to wild-types under the same diet. Such a decrease was not related to a lower burst 

frequency and/or spikes/burst (Figures 5H-J)  
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Effects on the insulin sensitizer metformin in Ap-/- mice fed a HFD 

In an attempt to determine the putative causal relationship between insulin resistance 

and the higher level of anxiety, we then evaluated the metabolic and behavioral effects of the 

insulin sensitizing drug metformin. To do so, Ap+/+ and Ap-/- mice were fed a HFD for 6 weeks 

while being administered with metformin or its vehicle for the last 4 weeks (Figure 6A). 

Regarding metabolic features, we noticed that metformin did not significantly improve fasting 

glycemia, insulinemia and HOMA-IR in Ap+/+ and Ap-/- mice exposed to the short term of HFD. 

However, although metformin significantly improved glucose tolerance in wild-types, it failed 

to do so in Ap-/- mice (Figure 6). At the behavioral level metformin had no effect in wild-type 

animals but significantly reversed HFD-induced anxiety in mutants as indicated by a significant 

decrease of the anxiety z-score in the latter group (Figures 6A-D). 

DISCUSSION 

The present study shows that the inactivation of the apelinergic system promoted 

metabolic impairments reminiscent of mild insulin resistance along with a higher degree of 

anxiety and lower serotonergic and dopaminergic tones in mice fed a HFD. Moreover, although 

the antidiabetic drug metformin failed to improve peripheral insulin sensitivity in mice lacking 

Apelin, it exerted anxiolytic-like effects in these mutants. These results lead us to envision that 

the enhancement of apelin signaling might mitigates HFD-induced anxiety and that such a 

beneficial effect could rely on direct actions of this adipokine in the brain to improve 

monoaminegic neurotransmission.  

It is well accepted that T2D has a high comorbid frequency with psychiatric disorders 

(Chireh et al., 2019). In keeping with these data, preclinical studies also provided evidence for 

such a relationship. For instance, in animal models of T2D based on long term exposure to HFD 

(ie, 12 to 16 weeks), a high level of anxiety and depressive-like phenotype were repeatedly 

observed (Miyata et al., 2004; Ho et al., 2012; André et al., 2014; Gupta et al., 2014; Dutheil et 

al., 2016; Zemdegs et al., 2016; Zemdegs et al., 2019). In the present study, we fed mice a HFD 

for 6 weeks, a short period which is sufficient to promote signs of pancreatic beta-cells 

dysregulations and insulin resistance in mice (Adler et al., 2014; Santos et al., 2019). In these 

conditions particularly suitable to unveil a putative exacerbation of metabolic impairments, 

heterozygous mice lacking 50% of the APJ, displayed more pronounced signs of insulin 

resistance compared to wild-types as shown by a low ability to face a glucose challenge. This 

was not surprising in light of previous data demonstrating that the APJ receptor is widely 
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expressed in the body, notably in the pancreas. In agreement with the data reported herein, it 

was shown that the specific deletion of APJ in beta-cells produced an impairment of glucose 

tolerance, an attenuation of glucose-stimulated insulin secretion and a reduction of islet size, 

density and β-cell mass (Han et al., 2015). At the behavioral level, we provided evidence for 

the first time that the metabolic deficits detected in APJ+/- mice fed a HFD were accompanied 

by a higher level of emotional disturbance. Using the z-score method normalizing and 

integrating emotional behaviors across complementary measures assessed in the EPM and DL, 

we observed that APJ+/- mice displayed a high level of anxiety than their wild-type littermates. 

In a marked contrast, the depressive-like phenotype was not impacted suggesting that the 

apelinergic system regulates neuronal circuits that capture specific neurobehavior. Such a 

difference between anxiety and depressive-like phenotype might be explained by the short 

exposure to HFD since we previously demonstrated that long-term regimen negatively 

reverberates on both emotional dimensions (Zemdegs et al., 2016; Zemdegs et al., 2019). Our 

observations are also interesting because anxiety manifests as a predominant feature of 

depression that often precedes the onset of the pathology (Malhi and Mann, 2018). To go further 

in the characterization of the role of apelin signaling in this phenotype, we conducted the same 

metabolic and behavioral analyses in mice lacking the Apelin. Under short term HFD, Ap-/- 

mice also displayed metabolic impairments but to a lower extent than APJ+/- mice. These 

observations are consistent with the fact that Ap-/- mice showed signs of insulin resistance and 

lower levels of the insulin-sensitizing hormone adiponectin (Yue et al., 2010).  They also agree 

with previous data reporting the ability of Apelin to promote insulin sensitivity and to exert 

synergistic effect with insulin notably by increasing glucose uptake in skeletal muscle and AT 

of insulin-resistant mice compared to apelin alone (Dray et al., 2008). At the behavioral levels, 

under short term HFD, as shown with the APJ+/- strain, Ap-/- mice also exhibited a significant 

higher level of anxiety than wild-types whereas the depressive-like phenotype remained 

unchanged.  

To gain insight into the mechanisms underlying the anxiogenic phenotype of Ap-/- mice, 

we conducted in vivo electrophysiological recordings of monoaminergic neurons (ie, 

serotonergic and dopaminergic neurons). These systems are commonly associated with 

anxio/depressive-like phenotype (Sachs et al., 2013; Zarrindast and Khakpai, 2015; Nishitani 

et al., 2018) and their activity can be modulated by changes in peripheral glucose and insulin 

homeostasis (Kleinridders et al, 2015; Martin et al., 2021). In support of this hypothesis, we 

found that the firing rate of dorsal raphe (DR) 5-HT neurons was decreased in Ap-/- mice. Since 

DR 5-HT neurons display different modes of discharge with single spikes or bursting activities 
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(Hajos and Sharp, 1996), we studied both subpopulations. Our results indicated that the firing 

rate DR 5-HT neurons was specifically decreased in the subpopulation of neurons discharging 

in a single spike manner. Consequently, one might assume that the extracellular levels of 5-HT 

could be decreased at the nerve terminals such as the amygdala, the frontal cortex or the ventral 

hippocampus but this question warrant further investigations. Indeed, it is believed that 5-HT 

release is mostly under the control of neuronal bursting compared to neurons displaying a 

regular pattern of firing. To the best of our knowledge, the influence of Apelin on the 

serotonergic system has been poorly investigated although the DR is endowed with a high 

density of APJ (De Mota et al., 2000). One study showed that the intracerebroventricular 

injection of Apelin-13 promoted anxiolytic effects that can be reversed by the 5-HT2 receptor 

antagonist methysergide (Telegdy and Jaszberenyi, 2014) thereby raising the possibility that 

endogenous apelin favors 5-HT release to promote anxiolysis. With respect to the dopaminergic 

neurons in the VTA, another complex system comprising bursting and non-bursting neurons 

(Oster et al., 2015), we found a decrease in VTA DA neuronal activity specifically for the 

bursting dopaminergic subpopulation. It is thus possible that such electrophysiological effects 

favor the reduction of dopaminergic neurotransmission. The observation that the anxiolytic 

effects of the icv injection of Apelin-13 were also reversed by the D2 receptor antagonist 

haloperidol supports this hypothesis (Telegdy and Jaszberenyi, 2014).  

Dealing with a lack of knowledge regarding the triumvirate linking the apelinergic 

system, anxiety and the activity of monoaminergic neurons, we can only speculate on the 

mechanisms underpinning the metabolic and neurobehavioral effects detected in APJ+/- and Ap-

/- mice.  The first hypothesis that can be advanced is that the impairment of peripheral insulin 

sensitivity in APJ+/- and Ap-/- mice, is responsible for the behavioral and electrophysiological 

effects reported herein.  We have recently shown that insulin resistance decreased the transport 

of tryptophan across the blood brain barrier thereby dampening DR 5-HT neuronal activity 

(Zemdegs et al., 2019). If such a process occurred in response to the genetic inactivation of the 

apelinergic system and notably in Ap-/- mice, one might expect that the anxious behavior 

detected in these mutants would be accompanied by a lower serotonergic synthesis and release 

in the brain. To question the causal link between peripheral metabolism and neurobehavior, we 

treated wild-types and Ap-/- mice with metformin. This compound is an insulin sensitizing drug 

whose beneficial effects on glucose metabolism have been attributed to several processes, 

including the activation of AMPK pathway, reduction in hepatic gluconeogenesis, and 

stimulation of glucose uptake in skeletal muscle (Rena et al. 2017) but clinical evidence 

indicated that metformin increases plasma levels of Apelin in patients with T2D (Kadoglou et 
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al., 2010; Fan et al., 2015; Al-Kuraishy et al., 2018). This could be an additional mechanism by 

which metformin could improve insulin sensitivity. Interestingly, our results showed that 

metformin did not improve glucose tolerance in Ap-/- mice emphasizing a treatment resistance 

that could result from the inability of the antidiabetic drug to increase plasma Apelin. In a 

marked contrast, metformin produced anxiolytic effects Ap-/- mice which echo previous studies 

yielding similar effects in animal models of comorbid diabetes and anxio/depressive-like 

phenotype (Garabadu and Krishnamurthy, 2014; Ji et al., 2019; Zemdegs et al., 2019). Together 

these findings suggest that the beneficial effects of metformin on anxiety in Ap-/- mice were 

independent from an improvement of peripheral metabolism. Instead, metformin activity could 

involve mechanisms occurring directly in the central nervous system (CNS). In particular, it 

would be possible that metformin promoted anxiolytic effects in Ap-/- mice fed a HFD by 

restoring normal insulin signaling in discreate brain that would be impaired in these mutants. 

This would be consistent with previous reports showing that metformin induced pro-cognitive 

and antidepressant-like responses by improving brain insulin sensitivity (Yarchoan and Arnold, 

2014; Milnstein and Ferris, 2021). 

 

Together, our findings obtained in APJ+/- and Ap-/- mice support a beneficial effect of apelin 

signaling in the regulation of HFD-induced anxiety. Although the underlying mechanisms have 

yet to be solved, we propose that the apelin system may directly interact with monoaminergic 

neurons in the brain to regulate emotional state. Such a central effect is possible given the 

widespread distribution of Apelin and its APJ receptor in the CNS. It is well known that many 

of the central effects of apelin are attributed to its expression in these PVN hypothalamic 

neuronal circuits (Newson et al., 2013) that are key structures in the regulation of stress 

responses. Since previous studies showed that changes in HPA activity reverberate on 

monoaminergic neurotransmission (Lanfumey et al., 2000; Barik et al., 2013), a new avenue 

opens for therapeutic interventions targeting the apelinergic system. In particular, future 

experiments are envisioned to test the acute and chronic effects of APJ agonists in animal 

models of anxiety with or without metabolic comorbidity.   
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Figure 1 : Higher impairment of insulin sensitivity in APJ KO+/- mice fed a HFD for 6 

weeks. (A) Experimental protocol. M.E. = metabolic experiments, B.E. = behavioral 

experiments. (B) Time course of fasting glycemia (mg/dL) during an intraperitoneal glucose 

tolerance test (IPGTT). (C) Area Under the Curve (AUC) of IPGTT. T-test p=0,0478. (D) 

Mouse body weight (g). T-test p=0,5625. (E-F) Fasting blood glucose (mg/dL) and insulinemia 

(ng/L). T-test p=0,3645 and : 0,0107; respectively. (G) Homeostasis model assessment of 

insulin resistance (HOMA-IR). T-test p=0,0018. Each value represents mean ± SEM from at 

least 10 mice in each group. *p<0,05 : significantly different from wild-type  APJ+/+ mice. 
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Figure 2 : Higher impairment of anxiety in APJ+/- mice fed a HFD for 6 weeks. (A) Time 

spent in open arms (%) in the elevated plus-maze experiment (EPM). T-test p=0,1079. (B) Time 

spent in the dark compartment (%) in the dark-light (DL) test. T-test p=0,0122, One sample t-

test compared to 50% p-values : 0,1414 (APJ+/+) and 0,0005 (APJ+/). (C) Anxiety Z-score 

(parameters included : time spent in the open arms (EPM) and time spent in the dark 

compartment (D/L)). T-test p=0,0098 (D) Social interaction time (%) during the social 

interaction (SI) test. T-test p=0,9282, One sample t-test compared to 50% p-values : 0,0206 

(APJ+/+)and 0,0004 (APJ+/-). (E) Time of immobility (sec) in the tail suspension test (TST). T-

test p=0,6915. Each value represents mean ± SEM from at least 10 mice in each group. (F) 

Depression Z-score (parameters included : social interaction preference (SI) and immobility 

time (TST)). T-test p=0,4923. *p<0,05 and **p<0,01 significantly different from APJ+/+; 

#p<0,05 and ###p<0,001 significantly different from chance level (50%).  
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Figure 3 : Higher impairment of insulin sensitivity in Ap-/- mice fed a HFD for 6 weeks. 

(A) Experimental protocol. M.E. = metabolic experiments, B.E. = behavioral experiments, E.E.

= electrophysiology experiment. (B) Time course of fasting glycemia (mg/dL) during an

intraperitoneal glucose test tolerance test (IPGTT). (C) Area Under the Curve (AUC) of IPGTT.

T-test p=0,9188. (D) Mouse body weight (g). T-test p=0,0635. (E-F) Fasting blood glucose

(mg/dL) and insulinemia (ng/L). T-test p=0,8161 and : 0,0025; respectively. (G) Homeostasis

model assessment of insulin resistance (HOMA-IR). T-test p=0,0139. Each value represents

mean ± SEM from at least 10 mice in each group.*p<0,05 : significantly different and **p<0,01

: significantly different from wild-type  Ap+/+ mice.
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Figure 4 : Robust anxiety-like behavior in Ap-/- mice fed a HFD for 6 weeks ND. (A) Time 

spent in open arms (%) in the elevated plus-maze experiment (EPM). T-test p=0,0003. (B) Time 

spent in the dark compartment (%) in the dark-light (DL) test. T-test p=0,0089, One sample t-

test compared to 50% p-values : 0,009 (Ap+/+) and <0,0001 (Ap-/-) (C) Anxiety Z-score 

(parameters included : time spent in the open arms (EPM) and time spent in the dark 

compartment (D/L)). T-test p=0,0005. (D) Social interaction time (%) in the social interaction 

(SI) test. T-test p=0,9697, One sample t-test compared to 50% p-values : 0,0229 (Ap+/+) and 

0,0712 (Ap-/-). (E) Time of immobility (sec) in the tail suspension test (TST). T-test p=0,0797. 

Each value represents mean ± SEM from at least 10 mice in each group. (F) Depression Z-

score (parameters included : social interaction preference (SI) and immobility time (TST)). T-

test p=0,4736. **p<0,01 and *** p<0,001 : significantly different from wild-type Ap+/+ mice. 

##p<0,01 and ###p<0,001 significantly different from chance level (50%).  
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Figure 5: Decreased serotonergic and dopaminergic firing rate in Ap-/- mice. In vivo 

electrophysiology on anesthetize mice : (A) Percentage of 5-HT bursting neurons; (B) Firing 

rate of non-bursting 5-HT neurons, T-test p=0,0051; (C) Firing rate, T-test p=0,5542, (D) burst 

frequency, T-test p>0,9999 and (E) mean spike per burst, T-test p=0,2967 of 5-HT bursting 

neurons of DRN. (F) Percentage of bursting neurons; (G) Firing rate of non-bursting DA 

neurons, T-test p=0,0051; (H) Firing rate of bursting DA neurons, T-test p=0,5542, (I) burst 

frequency, T-test p=01309 and (J) mean spike per burst, T-test p=0,6495 of DA bursting 

neurons of VTA. **p<0,01 and ***p<0,001 : significantly different from wild-type Ap+/+ mice. 
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Figure 6 : Metformin resistance on insulin-sensitivity in Ap-/- mice. (A) Experimental 

protocol. &M.E. = metabolic experiments, B.E. = behavioral experiments. (B) Time course of 

fasting glycemia (mg/dL) during an intraperitoneal glucose test tolerance test (IPGTT). (C) 

Area Under the Curve (AUC) of IPGTT. ANOVA : Interaction F(1,31)=4,572 p=0,0405; 

Treatment F(1,31)=1,248 p=0,2725 & Genotype F(1,31)=3,032 p=0,0916. (D) Mouse body 

weight (g). ANOVA : Interaction F(1,31)=0,2810 p=0,5998; Treatment F(1,31)=2,2878 

p=0,0998 & Genotype F(1,31)=20,27 p<0,001. (E-F) Fasting blood glucose (mg/dL) and 

insulinemia (ng/L) . ANOVA : Interaction F(1,31)=0,1771 p=0,6767; Treatment 

F(1,31)=0,1544 p=0,6971 & Genotype F(1,31)=6,323 p=0,0173 and ANOVA : Interaction 

F(1,31)=0,5577 p=0,4608; Treatment F(1,31)=0,1397 p=0,7111 & Genotype F(1,31)=21,84 

p<0,001.  (G) Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR). ANOVA : 

Interaction F(1,31)=0,0078 p=0,9294; Treatment F(1,31)=0,0765 p=0,7839 & Genotype 

F(1,31)=18,25 p<0,001. Each value represents mean ± SEM from at least 8 mice in each group. 

*p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001 : significantly different from wild-type Ap+/+ mice.

&p<0,05 : significantly different from Ap+/+Met mice.
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Figure 7 : Anxiolytic-like effects of Metformin in Ap-/- mice. (A) Time spent in open arms 

(%) during the elevated plus-maze (EPM). ANOVA : Interaction F(1,31)=0,0876 p=0,7692; 

Treatment F(1,31)=3,143 p=0,0861 & Genotype F(1,31)=13,60 p<0,001. (B) Time spent in 

the dark compartment (%) during the dark-light (DL) test. ANOVA : Interaction 

F(1,31)=0,9987 p=0,3254; Treatment F(1,31)=0,5213 p=0,4757 & Genotype F(1,31)=11,36 

p=0,002. (C) Ratio of time spent in center (sec) / distance travelled (cm) in the open field (OF). 

ANOVA : Interaction F(1,31)=7,237 p=0,0114; Treatment F(1,31)=6,377 p=0,0169 & 

Genotype F(1,31)=2,475 p=0,1258. (D) Anxiety Z-score (parameters included : time spent in 

the open arms (EPM), time spent in the dark compartment (D/L) and center time/distance 

moved ratio (OF). ANOVA : Interaction F(1,31)=7,167 p=0,0118; Treatment F(1,31)=9,268 

p=0,0047 & Genotype F(1,31)=1,527 p=0,2258. Each value represents mean ± SEM from at 

least 7 mice in each group. **p<0,01 and ***p<0,001 : significantly different from Ap+/+ mice,  

$$p<0,01 : significantly different from Ap-/-Water mice, &p<0,05 : significantly different from 

Ap+/+Met mice and #p<0,05 : significantly different from chance level (50%).  
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Supplemental : 

Figure 1S : Normal insulin sensitivity in APJ+/- mice fed a ND. (A) Experimental protocol. 

(B) Time course of fasting glycemia (mg/dL) during an intraperitoneal glucose test tolerance

test (IPGTT). (C) Area Under the Curve (AUC) of IPGTT. T-test p-value : 0,8666. (D) Mouse

body weight (g). T-test p-value : 0,0014. (E-F) Fasting blood glucose (mg/dL) and insulinemia

(ng/L). T-test p-value : 0,3856. and p-value : 0,0186; respectively (G) Homeostasis model

assessment of insulin resistance (HOMA-IR). T-test p-value : p-value : 0,0146. Each value

represents mean ± SEM from at least 10 mice in each group. *p<0,05 and **p<0,01 :

significantly different from wild-type APJ+/+ mice.
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Figure 2S : Aberrant social behavior but normal level of innate anxiety and despair in 

APJ+/- mice fed a ND. (A) Time spent in open arms (%) in the elevated plus-maze (EPM). T-

test p-value : 0,4912. (B) Time spent in the dark compartment (%) in the dark-light (DL) test. 

T-test p-value : 0,9154. One sample t-test compared to 50% p-values : 0,1067 (APJ+/+) and

0,0281 (APJ+/-). (C) Anxiety Z-score (parameters included : time spent in the open arms (EPM)

and time spent in the dark compartment (D/L)). T-test p=0,5435. (D) Social interaction time

(%) in the social interaction (SI) test. T-test p-value : 0,0396, One sample t-test compared to

50% p-values : 0,0007 (APJ+/+)  and 0,4071 (APJ+/-). (E) Time of immobility (sec) in the tail

suspension test (TST). T-test p-value : 0,7117. (F) Depressive Z-score (parameters included :

social interaction preference (SI) and immobility time (TST)). T-test p=0,1086.  Each value

represents mean ± SEM from at least 10 mice in each group. *p<0,05 : significantly different

from wild-type APJ+/+ mice. #p<0,05 and ###p<0,001 significantly different from chance level

(50%).
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Figure 3S : Improved glucose tolerance in Ap-/- mice fed a ND. (A) Experimental protocol. 

(B) Time course of fasting glycemia (mg/dL) during an intraperitoneal glucose test tolerance

test (IPGTT). (C) Area Under the Curve (AUC) of IPGTT. T-test p-value : 0,0371. (D) Mouse

body weight (g). T-test p-value : 0,0292. (E-F) Fasting blood glucose (mg/dL) and insulinemia

(ng/L). T-test p-value : 0,6100. and 0,0512; respectively. (G) Homeostasis model assessment of

insulin resistance (HOMA-IR). T-test p-value : 0,0502. Each value represents mean ± SEM

from at least 10 mice in each group. p<0,05 and **p<0,01 : significantly different from wild-

type Ap+/+ mice.
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Figure 4S : Weak anxiety-like behavior in Ap-/- mice fed a ND. (A) Time spent in open arms 

(%) in the elevated plus-maze experiment (EPM). T-test p-value : 0,5075. (B) Time spent in the 

dark compartment (%) in the dark-light (DL) test. T-test p-value : 0,0487, One sample t-test 

compared to 50% p-values : 0,0004 (Ap+/+) and <0,0001 (Ap-/-). (C) Anxiety Z-score 

(parameters included : time spent in the open arms (EPM) and time spent in the dark 

compartment (D/L)). T-test p=0,0389. (D) Social interaction time (%) during the social 

interaction (SI) test. T-test p-value : 0,4694, One sample t-test compared to 50% p-values : 

0,0021 (Ap+/+) and 0,0908 (Ap-/-). (E) Time of immobility (sec) in the tail suspension test (TST). 

T-test p-value : 0,0116. Each value represents mean ± SEM from at least 10 mice in each

group.*p<0,05 : significantly different from wild-type  Ap+/+ mice. ##p<0,01 and ###p<0,001:

significantly different from chance level (50%).
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Dans cette étude, nous montrons que l’inactivation génétique de l’apeline ou de son 

récepteur APJ promeut une plus grande susceptibilité au régime HFD d’un point de vue 

métabolique mais aussi neurocomportemental. En effet, les souris Ap-/- et APJ+/- présentent un 

phénotype anxieux exacerbé comparé aux souris sauvages associé à une diminution de l’activité 

électrique des neurones sérotoninergiques et dopaminergiques.  

Ce travail mené sur un modèle combinant facteur génétique (déficit en apeline ou son 

récepteur) et environnemental (régime diabétogène ou HFD) confirme qu’une perturbation de 

la sensibilité à l’insuline reproduit les effets comportementaux et électrophysiologiques 

observés dans le modèle STZ.  
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Partie 3 : Etude de l’effet comportemental d’une 

stratégie insulino-sensibilisatrice (Metformine) dans 

des modèles de comorbidité diabète-depression 

Face à ces résultats, et comme nous l’avions envisagé lors de la conception de ce projet 

de thèse, nous avons décidé de tester les effets antidépresseurs potentiels d’une stratégie 

insulino-sensibilisatrice avec l’administration chronique d’un antidiabétique oral, la 

metformine. Cet agent pharmacologique représente le traitement de première intention du DT2. 

Ce traitement à la metformine a été testé dans les trois modèles précédemment caractérisés au 

cours de ma thèse (ou juste avanc celle-ci concernant le modèle HFD).  

Si nous anticipions que la metformine devait avoir des effets métaboliques bénéfiques 

dans le modèle HFD, ce ne devrait pas être le cas dans le modèle STZ. Ainsi, en fonction des 

résultats neurocomportementaux observés,ce travail nous a conduit a préciser dans quelle 

mesure une action positive sur les paramètres métaboliques périphériques était un pré-requis à 

l’action de la metformine sur l’état émotionnel. 

Les travaux présentés ci-dessous portent donc sur: 

1) Les effets de la metformine dans le modèle HFD :
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Résumé : 

Des études épidémiologiques indiquent que la résistance à l’insuline (IR), 

caractéristique du diabète de type 2, est associée à une augmentation du risque de dépression 

majeure. Dans cette étude, nous démontrons que des souris males nourris avec un régime riche 

en gras (HFD) présentent des perturbations métaboliques au niveau périphérique rappelant une 

IR associées à des taux d’acides aminés ramifiés (BCAA) élevés. Cependant ces modifications 

sont normalisées par un traitement chronique par la metformine (Met). Étant donné le rôle des 

BCAA dans la régulation de transport du tryptophane vers le cerveau, nous avons ensuite 

exploré l’activité du système sérotoninergique chez ces souris nourries avec un régime HFD. Il 

apparait que les souris HFD présentent une altération de l’activité électrique des neurones 5-
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HT du noyau du raphé dorsal (DRN) ainsi qu’une atténuation des concentrations 

extracellulaires de sérotonine dans l’hippocampe et une anxiété exacerbée, un symptôme 

précoce de la dépression. Au contraire, la Met stimule l’excitabilité et la neurotransmission 

sérotoninergique et attenue l’anxiété induite par le HFD. La Met promeut également des effets 

antidépresseurs similaires à ceux de la fluoxétine. A la lumière de ces résultats, nous avons 

préparé un régime HFD carencé en BCAA. Ce déficit en BCAA n’a pas permis de contrecarrer 

les perturbations métaboliques induites par le HFD mais à entrainé des effets antidépresseurs 

caractérisés par une potentialisation des effets neurocomportementauc de la fluoxétine. Nos 

résultats suggèrent que la Met pourrait diminuer les concentrations circulantes de BCAA, ce 

qui favoriserait le passage du tryptophane à travers la BHE et ainsi la synthèse et la 

neurotransmission sérotoninergique dans l’hippocampe pour promouvoir des effets de type 

antidépresseurs chez la souris exposées à un régime HFD. Ceci nous amène à penser qu’un 

régime pauvre en BCAA, seul ou en association avec un traitement antidépresseur 

conventionnel, pourrait aider à l’amélioration l’efficacité de ce dernier notamment chez des 

patients dépressifs avec des comorbidités métaboliques. 

Contribution personnelle : 

Au cours de ce travail :  

- J’ai participé au phénotypage comportemental des souris traitées à la Metformine,

- J’ai participé à l’écriture et à la révision du manuscrit
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Metformin Promotes Anxiolytic and Antidepressant-Like
Responses in Insulin-Resistant Mice by Decreasing
Circulating Branched-Chain Amino Acids
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Bordeaux, Institut National de la Recherche Agronomique, Bordeaux INP, NutriNeuro, UMR 1286, F-33000 Bordeaux, France, 3Neurophysiology Unit,
Cardiac Electrophysiology Research and Training Center, Faculty of Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand, 4INSERM, Paul Sabatier
University, UMR 1048, Institute of Metabolic and Cardiovascular Diseases, Obesity Research Laboratory, 31000 Toulouse, France, 5UMR STROMALab,
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Epidemiological studies indicate that insulin resistance (IR), a hallmark of type 2 diabetes, is associated with an increased risk of major
depression. Here, we demonstrated that male mice fed a high-fat diet (HFD) exhibited peripheral metabolic impairments reminiscent of
IR accompanied by elevated circulating levels of branched-chain amino acids (BCAAs), whereas both parameters were normalized by
chronic treatment with metformin (Met). Given the role of BCAAs in the regulation of tryptophan influx into the brain, we then explored
the activity of the serotonin (5-HT) system. Our results indicated that HFD-fed mice displayed impairment in the electrical activity of
dorsal raphe 5-HT neurons, attenuated hippocampal extracellular 5-HT concentrations and anxiety, one of the most visible and early
symptoms of depression. On the contrary, Met stimulated 5-HT neurons excitability and 5-HT neurotransmission while hindering
HFD-induced anxiety. Met also promoted antidepressant-like activities as observed with fluoxetine. In light of these data, we
designed a modified HFD in which BCAA dietary supply was reduced by half. Deficiency in BCAAs failed to reverse HFD-induced
metabolic impairments while producing antidepressant-like activity and enhancing the behavioral response to fluoxetine. Our
results suggest that Met may act by decreasing circulating BCAAs levels to favor serotonergic neurotransmission in the hippocam-
pus and promote antidepressant-like effects in mice fed an HFD. These findings also lead us to envision that a diet poor in BCAAs,
provided either alone or as add-on therapy to conventional antidepressant drugs, could help to relieve depressive symptoms in
patients with metabolic comorbidities.

Key words: branched-chain amino acids; depression; hippocampus; insulin resistance; metformin; serotonin

Significance Statement

Insulin resistance in humans is associated with increased risk of anxiodepressive disorders. Such a relationship has been also
found in rodents fed a high-fat diet (HFD). To determine whether insulin-sensitizing strategies induce anxiolytic- and/or
antidepressant-like activities and to investigate the underlying mechanisms, we tested the effects of metformin, an oral antidia-
betic drug, in mice fed an HFD. Metformin reduced levels of circulating branched-chain amino acids, which regulate tryptophan
uptake within the brain. Moreover, metformin increased hippocampal serotonergic neurotransmission while promoting
anxiolytic- and antidepressant-like effects. Moreover, a diet poor in these amino acids produced similar beneficial behavioral
property. Collectively, these results suggest that metformin could be used as add-on therapy to a conventional antidepressant for
the comorbidity between metabolic and mental disorders.
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Introduction
Insulin resistance (IR), defined as declined sensitivity of tissues to
the action of insulin, is associated with the development of seri-
ous health concerns such as overweight, hypertension, hyperlip-
idemia, cardiovascular disease, and type 2 diabetes (T2D).
Evidence also suggests the existence of a positive correlation be-
tween IR and major depression (Rasgon and Kenna, 2005). In-
deed, the induction of IR in rats or mice, using prolonged
exposure to high-fat diet (HFD), causes some hallmark symp-
toms of depression including anxiety, anhedonia, and despair
(Miyata et al., 2004; Ho et al., 2012; André et al., 2014; Gupta et
al., 2014; Dutheil et al., 2016; Yang et al., 2016; Zemdegs et al.,
2016; Hassan et al., 2018) and exacerbates behavioral abnormal-
ities observed in animal models of depression (Abildgaard et al.,
2011; Liu et al., 2014).

Although the neurobiological mechanisms underlying the re-
lationship between IR and depression have yet to be identified,
impairments of brain plasticity have been incriminated. In hu-
mans, associations between the severity of IR and the reduction of
brain volume have been unveiled (Last et al., 2007; Phillips et al.,
2018). In keeping with these results, mice or rats developing IR
display deficits in adult hippocampal neurogenesis (Lindqvist et
al., 2006; Stranahan et al., 2008; Lang et al., 2009; Park et al., 2010)
in a manner similar to that observed in animal models of depres-
sion (Surget et al., 2008; David et al., 2009). In marked contrast,
insulin-sensitizing strategies exert neuroprotective/neurotrophic
effects in rodents (Zhong et al., 2018). This has been reported
with the antidiabetic agents liraglutide, glyburide, and metformin
(Wang et al., 2012; Su et al., 2017; Weina et al., 2018). Given the
beneficial role of the serotonin (5-HT) system in the enhance-
ment of brain plasticity (Quesseveur et al., 2013), the possibility
that deficits in 5-HT neurotransmission underlie the comorbid-
ity between T2D/IR and depression, has been raised. Consistent
with this hypothesis, decreased levels of tryptophan were detected
in the CNS of patients with T2D (Kloiber et al., 2010; Herrera-
Marquez et al., 2011) or in rodents fed an HFD (Kim et al., 2013;
Derkach et al., 2015). Using intracerebral microdialysis, we
showed that mice fed an HFD displayed lower basal hippocampal
extracellular 5-HT concentrations (Zemdegs et al., 2016). Exag-
gerated stimulation of the monoamine oxidase activity—the en-
zyme responsible for 5-HT degradation— or the indoleamine
2,3-dioxygenase—the enzyme that metabolizes tryptophan along
the kynurenine pathway—are putative explanations for such
neurochemical changes (André et al., 2014; Dinel et al., 2014;
Gupta et al., 2014). We recently proposed that an increased sen-
sitivity of inhibitory somatodendritic 5-HT1A autoreceptors in
the dorsal raphe (DR) could be an alternative mechanism by

which IR might hinder hippocampal serotonergic transmission
(Zemdegs et al., 2016). Despite these possibilities, the role of
branched-chain amino acids [BCAAs; leucine (Leu), isoleucine
(Ile), and valine (Val)] in the relationship between IR and brain
extracellular 5-HT concentrations is gaining interest. Indeed, el-
evated circulating BCAA levels predict the severity of IR (New-
gard et al., 2009; Gannon et al., 2018) while limiting the uptake of
tryptophan into the brain through the blood– brain barrier
(BBB) by the large neutral amino acid transporter 1 (LAT1;
Pardridge, 1998). Thus, the rate of 5-HT production may be
affected by BCAAs, thereby leading to anxiodepressive symp-
toms, as shown in clinical (Fellendorf et al., 2018) and preclinical
studies (Coppola et al., 2013; Scaini et al., 2014; Asor et al., 2015).

On this backdrop, the present study determined whether met-
formin (an insulin-sensitizing drug belonging to the class of bi-
guanides) exerts beneficial effects on glucose metabolism, on the
electrical activity of DR 5-HT neurons, on the 5-HT release at the
nerve terminals, and on emotional behavior in a mouse model of
comorbid T2D/IR and depression. Moreover, given the associa-
tion among BCAAs, IR, and depression, and in light of their
negative impact on 5-HT neurotransmission, we also tested the
possibility that the antidepressant-like effects of metformin rely
on an attenuation of circulating BCAA levels.

Materials and Methods
Animals, diets, and drugs. The 5- to 7-week-old C57BL/6J male mice
(Elevages Janvier Farms) were housed four to five mice per cage under
standard conditions with a 12 h light/dark cycle. After 1 week of acclima-
tization, mice were randomly assigned to receive free access to a standard
diet (STD; STD A04, SAFE), an HFD (D12451, Research Diets) or a
half-BCAA-HFD (HFD-BCAA !/"; MD.1610 version, ENVIGO) up to
16 weeks (Table 1). We ensured that tryptophan quantity, the precursor
for 5-HT synthesis, was equivalent between STDs and HFDs. In a specific
experiment, STD and HFD mice were chronically administered with the
insulin-sensitizing agent metformin at the active dose of 300 mg/kg/d
(Sigma-Aldrich) or the selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) flu-
oxetine (Flx) at a dose of 18 mg/kg/d (Biotrend Chemikalien). Both drugs
were dissolved and given in the drinking water. The water consumption
per mouse per day (24 h) was monitored during the course of treatments.
Because daily water consumption might have differed between STD and
HFD mice, metformin and fluoxetine concentrations in drinking water
were adjusted accordingly to achieve comparable dosing. The purpose of
giving the metformin and fluoxetine in drinking water was to maintain a
constant level of these pharmacological compounds. For example, met-
formin is typically given to patients in an extended-release form so that
its effects can be sustained over long durations. All experimental proce-
dures were conducted in accordance with the European directive 2010/
63/UE and were approved by the French Ministry of Research and local
ethic committees (C2EA Grand Campus de Dijon N°105, APAFIS
#12342-2017082111489451 v6, and CE2A Université de Bordeaux N°50,
Apafis #8928).
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Table 1. Composition of the standard and high-fat diets

Diet composition STD HFD
HFD-
BCAA !/!

HFD-
BCAA !/"

Proteins (kcal%) 26 20 20 19
Carbohydrates (kcal%) 60 35 34 35
Lipids (kcal%) 3 45 46 46
Amino acids (g/kg)

BCAAs
Leucine 18.7 18.7 18.7 9.35
Isoleucine 11.7 11.7 11.7 5.85
Valine 14 14 14 7

Tryptophan 1.9 2.1 2.3 2.3
Energy content (kcal/kg dry diet) 2790 4720 4570 4590
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Metabolic parameters: glucose tolerance test. Animals were individually
housed, weighed, and fasted for 5 h with free access to water. Blood
glucose level was measured from tail prick (Accu-Chek Performa Glu-
cometer, Roche) at 0 min (basal), 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min after the
administration of glucose (2 g/kg) in an intraperitoneal glucose tolerance
test (ipGTT). During ipGTT, the area under the curve (AUC) was calcu-
lated using the coordinate axis set at 100. For plasma insulin levels, blood
samples were collected through tail prick in heparinized capillary tubes
(Microvette CB 300 K2E, Sarstedt). Blood was centrifuged (10,000 rpm;
10 min), and plasma was collected and stored at "80°C before analysis.
Insulin was measured using the AlphaLISA method, according to man-
ufacturer instructions (human insulin kit; catalog #AL204C, PerkinEl-
mer). The homeostasis model assessment (HOMA) of IR (HOMA-IR)
scores were calculated from glucose and insulin concentrations obtained

from mice after 5 h of fasting. The following
equation was used: fasting blood glucose (in
milligrams per deciliter) # fasting insulin (in
nanograms per milliliter)/405. HOMA-IR
!2.8 represents an insulin resistance state
(Matthews et al., 1985).

Plasma amino acids analysis. The BCAA con-
centration from plasma samples was measured
using a BCAA (leucine, isoleucine, and valine)
assay kit (catalog #MAK003, Sigma-Aldrich)
according to manufacturer instructions using a
coupled enzyme reaction, which results in a
colorimetric (450 nm) product, proportional
to the BCAA present.

In vivo single-unit recordings of 5-HT neu-
rons in the dorsal raphe nucleus. Mice were
anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg,
i.p.) and placed in a stereotaxic frame with the
skull positioned horizontally. To maintain a
full anesthesia, chloral hydrate supplements of
100 mg/kg, i.p., were given as needed. Extracel-
lular recordings in the DR were performed
using single glass micropipettes (Stoelting Eu-
rope) pulled on a pipette puller (Narishige)
and preloaded with a 2 M NaCl solution (im-
pedances from 2.5 to 5 M$). Micropipettes
were positioned 0.2– 0.5 mm posterior to the
interaural line on the midline and lowered into
the DR, attained at a depth between 2.5 and 3.5
mm from the brain surface. 5-HT neurons
were identified using the following criteria: a
slow (0.5–2.5 Hz) and regular firing rate and a
long-duration positive action potential. In
each mouse, several tracts were performed to
measure the spontaneous firing rate of DR
5-HT neurons. Firing rates were determined by
monitoring the average discharge frequency of
DR 5-HT neurons under each experimental
condition. The number of neurons recorded
per track was also determined.

Brain slice patch-clamp recordings of DR
5-HT neurons. Patch-clamp recordings were
performed on brain slices from Pet1-cre-
mCherry mice obtained by crossing Pet1-cre
mice (a gift from Dr. P. Gaspar, Institut du
Fer à Moulin, Inserm, UMR-S 839, Paris,
France; Kiyasova et al., 2011) with B6.Cg-
Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J mice
(The Jackson Laboratory). Briefly, 4-month-
old mice fed an STD or HFD for 16 weeks were
intracardially perfused during the killing of the
mice (exagon/lidocaine, 300/30 mg/kg, i.p.)
with ice-cold NMDG solution [containing the
following (in mM): 1.25 NaH2PO4, 2.5 KCl, 7
MgCl2, 20 HEPES, 0.5 CaCl2, 28 NaHCO3, 8
D-glucose, 5 L(!)-ascorbate, 3 Na-pyruvate, 2

thiourea, 93 NMDG, and 93 HCl 37%; pH 7.3–7.4, osmolarity, 305–310
mOsM]. Brains were quickly removed, and 250 "m slices containing the
DR were prepared with a vibratome (catalog #VT1000S, Leica) in ice-
cold oxygenated NMDG solution before recovery for 12–15 min into at
34°C in the oxygenated NMDG solution. Slices were then transferred at
room temperature into an aCSF solution [containing the following (in
mM): 124 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 MgCl2, 2.5 CaCl2, 2.5
D-glucose, and 25 NaHCO3; pH 7.3–7.4, osmolarity, 305–310 mOsM] for
at least 1 h.

Slices were transferred in the recording chamber placed under a mi-
croscope (Nikon) outfitted for fluorescence and IR-differential interfer-
ence contrast video microscopy and perfused with oxygenated aCSF at
2–3 ml/min in the recording chamber. Viable DR 5-HT neurons were

Figure 1. Chronic administration of metformin reverses HFD-induced glucose metabolism impairment. Two groups of mice
were fed an HFD for 16 weeks and chronically treated with Met (300 mg/kg) or its Veh in the drinking water for the last 4 weeks. The
control group of mice was fed an STD and administered the Veh. A–H, Data are the mean % SEM of body weight from week 0 to
week 16 (A), final body weight (F(2,27) & 10.4; p & 0.0004; B), fluid intake (C), basal fasting glycemia (F(2,27) & 23.9; p & 0.0001;
D), basal fasting insulinemia (F(2,27) & 10.1; p & 0.0008; E), HOMA-IR (F(2,27) & 11.2; p & 0.0005; F ), and glucose tolerance in
response to the intraperitoneal administration of glucose (for AUC0 –120: F(2,27) & 24.9; p & 0.0001; 2 g/kg; G, H ). n & 10
mice/group. *p ' 0.05 and ***p ' 0.001: significantly different from the STD-Veh group. #p ' 0.05 and ###p ' 0.001:
significantly different from the HFD-Veh group.
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visualized with a fluorescence video camera (Nikon). Borosilicate pi-
pettes (4 – 6 M$; outer diameter, 1.5 mm; Sutter Instrument) were filled
with an intracellular solution [containing the following (in mM): Kglu-
conate solution: 128 Kgluconate, 20 NaCl, 1 MgCl2, 1 EGTA, 0.3 CaCl2,
2 Na2-ATP, 0.3 Na-GTP, 0.2 cAMP, and 10 HEPES; CsCl solution: 150
CsCl, 2 MgCl2, 1 EGTA, 3 Na2-ATP, 0.3 Na-GTP, 0.2 cAMP, and 10
HEPES; pH 7.3–7.4, osmolarity, 280 –290 mOsM]. Recordings were
made using a Multiclamp 700B amplifier, digitized using the Digidata
1440A interface and acquired at 2 kHz using pClamp 10.5 software (Mo-
lecular Devices). Pipettes and cell capacitances were fully compensated,
but the junction potential was not corrected. Intrinsic properties of DR
5-HT neurons were recorded in whole-cell Iclamp mode by injecting a 10
pA current step from "80 to 110 pA on a cell held at "60 mV by constant
current injection. sEPSCs or sIPSCs were recording in Vclamp mode on
cells hold at "60 mV. Picrotoxin (100 "M) was added to the baths for
IPSC recordings. Both sEPSCs and sIPSCs were recorded for 10 min and
analyzed during the last minute of the recording.

Figure 2. Chronic administration of metformin reverses HFD-induced increase in plasma
BCAA levels. Two groups of mice were fed an HFD for 16 weeks and chronically treated with Met
(300 mg/kg) or its Veh in the drinking water for the last 4 weeks. The control group of mice was
fed an STD and administered the Veh. Data are the mean % SEM of plasma levels of BCAAs (Leu,
Val, Iso-Leu; F(2,18) & 13.7; p & 0.0003). n & 7 mice/group. **p ' 0.01: significantly different
from STD-Veh group. ###p ' 0.001: significantly different from the HFD-Veh group.

Figure 3. Chronic administration of metformin increases the activity of 5-HT neurons in the DR nucleus of mice fed an HFD. Two groups of mice were fed an HFD for 16 weeks and were
chronically treated with Met (300 mg/kg) or its Veh in the drinking water for the last 4 weeks. The control group of mice was fed an STD and administered the Veh. A, B, Data are the
mean % SEM of the number of presumed DR 5-HT neurons recorded per track (F(2,19) & 1.2; p & 0.31; A) and of DR 5-HT firing rate (in Hz; F(2,269) & 3.5; p & 0.031; B). C, As a validation
of the serotonergic nature of the recorded neurons in the DR, typical traces of a mouse from each experimental group are presented showing their responses to an acute subcutaneous
administration of the 5-HT1A receptor agonist 8-OHDPAT (0.1 mg/kg per injection) and the 5-HT1A receptor antagonist WAY100635 (1 mg/kg). n & 5–9 mice/group. #p ' 0.05:
significantly different from the HFD-Veh group.
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Figure 4. Metformin reverses HFD-induced impairment of the electrical properties of DR 5-HT neurons. A, Two groups of Pet1-cre-mCherry mice were fed an HFD for 16 weeks and chronically
treated with Met (300 mg/kg) or its Veh in the drinking water for the last 4 weeks. The control group of mice was fed an STD and administered the Veh. A, right, Images in bright field (upper panel)
or fluorescence (lower panel) of 5-HT neurons expressing the red fluorescent protein mCherry in the DR of Pet1-cre-mCherry mice. The scale bar on each image represents 10 "m B, Mean membrane
potential (B, left) and quantification of the input resistance (B, right) in response to hyperpolarizing currents. B, left, Data are the mean%SEM of membrane potentials in response to hyperpolarizing
current step injections (ANOVA: F(14,399) & 7.463; p ' 0.0001). B, right, Input resistance was calculated using linear regression from an I–V curve according to Ohm’s law. Comparison between
groups was performed using ANOVA (F(2,57) & 754.1; p ' 0.0001). C–D, Representative traces of 5-HT neurons from WT (black), HFD (gray), or HFD-Met (blue) mice in response to depolarizing
currents (C). D, Quantification of the number of spikes in response to depolarizing currents from rheobase. Data are the mean % SEM of the number of spikes in response to relative current injected
(ANOVA: F(16,408) & 3.795; p ' 0.0001). E, Representative traces of 5-HT neurons from STD (black), HFD (gray), and HFD-Met (blue) mice in response to phenylephrine (Figure legend continues.)
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Intracerebral microdialysis in the ventral hippocampus of awake freely
moving mice. Mice were implanted with a home-made microdialysis
probe in the ventral hippocampus (vHP). Stereotaxic coordinates from
bregma were as follows (in mm): antero-posterior (AP), "2.5; lateral (L),
%2.7; and dorso-ventral (DV), "3.0. Twenty-four hours later, probes
were connected to a microinjection pump for a continuous perfusion of
aCSF (147 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, and 1.2 mM CaCl2,
adjusted to pH 7.4 with 2 mM sodium phosphate buffer) containing the
serotonin reuptake inhibitor escitalopram (1 "M) at a flow rate of 1.5
"l/min. Samples (15 "l) were collected every 15 min and analyzed with a
high-performance liquid chromatography system equipped with a 2.6
"m C18 reverse-phase analytical column (50 # 3.0 mm; Accucore,
Thermo Fisher Scientific) coupled with electrochemical detection (Di-
onex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific). The mobile phase con-
taining 150 mM NaH2PO4, 4.76 mM citric acid, 50 mm EDTA, 1.5 mM

SDS, 10% methanol, and 15% acetonitrile, adjusted to pH 5.6 with
NaOH, was delivered at a flow rate of 0.3 ml/min. The amount of 5-HT in
dialysate samples was calculated by measuring the peak heights relative to
external standards and was expressed as a percentage of the basal value
measured in the four initial fractions. At the end of the experiments, the
localization of the microdialysis probes was verified histologically.

Behavioral tests. Animals were tested in different behavioral paradigms
starting with the less stressful paradigm and finished with the most stress-
ful one. A 2 d recovery period between each test was respected.

An open field (OF) test was performed in Plexiglas boxes (40 # 40 cm;
Mouse Open Field Arena ENV-510, Med Associates) during a 10 min
session. The total ambulatory distance was monitored using the Activity
Monitor software (SOF-811, Med Associates) to eliminate any putative
bias link to a psychostimulant or a sedative effect.

Elevated plus maze (EPM) was performed in an apparatus manufac-
tured by Ugo Basile, with four 5-cm-wide and 35-cm-long arms, two of
which are open: the wall in the closed arms is 15 cm high. Each mouse was
allowed to explore the apparatus for 5 min. Global activity was assessed
by measuring the time and number of entries into the open arms for
which animals display innate aversion.

Novelty suppressed feeding (NSF) was performed in a white plastic
box (30 # 60 cm). Mice were food deprived for 24 h while maintaining
water ad libitum. On the day of testing, mice were removed from their
home cage and transferred to a new clean cage for 1 h. They were then
individually placed in the corner of a box with a food pellet on a white
square filter paper at the center of the arena under a bright light ((60 W).
The latency for the animal to approach and take its first bite of the food
was recorded (cutoff, 10 min). Immediately after the test, the feeding
drive of each mouse was assessed by returning it individually to the
familiar environment of the home cage and measuring the latency to eat
and the amount of food consumed over a period of 5 min. Since each
mouse was tested with their respective food pellet, the latter parameter
was calculated based on caloric value consumed using the following for-
mula [(pellet weight before (in grams) " pellet weight after (in grams) #
number of calories/gram diet (STD, 2.79 calories/g; HFD, 4.73 calories/

gram)/mouse body weight]. These parameters were determined to en-
sure the absence of differences in hunger/motivation.

A tail suspension test (TST) was performed using the Tail Suspension Test
System (BIOSEB) during a 6 min session. Immobility time was scored as an
index of resignation. Mice movements in terms of energy and power in
motion were measured to ensure the absence of any locomotor bias.

A splash test (ST) was performed for a 5 min period as previously
described (David et al., 2009). After squirting 200 "l of a 10% sucrose
solution on the snout of the mouse, grooming time was scored by a single
experimenter as an index of self-care.

Statistical analysis. Unpaired Student’s t test was used to evaluate the
metabolic and behavioral effects of metformin compared with vehicle
(Veh) in mice fed an STD. For all other experiments, mice were fed an STD
or HFD, and one- or two-way ANOVAs were applied, when appropriate, by
post hoc tests (protected least significant difference) using GraphPad Prism
(GraphPad Software). In the NSF, we used the Kaplan–Meier survival rep-
resentation to indicate the fraction of animals not eating during the test. The
accepted level of significance was set at p # 0.05.

Results
Metformin does not modify glucose metabolism and
emotionally related behaviors in mice fed an STD
In the first part of this study, the effects of 4 weeks of administra-
tion of Met, an oral antidiabetic drug displaying insulin-
sensitizing properties, were evaluated on metabolism and
behavior in mice fed an STD. Comparing STD-Veh (n & 9) and
STD-Met (n & 8) mice using an unpaired t test, we found no
statistical differences between groups on final body weight
(31.5 % 0.5 vs 30.2 % 0.6 g; p & 0.4), fasting glycemia (122 % 6 vs
110 % 4 mg/dl; p & 0.1), fasting plasma insulin (1.3 % 0.3 vs 0.7 %
0.1 ng/ml; p & 0.3), HOMA-IR (0.39 % 0.09 vs 0.19 % 0.03; p &
0.1), and glucose tolerance (AUC0 –120: 565 % 57 vs 597 % 105;
p & 0.4). Similarly, at the behavioral level, no significant differ-
ences were detected between STD-Veh and STD-Met mice re-
garding their performances in the EPM (time: 69 % 6 vs 67 % 11 s,
p & 0.8; entries in open arms: 7.4 % 1 vs 7.8 % 1 s, p & 0.8), the
NSF (latency to feed: 163 % 19 vs 202 % 46 s, p & 0.5), and the
TST (88 % 6 vs 78 % 8 s, p & 0.4).

Metformin improves glucose metabolism in mice fed an HFD
We then tested the effects of Met in mice fed an HFD for 16 weeks.
Exposure to HFD induced a significantly higher increase in body
weight from the 1st to the 12th week than that observed in control
mice fed an STD. Before the initiation of the different treatments
(12th week), HFD groups of mice were balanced, and the average
individual weights were similar (Fig. 1A). Four weeks later (16th
week), higher body weight was observed in HFD-Veh relative to
control mice fed an STD (p & 0.0003; Fig. 1A,B), whereas HFD-
Met mice had lower body weight than HFD-Veh mice (p & 0.02;
Fig. 1A,B). During this period, fluid intake was similar among
STD-Veh, HFD-Veh, and HFD-Met mice (Fig. 1C). With respect
to the other metabolic measures, an HFD increased fasting glyce-
mia (p & 0.0001), insulinemia (p & 0.0006), and the HOMA-IR
(p & 0.0004) relative to controls (Fig. 1D–F). All of these param-
eters were decreased in HFD-Met mice compared with HDF-Veh
mice, albeit not statistically significant for insulinemia (p &
0.0001; p & 0.13; p & 0.04; Fig. 1D–F). In keeping with the latter
observations, HFD-Veh mice displayed glucose intolerance (p &
0.0002), and this effect was reversed by Met (p & 0.0002; Fig.
1G,H). Together, these data show that HFD-fed mice displayed
obvious metabolic disturbances, whereas chronic treatment with
Met reversed these metabolic impairments through insulin-
sensitizing properties.

4

(Figure legend continued.) application (5 "M; left) and quantification of action potential
frequency during the last minute of the recordings (right). Data are the mean % SEM of firing
rate frequency in response to phenylephrine (5 "M; ANOVA: F(2,21)&10,24; p & 0.0008). F, G,
Representative action potential (AP) of 5-HT neurons from STD (black), HFD (gray), and HFD-
Met (blue) mice (F); and quantification of AP threshold, amplitude, afterhyperpolarization, rise
time, and decay time (G). Data are the mean % SEM of neuron AP intrinsic properties. ANOVA:
AP threshold (F(2,60) & 0.3278; p & 0.7218); AP amplitude (F(2,60) & 24.33; p ' 0.0001); AHP
amplitude (F(2,60) & 8.657; p & 0.0005); AP rise time (F(2,60) & 8.314; p & 0.0007); AP decay
time Kruskal–Wallis test (K & 7.149; p & 0.0280). H, I, Representative traces and quantifica-
tion of the frequency and amplitude of IPSCs (H) or EPSCs (I) onto 5-HT neurons from STD (black)
and HFD (gray) mice. Data are the mean % SEM of sIPSC frequency (Mann–Whitney test: U &
399.5; p & 0.9588) and peak amplitude (U & 359; p & 0.4888). I, Data are the mean % SEM
of sEPSC frequency (U & 155.5; p & 0.7106) and peak amplitude (unpaired t test, p & 0.2220).
*p ' 0.05; **p ' 0.01; ***p ' 0.001: significantly different from STD-Veh group. #p ' 0.05;
##p ' 0.01; ###p ' 0.001: significantly different from HFD-Veh group.

5940 • J. Neurosci., July 24, 2019 • 39(30):5935–5948 Zemdegs et al. • Neurobehavioral Effects of Metformin and BCAAs



Metformin decreases plasma levels of BCAAs in mice fed
an HFD
Because elevated circulating BCAAs levels have been correlated
with the severity of insulin resistance (Gannon et al., 2018) and
neurobehavioral abnormalities (Coppola et al., 2013), we mea-
sured the plasma levels of these amino acids. As expected, HFD-
Veh mice displayed a marked increase in plasma BCAAs (p &
0.0038) compared with STD-Veh mice, and this rise in plasma
BCAA content was significantly attenuated in HFD-Met mice
(p & 0.0003; Fig. 2).

Metformin positively influences the
serotonergic system in mice fed an HFD
Because BCAAs share the same transport
protein into the brain with aromatic
amino acids such as tryptophan, the sole
precursor of centrally produced 5-HT, we
then questioned the impact of these
changes in plasma levels of amino acids on
the serotonergic system. We first studied
the activity of presumed DR 5-HT neu-
rons using in vivo electrophysiology. Re-
sults indicated that the average number of
cells recorded per track was not different
among the experimental groups (Fig. 3A).
However, although the firing rate of DR
5-HT neurons was not modified in HFD-
Veh mice compared with STD-Veh mice,
the statistical analysis revealed a signifi-
cant increase in the firing rate of these
neuronal populations in HFD-Met mice
compared with HFD-Veh mice (p &
0.032; Fig. 3B,C).

Using patch-clamp electrophysiology
on brain slices from Pet1-cre-mCherry
mice to selectively visualized DR 5-HT
neurons (Fig. 4A), we found decreased in-
put resistance in these neurons in HFD-
Veh mice compared with STD-Veh mice
without modification of the number of
spikes evoked by depolarizing currents
(p ' 0.0001; Fig. 4B–D). Met treatment
increased the input resistance (p ' 0.0001;
Fig. 4B) and the number of spikes in re-
sponse to depolarizing currents of 5-HT
neurons compared with STD- or HFD-
fed mice (p ' 0.0001; Fig. 4C,D). In HFD-
Veh mice, an attenuated response to
phenylephrine application was also ob-
served (p & 0.0006; Fig. 4E) whereas Met
treatment reversed this parameter (p &
0.0339). Of particular note are the impair-
ments of some of the intrinsic properties
of 5-HT neuron action potentials in HFD-
Veh mice, which were partially reversed in
HFD-Met mice (Fig. 4F,G). Interestingly,
the frequency and amplitude of sEPSCs or
sIPSCs in 5-HT neurons was not affected
by HFD feeding (p & 0.7106 and p &
0.2220 for sEPSCs, respectively; p &
0.9588 and p & 0.4888 for sIPSCs, respec-
tively; Fig. 4H, I). These data suggest that
the effects of the diet on the electrical
properties of 5-HT neurons were not

due to changes in glutamate or GABA presynaptic inputs.
To determine whether changes in electrical properties of DR

5-HT neurons have in vivo consequences on basal extracellular
5-HT levels ([5-HT]ext) in the vHP, we conducted intracerebral
microdialysis experiments (Fig. 5). This brain region is endowed
with a dense serotonergic innervation from the DR and is partic-
ularly important in anxiolytic-like/antidepressant-like responses.
Basal [5-HT]ext levels were significantly decreased in the HFD-
Veh mice (p & 0.04) and HFD-Met mice (p & 0.03; Fig. 5A,B)
compared with STD-Veh mice. Testing the effect of a challenge

Figure 5. Chronic administration of metformin modulates 5-HT release in the ventral hippocampus of mice fed an HFD. Two
groups of mice were fed an HFD for 16 weeks and were chronically treated with Met (300 mg/kg) or its Veh in the drinking water
for the last 4 weeks. The control group of mice was fed an STD and administered the Veh. A, B, Data are the mean % SEM of basal
extracellular 5-HT levels in the vHP (pg/15 "l) on a 0 –120 min period (F(2,13) & 4.5; p & 0.03). C, Data are the mean % SEM of
[5-HT]ext levels in vHP, expressed as percentages of the respective basal values following exposure to an intraperitoneal admin-
istration of fluoxetine (18 mg/kg). D, AUC (mean % SEM) values calculated for the amount of 5-HT in the vHP outflow measured
during the 135–180 min after Flx administration and expressed as percentages of baseline (F(2,13) & 7.4; p & 0.007). E, Coronal
sections of a C57BL/6 mouse brain showing the location of the concentric microdialysis probes tips in the hippocampus. The black,
gray, and blue lines indicate the brain zone of the membrane from STD-Veh, HFD-Veh, and HFD-Met mice, respectively. *p ' 0.05:
significantly different from the STD-Veh group. ##p ' 0.01: significantly different from the HFD-Veh group. $p ' 0.05: signifi-
cantly different from the 100% value.
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dose of Flx to produce an acute inactiva-
tion of the serotonin transporter (SERT),
we observed that this pharmacological
compound significantly increased the
percentage of [5-HT]ext over baseline in
STD-Veh and HFD-Met mice (p & 0.013
and p & 0.0011, respectively), but such a
response was not apparent in HFD-Veh
mice (p & 0.46; Fig. 5C,D). Interestingly
the neurochemical effect of Flx was higher
in HFD-Met than that observed in the
other groups (Fig. 5C,D).

Metformin promotes anxiolytic/
antidepressant-like activities in mice
fed an HFD
Finally, we sought to determine how these
properties reverberated at the behavioral
level. The SSRI Flx was used as positive
control. We first control the locomotor
activity of mice using the OF, and we
showed that this parameter was not signif-
icantly different between groups (Fig. 6A).
In the EPM, HFD-Veh mice displayed de-
creased time (p & 0.0045) and entries in
open arms (p & 0.0002) compared with
STD-Veh mice. These anxiogenic-like re-
sponses were partially reversed in HFD-
Met-treated mice (p & 0.04 and p & 0.09)
but not in HFD-Flx-treated mice (p &
0.99 and p & 0.99; Fig. 6B,C). In the NSF,
an increased latency to feed, which can be
also used as a readout for anxiety, was de-
tected in HFD-Veh mice (p & 0.0001).
This behavior was significantly attenuated
in HFD-Met mice (p & 0.015) and HFD-
Flx mice (p & 0.0001) compared with
HFD-Veh mice (Fig. 6D). In an attempt to
verify that the latter results could not be
attributable to changes in hunger, we ver-
ified that the latency to eat in the home
cage was the same in all experimental
groups (Fig. 6E). Interestingly, food home
cage consumption based on caloric value
consumed was significantly higher in HFD-Veh mice (p &
0.0001), HFD-Met mice (p & 0.0001), and HFD-Flx mice (p &
0.0001) compared with STD-Veh mice (Fig. 6F), thereby rein-
forcing the idea that the increased latency to eat during the test
was not related to the fact that HFD mice were less starved. We
also evaluated other symptoms of depression such as despair in
the TST. No changes in the time of immobility was detected in
HDF-Veh mice (p & 0.69) compared with controls. However, we
found a decrease of this parameter in HFD-Met mice (p & 0.04)
and HFD-Flx mice (p & 0.04) relative to HFD-Veh mice (Fig.
6G). Overall, these results indicated that mice fed an HFD har-
bored a robust anxious phenotype. In this model, Met elicited
both anxiolytic- and antidepressant-like responses.

BCAA deficiency in diet exerts anxiolytic-/antidepressant-like
effects without improvement of glucose metabolism in mice
fed an HFD
As Met improves glucose metabolism, decreases plasma BCAA
levels, and elicits anxiolytic-/antidepressant-like activities in mice

fed an HFD, we tested the possibility that deficiency in these
specific amino acids could exert beneficial effects both on periph-
eral parameters and neurobehavioral responses. With this pros-
pect, we designed a modified HFD in which the BCAA dietary
supply was reduced by half. The plasma levels of BCAAs was
reduced by (40% in HFD-BCAA!/" mice compared with HFD-
BCAA!/! mice (p & 0.0001; Fig. 7A).

Exposure to HFD-BCAA!/! for 16 weeks induced a signifi-
cant increase in body weight, fasting glycemia, and insulinemia
(p & 0.0001; p & 0.04; p & 0.04); and resulted in a significant
glucose intolerance (p & 0.0001) compared with control mice fed
an STD (Fig. 7B–G). The same phenotype was observed in HFD-
BCAA!/" mice (p & 0.0001, p & 0.008, p & 0.04, and p &
0.0001), and no differences between HFD-BCAA!/! and HFD-
BCAA!/" mice (p & 0.73; p & 063; p & 0.99 and p & 0.91; Fig.
7B–G) were detected, showing that the partial deficiency in BCAA is
not sufficient to reverse glucose metabolism impairments.

As regards behavioral consequences, we reported that the lo-
comotor activity was similar in the different experimental groups

Figure 6. Chronic administration of metformin reverses HFD-induced anxiety-/depressive-like effects. Three groups of mice
were fed an HFD and administered Met (300 mg/kg), or Flx (20 mg/kg) or its Veh in the drinking water for 4 weeks. The control
group of mice was fed an STD and administered the Veh. A–G, Data are the mean % SEM of the total distance traveled in the open
field for 10 min [F(3,36) & 2.8; p & 0.06]; A), time spent, and number of entries in open arms in the EPM (F(3,36) & 6.7, p & 0.0011;
and F(3,36) & 10.2, p & 0.0001; B, C), latency to feed in the NSF (F(3,36) & 22.8, p & 0.0001; D), latency to feed in the home cage
(F(3,36) & 0.22, p & 0.88; E), food home cage consumption based on caloric value consumed (F(3,36) & 17.6; p & 0.0001; F), and
time of immobility in the TST (F(3,36) & 6.4; p & 0.0013; G). n & 10 mice/group. **p ' 0.01 and ***p ' 0.001: significantly
different from STD-Veh group. #p ' 0.05, ##p ' 0.01 and ###p ' 0.001: significantly different from HFD-Veh group.
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(Fig. 8A). In the EPM, HFD-BCAA!/! and HFD-BCAA!/" mice
displayed a decrease in time (p & 0.04 and p & 0.03) and/or
entries in open arms (p & 0.53 and p & 0.013; Fig. 8B,C) com-
pared with STD mice. No differences between HFD-BCAA!/!

and HFD-BCAA!/" mice were detected (p & 0.82 and p & 0.12).
In the NSF, although a significant increase in latency to feed was
detected in HFD-BCAA!/! and HFD-BCAA!/" mice compared
with STD mice (p & 0.0002 and p & 0.0065; Fig. 8D), both groups
displayed similar responses in this paradigm (p & 0.35). The
latency to eat in the home cage was the same in all experimental
groups (Fig. 8E), whereas food home cage consumption based on
caloric value consumed was higher in HFD-BCAA!/! and HFD-
BCAA!/" mice compared with STD mice, but did not reach
statistical significance (Fig. 8F). In the TST, a significant decrease
in the time of immobility was detected in HFD-BCAA!/" mice
compared with HFD-BCAA!/! mice (p & 0.021; Fig. 8G). Fi-
nally, we showed a higher latency of first grooming in HFD-

BCAA!/! mice (p & 0.04) but not in
HFD-BCAA!/" mice (p & 0.61) com-
pared with STD mice in the ST, and a sig-
nificant difference was observed between
the latter groups (p & 0.019; Fig. 8H).
Together, these results led us to envision
that deficiency in BCAA might exert
antidepressant-like properties while main-
taining a high level of anxiety.

In a last series of experiments, we asked
how such deficiency in amino acids im-
pacts the response to an acute administra-
tion of Flx in the TST. A few days after the
first session of TST, we resubmitted the
same animals to this procedure and found
that a single administration of Flx signifi-
cantly decreased the percentage of time of
immobility in controls (p & 0.03) but not
in HFD-BCAA!/! mice (p & 0.37; Fig.
9). The antidepressant-like effect of Flx
was fully restored in HFD-BCAA!/" mice
(p & 0.009; Fig. 9).

Discussion
This study was designed to determine the
neurobehavioral effects of Met in mice fed
an HFD and to decipher its putative
mechanism of action focusing on the se-
rotonergic system and its projections to
the hippocampus, a brain region morpho-
logically and functionally affected in ma-
jor depression (MacQueen and Frodl,
2011). One of the most remarkable results
reported herein is the fact that HFD-
induced peripheral IR was accompanied
by elevated levels of circulating BCAAs. In
the CNS, HFD impaired both the electri-
cal properties of DR 5-HT neurons and
5-HT release, resulting in altered emo-
tionally related behaviors, whereas Met
improved all these peripheral and central
parameters. Because changes in plasma
BCAAs are known to limit tryptophan
availability into the brain, we also pro-
vided evidence that partial deficiency of
BCAAs in diet is sufficient to exert
antidepressant-like activity.

It is now well accepted that in homogenous C57BL/6J mice,
HFD feeding leads to IR (Burcelin et al., 2002). In agreement with
this finding, we reported that exposure to an HFD for 16 weeks
elicits glucose metabolic impairments. Met, which belongs to a
class of insulin-sensitizing drugs, significantly decreased body
weight and improved peripheral IR in mice fed an HFD. Its ben-
eficial effects on peripheral metabolism have been attributed to
several peripheral processes including the activation of AMP-
activated protein kinase (AMPK) pathway, reduction in hepatic
gluconeogenesis, and stimulation of glucose uptake in skeletal
muscle (Graham et al., 2011). Interestingly, increased IR drives
higher circulating fasting BCAA levels (Mahendran et al., 2017),
while rats fed a diet high in BCAAs displayed increased rates of IR
(Newgard et al., 2009; Zhao et al., 2016). Here, we demonstrated
that HFD mice displayed elevated plasma levels of BCAAs,
whereas Met reversed this parameter. Interestingly, 5-HT synthe-

Figure 7. Partial deficiency in BCAAs does not improve glucose metabolism in mice fed an HFD. Two groups of mice were fed an
HFD with a normal or reduced content of branched-chain amino acids (HFD-BCAA !/! and HFD-BCAA !/"; respectively). The
control group of mice was fed an STD. A–G, Data are the mean % SEM of plasma levels of BCAAs (Leu, Val, Iso-Leu; F(2,27) & 26.1;
p & 0.0001; A), body weight from week 0 to week 16 (B), final body weight (F(2,27) & 18.8; p & 0.0001; C), basal fasting glycemia
(F(2,27) & 5.6; p & 0.008; D), basal fasting insulinemia (F(2,27) & 4.6; p & 0.02; E), glucose tolerance in response to the
intraperitoneal administration of glucose (2 g/kg; for AUC0 –120: F(2,27) & 14.7; p & 0.0001; F, G). n & 10 mice/group. *p ' 0.05,
**p ' 0.01 and ***p ' 0.001: significantly different from STD-Veh group. ###p ' 0.001: significantly different from HFD-
BCAA !/! mice.
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sis in neurons can be influenced by tryp-
tophan uptake into the brain, which
occurs through the LAT1 on the BBB that
it shares with the BCAAs (Yamamoto and
Newsholme, 2000; Fernstrom, 1983,
2013). Thus, we hypothesized that
chronic exposure to an HFD could raise
plasma BCAA concentrations sufficiently
to limit the uptake of tryptophan into the
brain as a result of the competition be-
tween amino acids, and thereby reduce
neuronal 5-HT synthesis and release from
nerve terminals. This is consistent with
findings reporting that supplementation
in BCAAs reduced brain 5-HT content in
rats (Choi et al., 2013) and induced
depressive-like symptoms in rodents such
as anxiety (Coppola et al., 2013) or anhe-
donia (Scaini et al., 2014). By attenuating
circulating BCAA levels, Met could favor
tryptophan availability in the brain and
thereby positively reverberate on central
5-HT tone. In an attempt to confirm this
assumption and to provide a more valu-
able insight into the impact of the modu-
lation of circulating BCAAs on the activity
of the serotonergic system, electrophysio-
logical and microdialysis experiments
were conducted.

In vivo electrophysiological experiments
indicated that an HFD did not modify the
basal firing rate of DR 5-HT neurons,
whereas patch-clamp recordings pointed
out that the intrinsic properties of these
neurons were significantly impaired. It is
plausible that the altered excitability ob-
served in patch-clamp recordings would not
affect the basal firing rate but would rather
limit DR neuron activation in response to
diverse stimuli that notably increased nor-
epinephrine release, which is known to ac-
celerate the pacemaker activity of 5-HT
neurons in an $1 adrenoceptor-dependent
manner (Aghajanian, 1985). Accordingly,
we found that the phenylephrine-induced
increased firing rate is blunted after HFD feeding. Met increased the
firing rate of DR 5-HT neurons and reversed the impairments of
electrical parameters detected in HFD mice. These electrophysiolog-
ical data parallel the altered extracellular 5-HT levels ([5-HT]ext) in
the vHP of mice fed an HFD. Indeed, using in vivo microdialysis, we
reported a twofold decrease in basal extracellular [5-HT]ext in HFD
mice. However, Met failed to reverse this neurochemical response.
Because 5-HT outflow measured by microdialysis reflects a balance
between 5-HT uptake and release (Guiard et al., 2006), we assumed
that any increase in 5-HT release at the nerve terminals may be
counterbalanced by an active 5-HT reuptake process. If this assump-
tion is correct, the stimulating effects of Met on basal extracellular
5-HT levels would be revealed in the presence of a SERT inhibitor.
Accordingly, we showed that the acute administration of Flx elicited
a greater increase in hippocampal [5-HT]ext in HFD-Met mice than
in HFD-Veh.

We next questioned the effects of Met on anxiety- and
depressive-like phenotypes, which are finely regulated by 5-HT

Figure 8. Partial deficiency in BCAAs promotes antidepressant-like effects in mice fed an HFD. Two groups of mice were fed an
HFD with a normal or reduced content of branched-chain amino acids (HFD-BCAA !/! and HFD-BCAA !/"; respectively). A–H,
The control group of mice was fed an STD. Data are the mean % SEM of total distance traveled in the open field for 10 min (F(2,27)

& 0.3; p & 0.74; A), time spent and the number of entries in open arms (F(2,27) & 4.4, p & 0.02; and F(2,27) & 4.7, p & 0.016; B,
C), latency to feed in the novelty suppressed feeding (F(2,27) & 11.9, p & 0.0002; D), latency to feed in the home cage (F(2,27) &
1.4, p & 0.25; E), food home cage consumption based on caloric value consumed (F(2,27) & 1.2, p & 0.3; F), time of immobility in
the tail suspension test (F(2,27) & 4.2, p & 0.025; G), and latency of first grooming in the splash test (F(2,27) & 4.5, p & 0.02; H).
n & 10 mice/group. *p ' 0.05, **p ' 0.01 and ***p ' 0.001: significantly different from STD-Veh group. #p ' 0.05: signifi-
cantly different from HFD-BCAA !/! mice.

Figure 9. Partial deficiency in BCAAs restores normal response to the antidepressant fluox-
etine in mice fed an HFD. Two groups of mice were fed an HFD with a normal or reduced content
of branched-chain amino acids (HFD-BCAA !/! and HFD-BCAA !/", respectively). The control
group of mice was fed an STD. Data are the mean % SEM of the percentage time of immobility
relative to the corresponding control group of mice injected with NaCl 0.9% in the tail suspen-
sion test. Mice were tested 30 min after the intraperitoneal administration of NaCl 0.9% (") or
Flx (18 mg/kg; two-way ANOVA: F(2,54) & 2.3, p & 0.65; and F(1,54) & 30.2, p & 0.0005 for diet
and treatment factors, respectively). n & 10 mice/group. *p ' 0.05 and **p ' 0.01: signifi-
cantly different from the corresponding group of mice injected with NaCl 0.9%.
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projections. Our results indicate that mice fed an HFD are prone
to develop anxiety, as shown in the EPM and NSF. This result is
particularly interesting since anxiety manifests as a predominant
feature of depression and can also precede the onset of the pa-
thology (Malhi and Mann, 2018). In a marked contrast, HFD did
not influence the time of immobility in the TST, but this result
does not rule out the possibility that such a diet caused depressive
symptoms beyond anxiety. Indeed, the TST and the forced swim
stress have been developed to screen antidepressant-like activity
rather than to ascertain depressive-like behavior (Nestler and

Hyman, 2010). The observation that HFD leads to anhedonia and
decreased self-care (Dutheil et al., 2016; Zemdegs et al., 2016)
reinforces the idea that core symptoms of depression can be also
affected by HFD-induced IR (Miyata et al., 2004; Abildgaard et
al., 2011; Ho et al., 2012; André et al., 2014; Gupta et al., 2014; Liu
et al., 2014; Dutheil et al., 2016; Yang et al., 2016; Zemdegs et al.,
2016; Hassan et al., 2018). These data mirror the clinical obser-
vations that people experiencing type 2 diabetes and IR are twice
as likely to develop depression compared to people without dia-
betes (Anderson et al., 2001; de Groot et al., 2001). Interestingly,

Figure 10. Model underpinning the effects of metformin on depressive symptoms in mice fed an HFD. Peripheral insulin resistance has been associated with anxiogenic-like response, one of the
most visible and early symptoms of depression. This metabolic impairment is also responsible for an increase in plasma BCAA (Val, Leu, Isoleu) levels, which limit tryptophan availability in DR 5-HT
neurons due to a lower brain penetration across LAT1 expressed on the BBB. A, Such effects are believed to impair DR 5-HT neuronal activity and 5-HT release at the nerve terminals, thereby leading
to despair, another symptom of depression. The ability of Met to ameliorate insulin sensitivity represents an important process to promote anxiolytic effects whereas its antidepressant-like effects
could rely on both direct (i) and indirect (ii) mechanisms converging toward lower levels of circulating BCAAs. B, The latter mechanism would favor 5-HT neuronal activity and 5-HT release at the
nerve terminals, which are key for the antidepressant response. Owing to an active 5-HT reuptake process in the hippocampus of HFD mice treated with Met, the association of this antidiabetic drug
with an SSRI could be a new potentiation strategy exerting a wide spectrum of action. Alternatively, the combination of SSRI with a diet poor in BCAAs might be used to relieve depressive symptoms
in depressed patients with or without comorbid metabolic disorders.
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the improvement of metabolic parameters induced by prolonged
administration of Met in mice fed an HFD were accompanied by
a reduction of both anxiety and despair, whereas fluoxetine, the
conventional antidepressant drug used herein as a positive con-
trol, failed to exert beneficial effects in the EPM. These results
concur with previous preclinical studies pointing out that differ-
ent classes of antidiabetic agents or adiponectin, a hormone ex-
erting insulin-sensitizing action, produces antidepressant-like
activities (Ho et al., 2012; Liu et al., 2012; Gupta et al., 2014; Su et
al., 2017). In humans, a recent study also reported that Met favors
depression recovery in patients with comorbid diabetes unveiling
a strong correlation between improvement in plasma glycated
hemoglobin levels and depression score (Guo and Lu, 2014).

In light of the latter results, we generated an HFD with a
partial deficiency in BCAAs (i.e., HFD-BCAA!/") for which a
significant reduction of these plasma amino acids content by 40%
was detected. As previously reported, we found that an HFD
deficient in BCAAs did not display an improvement of peripheral
IR (White et al., 2016), but reduced despair, and improvement of
self-care was detected in HFD-BCAA!/" mice. Finally, we inves-
tigated to what extent HFD-BCAA!/" influences the response of
a single administration of Flx in the TST. Although acute admin-
istration of Flx failed to exert an antidepressant-like effect in
HFD-BCAA!/! mice, a normal response was observed in HFD-
BCAA!/" mice. The efficacy of antidepressant drugs in a context
of T2D and IR both in humans and rodents has been subjected to
only few investigations, and no consistent conclusions have been
provided (Anderson et al., 2010; Bryan et al., 2010; Isingrini et al.,
2010; Gois et al., 2014; Zemdegs et al., 2016).

The present study proposes a new antidepressant strategy
based on chronic treatment with Met, which acts, at least in part,
by reducing circulating levels of BCAAs and by stimulating 5-HT
release in the vHP (Fig. 10). It is important to emphasize that an
improvement of brain IR could represent another mechanism
underlying the beneficial action of Met. Indeed, the brain is en-
dowed with a high density of insulin receptors (Kleinridders et
al., 2014), and growing evidence emphasizes their role in the
regulation of brain monoaminergic transmission (Kleinridders et
al., 2015) and signaling (Papazoglou et al., 2015). It should also be
borne in mind that Met crosses the BBB and has several beneficial
effects in the brain such as anti-inflammatory and neuroprotec-
tive effects (Łabuzek et al., 2010). A possible mechanism under-
pinning the anxiolytic- and antidepressant-like effects of Met
could thus also recruit such properties. Overall, this study sup-
ports the fact that the association of Met or a diet poor in BCAAs
with an SSRI could be a relevant “add-on” strategy for the comor-
bidity of metabolic and mental disorders. This hypothesis has
been recently tested showing that the association of Flx and Met
produced greater improvement of depressive symptoms in rats
exposed to chronic stress and an HFD (Khedr et al., 2018). In
light of these data, clinical and preclinical studies are also war-
ranted to further evaluate the efficacy of such a potentiation strat-
egy in depressed patients or in relevant animal models without
metabolic comorbidities. In this prospect, a recent study shows
that Met produces antidepressant-like activities given either
alone (Liu et al., 2019) or in combination with Flx (Poggini et al.,
2019) in chronically stressed animals.
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monophosphate activated protein kinase (AMPK)-independent effects
on LPS-stimulated rat primary microglial cultures. Pharmacol Rep 62:
827– 848.

Lang UE, Günther L, Scheuch K, Klein J, Eckhart S, Hellweg R, Danker-Hopfe
H, Oehler J (2009) Higher BDNF concentrations in the hippocampus
and cortex of an aggressive mouse strain. Behav Brain Res 197:246 –249.

Last D, Alsop DC, Abduljalil AM, Marquis RP, de Bazelaire C, Hu K, Cavalle-
rano J, Novak V (2007) Global and regional effects of type 2 diabetes on
brain tissue volumes and cerebral vasoreactivity. Diabetes Care 30:1193–
1199.

Lindqvist A, Mohapel P, Bouter B, Frielingsdorf H, Pizzo D, Brundin P,
Erlanson-Albertsson C (2006) High-fat diet impairs hippocampal neu-
rogenesis in male rats. Eur J Neurol 13:1385–1388.

Liu R, Dang W, Jianting M, Su C, Wang H, Chen Y, Tan Q (2012) Citalo-
pram alleviates chronic stress induced depression-like behaviors in rats by
activating GSK3beta signaling in dorsal hippocampus. Brain Res 1467:
10 –17.

Liu W, Zhai X, Li H, Ji L (2014) Depression-like behaviors in mice subjected
to co-treatment of high-fat diet and corticosterone are ameliorated by
AICAR and exercise. J Affect Disord 156:171–177.

Liu W, Liu J, Huang Z, Cui Z, Li L, Liu W, Qi Z (2019) Possible role of GLP-1
in antidepressant effects of metformin and exercise in CUMS mice. J
Affect Disord 246:486 – 497.

MacQueen G, Frodl T (2011) The hippocampus in major depression: evi-
dence for the convergence of the bench and bedside in psychiatric re-
search? Mol Psychiatry 16:252–264.

Mahendran Y, Jonsson A, Have CT, Allin KH, Witte DR, Jørgensen ME,
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À travers ces travaux, nous démontrons l’effet anxiolytique de la metformine dans le 

modèle de comorbidité diabète-dépression induit par un régime HFD. Cette amélioration 

comportementale s’accompagne d’effets bénéfiques sur l’activité électrique et biochimique des 

neurones sérotoninergiques du DRN. L’ensemble de ces résultats soutient notre hypothèse 

concernant l’implication de l’insulino-résistance dans la physiophathologie de la dépression 

mais nous ne pouvons pas exclure un potentiel effet direct de la metformine indépendant de 

l’insuline.  

Grâce à une collaboration avec le docteur Eduardo Luiz Gasnhar MOREIRA 

(Université Fédérale de Santa Catarina, Brésil), nous avons pu appréhender l’effet de la 

metformine dans le modèle STZ chez la souris Swiss. Cette étude permet d’élargir le champ 

d’action de la metformine au DT1. En effet, puisque dans le cas du modèle STZ, l’insulino-

sensibilité ne peut être que marginallement améliorée, cela permet de déterminer si les effets 

bénéfiques potentiels de la metformine sont dépendants (ou pas) de l’amélioration de troubles 

métaboliques périphériques et s’ils passent par une action directe sur le cerveau (dont la cible 

reste à être identifiée).   

2) Les effets de la metformine dans le modèle STZ
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L’amélioration de l’insulino-résistance périphérique n’est pas 

nécessaire aux effets neurocomportementaux de la Metformine. 
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Under review, Behavioral Brain Research 

Résumé : 

La résistance centrale à l’insuline a été évoquée comme un lien potentiel entre le diabète 

et les troubles neuropsychiatriques. Par conséquent, des approches thérapeutiques utilisant des 

médicaments antidiabétiques pour améliorer les taux d’insuline ou sa signalisation pourrait 

prévenir les dysfonctions neurologiques induites par un diabète de type 1 (DT1) ou un diabète 

de type 2 (DT2). Cette étude vise à déterminer si la metformine exerce des effets métaboliques 

et neurocomportementaux bénéfiques dans un modèle de DT1 induit par de la streptozotocine 

(STZ) ou dans un modèle d’obésité induit par un régime Wester Diet (WD) chez des souris 

Swiss males. Le DT1 a été induit par des injections intrapéritonéales de STZ (50mg/kg, une 

fois par jours pendant 5 jours). Ces animaux ont ensuite été traités avec une solution vehicule 

ou de la metformine à partir du 15ème jour (200mg/kg/day, par gavage). Une batterie de test 

comportementaux permettant l’analyse des symptômes de la dépression ainsi que la douleur a 

été réalisée après 18jours. Le WD a été modélisé par l’exposition à un régime riche en gras et 

en fructose (High-fat high-fructose diet, HFFD) durant 30 jours. Les résultats expérimentaux 

montrent que le traitement par la STZ ainsi que l’exposition à un WD induisent des 



256 

perturbations métaboliques et neurocomportementales chez la souris. De manière remarquable, 

la metformine améliore l’ensemble de ces altérations chez les souris obèses exposées au WD. 

Cependant, chez les souris ayant reçu la STZ, la metformine améliore les déficits 

neurocomportementaux mais pas les marqueurs de dysfonctions métaboliques associés. Sur la 

base de ces observations, nous proposons que les effets neurocomportementaux bénéfiques de 

la metformine ne passent pas par l’amélioration de la signalisation de l’insuline périphérique 

mais mobiliseraient des mécanismes centraux. Ces résultats suggèrent que les antidiabétiques 

oraux pourraient être utilisés pour leur action centrale dans le traitement des troubles 

neurocomportementaux.   

Contribution personnelle : 

Au cours de ce travail :  

- J’ai calculé l’ensemble des z-scores métaboliques et comportementaux,

- J’ai participé à l’écriture et à révision du manuscrit
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2 
 

Abstract 31 
 32 
 33 
Brain insulin resistance has been pointed to as a possible link between diabetes and 34 

neuropsychiatric disorders; therefore, therapeutic approaches using anti-diabetic drugs to 35 

improve insulin levels or signaling could prevent type 1 (T1D) and type 2 diabetes mellitus 36 

(T2D)-induced brain dysfunction. The present study aimed to determine whether metformin 37 

exerts beneficial effects on metabolic and neurobehavioral outcomes in the streptozotocin 38 

(STZ)-induced T1D model and Western Diet (WD)-induced obesity model in male Swiss 39 

mice. T1D was induced by intraperitoneal injection of STZ (50 mg/kg, for five consecutive 40 

days). The animals were then treated daily with saline or metformin (200 mg/kg/day, oral 41 

gavage), and a battery of tests recapitulating different neurobehavioral anomalies related to 42 

anxiogenic/depressive-like phenotype was conducted after 18 days. WD-induced obesity 43 

was modeled in mice by high-fat and high-fructose diet (HFFD) feeding for 15 days. In the 44 

sequence, control and diet-induced obesity mice were treated daily with saline or metformin 45 

(200 mg/kg/day), and a battery of behavioral tests was performed after 17 days. STZ 46 

injection and WD feeding induced metabolic and neurobehavioral impairments in mice. 47 

Remarkably, metformin improved the metabolic and neurobehavioral parameters in WD-48 

induced obesity mice. Moreover, metformin ameliorated STZ-induced neurobehavioral 49 

deficits while it failed to improve the associated metabolic impairments. Based on such 50 

observation, the beneficial effects of metformin in STZ-induced neurobehavioral 51 

impairments were not mediated by improving peripheral insulin signaling. Our results 52 

suggest that conventional diabetes treatment could be repurposed to improve 53 

neurobehavioral symptoms and diabetes concurrently. 54 

 55 

Key Words: Metformin; Diabetes; Obesity; Behavioral; Mice. 56 
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3 

1. Introduction 58 

59 

Diabetes Mellitus is a metabolic disease characterized by severe hyperglycemia due 60 

to impaired insulin secretion or action [1]. The main types of this disease include type 1 61 

(T1D) and type 2 diabetes mellitus (T2D), and gestational diabetes mellitus [2]. According 62 

to the International Diabetes Federation [3], the estimated worldwide prevalence of diabetes 63 

(T1D and T2D combined, both diagnosed and undiagnosed) in people aged 20-79 years has 64 

risen from 151 million people, in 2000, to 463 million in 2019. T1D results from a 65 

combination of a genetic predisposition associated with environmental factors that promote 66 

specific autoimmune destruction of insulin-producing pancreatic beta cells [4]. On the other 67 

hand, T2D, which accounts for approximately 90% of the cases [2], arises from an 68 

imbalance between insulin action in insulin-sensitive tissues (insulin resistance), insulin 69 

secretion (beta-cell dysfunction in T2D), and insulin clearance [5]. The main drivers of the 70 

global epidemic of T2D include the population aging, sedentary lifestyle, and the 71 

availability of ultra-processed foods, characterized by high energy density, fatty and sugary, 72 

with high obesogenic and diabetogenic capacity [1,6]. 73 

Despite the well-acknowledged complications related to diabetes, converging 74 

evidence indicates that both T1D and T2D have a tremendous impact on brain plasticity and 75 

neurotransmission, leading to comorbidities [7-8]. In particular, the depression rates among 76 

individuals with T1D or T2D across the life span are twice as high as in the general 77 

population [9]. Diabetic neuropathy is also a common complication of T1D and T2D [10]. 78 

The pain can be constant and accompanied by cutaneous allodynia, substantially affecting 79 

patients' quality of life [11]. In keeping with this clinical evidence, preclinical studies have 80 

shown that rodents fed a western diet (WD), rich in fat and sugar, present metabolic and 81 

behavioral impairments, e.g., obesity, dyslipidemia, insulin resistance, and depressive and 82 

anxiety like-behaviors [12-14]. Moreover, preclinical evidence suggests that streptozotocin 83 
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(STZ)-induced T1D is associated with behavioral impairments in mice, e.g., anxiety-like84 

and depressive-like behaviors [15]. Diet-induced obesity mouse models and STZ-induced 85 

T1D in mice are also associated with neuropathy phenotype [16-17]. 86 

It is noteworthy that several lines of evidence point to the development of brain 87 

insulin resistance as a possible link between diabetes and neuropsychiatric disorders [18]. 88 

On this backdrop, therapeutic approaches using anti-diabetic drugs to improve insulin 89 

signaling could prevent T1D and T2D-induced brain dysfunction. Metformin is a widely 90 

prescribed drug for T2D. Its primary mechanism of action involves the activation of 91 

adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK), an enzyme involved in cellular 92 

and whole organism energy balance. This activation decreases blood glucose, predominantly 93 

by down-regulating its liver production, increasing insulin-independent glucose uptake in 94 

peripheral tissues, lowering the insulin circulating levels [19], and promoting fatty acid 95 

metabolism [20]. Therefore, based on the fact that (i) both DM forms alter mice behavior and 96 

metabolism, (ii) that anti-diabetic drugs may prevent DM-induced brain injury, and (iii) that 97 

metformin is a widely prescribed drug for T2D, the present study aimed to determine whether 98 

metformin exerts beneficial effects on metabolic and behavioral outcomes in STZ-induced 99 

T1D model and WD-induced obesity model in mice and its relation to peripheral glucose 100 

metabolism. 101 

102 

2. Experimental Procedures 103 

104 

2.1. Animals 105 

Male Swiss mice, 3-months old, weighing 30 – 35 g, were obtained from the Federal 106 

University of Santa Catarina (UFSC, Florianópolis, Brazil). They were kept in groups of six 107 

to nine mice per cage in a room under controlled temperature (23 ± 1 °C) and subjected to a 108 

12-h light cycle (lights on 6:00 a.m.) with free access to food and water. All animal109 
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procedures were performed following the Brazilian Federal Law on Animal Experimentation 110 

and were approved by the Committee on Animal Use in Research (CEUA) of UFSC 111 

(Protocols 3143051019 and 5875220419). 112 

113 

2.2. Experimental Design 114 

2.2.1. Streptozotocin (STZ)-induced T1D model 115 

T1D was induced by intraperitoneally (i.p.) injection of STZ (50 mg/kg, Sigma-116 

Aldrich, USA), dissolved in 1 M citrate buffer, pH 4.5, for five consecutive days. Random 117 

blood glucose was monitored within two days after the last STZ injection, and the animals 118 

with blood glucose ≥ 250 mg/dL for two consecutive tests were considered diabetic. In the 119 

sequence, control and diabetic mice were treated, for 21 days, with vehicle or metformin, at a 120 

dose of 200 mg/kg/day, via oral gavage (o.g) every day. After eighteen days of treatments, a 121 

battery of tests recapitulating different neurobehavioral anomalies related to 122 

anxiogenic/depressive-like and pain phenotype was conducted as follows, the open field test 123 

(day 18), the tail suspension test (day 19), and the von Frey test (day 20). A day after, mice 124 

were again food-deprived for six hours, and the blood was collected from the heart to 125 

determine plasma cholesterol and insulin levels (Fig 1A). In another experimental cohort, 126 

maintaining the above-mentioned experimental procedures, a splash test was conducted 127 

after nineteen days of metformin treatment to evaluate self-care behavior in mice. 128 

129 

2.2.2. Western Diet (WD)-induced obesity model 130 

Two experimental groups of mice were randomly created (n = 18 per group) and fed 131 

daily for 15 days with different chows: (SD) standard rodent chow (Nuvilab CR1, Nuvital; 132 

Quimtia Nutrientes SA, Brazil) or (HFFD) high-fat and high-fructose diet, i.e., 61 kJ% 133 

saturated fat (Rhoster Indústria e Comércio, Brazil) plus filtered potable water containing 134 

10% fructose (w/v; LabSynth, Brazil). The water containing fructose was renewed every two 135 
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days. In the sequence, control and HFFD-fed mice were treated, for 21 days, with vehicle or 136 

metformin, at a dose of 200 mg/kg/day, o.g., every day. After seventeen days of treatments, a 137 

battery of behavioral tests started, composed of the open field test (day 33), the tail suspension 138 

test (day 35), and the von Frey test (day 36). One day after the last test, mice were food-139 

deprived for six hours, and the glucose tolerance test was performed (day 37). A day after, 140 

mice were again food-deprived for six hours, and the blood was collected from the heart to 141 

determine plasma cholesterol and insulin levels. Afterward, the prefrontal cortex and 142 

hippocampus were dissected to determine the pGSK-3β levels (Fig 1B). 143 

144 

2.3. Neurobehavioral tests 145 

Experiments were performed during the light phase, in a controlled-temperature room 146 

(23°C, humidity around ~40-60%), with low-light intensity (~15 lx). 147 

148 

2.3.1. Open Field Test (OFT) 149 

The open field was used to evaluate the locomotor and exploratory activities induced 150 

by a new environment. The apparatus, made of wood and covered with impermeable 151 

Formica, had 50 cm wide × 50 cm deep × 40 cm high. Each mouse was placed in the center 152 

of the open field and allowed to explore the apparatus for 5 min freely. The following 153 

behavioral parameters were evaluated: % of crosses in the center of the apparatus, the total 154 

number of crosses, and time in the center. 155 

156 

2.3.2. Tail Suspension Test (TST) 157 

This test developed by Steru et al. [21] and interrogates one core symptom of 158 

depression such as resignation. It is based on the premise that an animal subjected to a 159 

stressful and inescapable situation presents two types of alternating behaviors, the agitation 160 

characteristic of the attempt to escape from the stressful situation and immobility. This 161 
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behavior pattern can also be called resignation, characterized by the alternation of intense 162 

motor activity and energy expenditure with immobility. Mice, both acoustically and visually 163 

isolated, were suspended 30 cm above the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm 164 

from the tail's tip. Immobility time was manually recorded during a 6-min period by an 165 

experienced observer. 166 

167 

2.3.3. Splash Test (ST) 168 

This test consists of squirting a 10% sucrose solution on the animal’s dorsal coat in 169 

its home cage. Due to its viscosity, the sucrose solution dirties the coat and indices 170 

grooming behavior [22]. After applying the sucrose solution, the frequency (duration) and 171 

the latency to the beginning of the grooming behavior were recorded for 5 minutes. 172 

Indications of lack of self-care and motivational behavior are considered as depressive-type 173 

behaviors. 174 

175 

2.3.4. Mechanical allodynia: von Frey Test 176 

Mechanical allodynia was evaluated following the method described by Chaplan et 177 

al. [23]. Mice were acclimated for one h in individual clear Plexiglas boxes (9 x 7 x 11 cm) 178 

on an elevated wire mesh platform to allow access to the hind paws' ventral surface. Von 179 

Frey filaments (0.02; 0.07; 0.16; 0.4; 1.4; 4.0; 8.0 grams; VFH) were applied vertically over 180 

the right hind paw's plantar surface until observed the subtle curving of it. The first filament 181 

used was 0.4 g, and the next filament was increased or decreased according to the paw 182 

withdrawal response. The response frequency is considered after up to 6 applications of the 183 

von Frey filaments, and the median paw withdrawal threshold was determined using an 184 

adaptation of the Dixon's up-and-down method. 185 

186 

2.4. Metabolic Analysis 187 
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Glucose tolerance was assessed following six h of fasting (from 08:00 to 14:00) and an 188 

i.p. injection of 2 g/kg glucose (Sigma Aldrich). Blood glucose was measured from the tail tip189 

at baseline, 15, 30, 60, and 120 min using a glucometer (Accu-check, Roche Diagnostic). The 190 

incremental area-under-the-curve for blood glucose (AUC) was calculated after normalization 191 

by the baseline values (time 0). Total cholesterol was measured in plasma using the enzymatic 192 

kit according to the manufacturer’s instructions (Gold Analisa Diagnóstica Ltda, Brazil). The 193 

results were expressed as mg/dL. Fasting plasma insulin levels were quantified by the 194 

AlphaLisa® system (PerkinElmer, Waltham, MA, USA, cat. no. AL204) according to the 195 

manufacturer’s instructions. 196 

197 

2.5. Neurochemical analysis 198 

Brains were removed, and the hippocampus and prefrontal cortex were immediately 199 

dissected and homogenized with PBS buffer containing 0.05% Tween 20, 0.1 mM 200 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA, and 20 IU 201 

aprotinin A. The homogenates were centrifuged at 3000×g for 10 min, and the supernatants 202 

were stored at − 80 °C until assays for the determination of pGSK3-β levels were carried 203 

out. The levels of pGSK3-β were evaluated using enzyme-linked immunosorbent assay 204 

(ELISA) kits according to the manufacturer’s recommendations (R&D Systems, USA), and 205 

the results are expressed in picograms per milligram of protein in each sample. Protein 206 

content was evaluated by the method of Bradford. 207 

208 

2.6. Metabolic and neurobehavioral z-scores 209 

Z‐ normalization across complementary measures of metabolism and 210 

emotionality‐ related behaviors assessed from different paradigms was applied after each 211 

experimental protocol. Simple mathematical tools were used to normalize data from each 212 

individual raw metabolic and behavioral data to the control groups' mean within each 213 
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experimental cohort. Data were then integrated into a single value named metabolic and 214 

neurobehavioral z‐ scores, respectively. Their values were obtained by subtracting the 215 

average of observations in a population from an individual raw value and dividing this 216 

difference by the population standard deviation as described previously [14]. This type of 217 

normalization allows data on different scales to be compared. The metabolic z‐ score for the 218 

STZ-induced T1D model and the WD-induced obesity model included glycemia, body mass 219 

variation, and plasma cholesterol and insulin levels. The neurobehavioral z‐ score for the 220 

STZ-induced T1D model and the WD-induced obesity model included the parameters 221 

measured in the open field (percentage of center crossings and center time in seconds), tail 222 

suspension test (latency to immobility and immobility time), and von Frey test (50% 223 

mechanical threshold). It is noteworthy that, to avoid any weighted effect of the tests with 224 

more than one parameter measured, we averaged these normalized behavioral parameters in 225 

these tests to obtain a single value per mouse and behavioral test. 226 

227 

2.7.  Statistical analysis 228 

Data are expressed as mean + SEM. The statistical analyses were carried out using a 229 

two-way analysis of variance (ANOVA; factors: model, treatment), with repeated measures 230 

when appropriate. Following significant interaction effects, post-hoc tests were performed 231 

(Newman Keul’s test). The linear relationship between metabolic and 232 

neurobehavioral z‐ scores was analyzed by the Pearson's r after a Shapiro–Wilk normality 233 

test. The accepted level of significance for all tests was p≤0.05. All tests were performed 234 

using the STATISTICA® software package (StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA). 235 

236 

3. Results 237 

238 

3.1. STZ-induced T1D model 239 
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In the first part of this study, T1D was induced by multiple STZ injections in mice. 240 

Thus, it was evaluated the effects of chronic metformin administration on metabolic and 241 

behavioral outcomes. The two-way ANOVA indicated that STZ-treated mice exhibited 242 

decreased body-weight gain [significant main effect of STZ, F(1,21) = 24.97, p≤0.0001; Fig 243 

2A]. As expected, STZ-treated mice presented higher blood glucose levels [significant main 244 

effect of STZ, F(1,21) = 236.47, p≤0.00001; Fig 2C] and lower plasma insulin levels 245 

[significant main effect of STZ, F(1,21) = 6.11, p≤0.05; Fig 2D] while metformin did not affect 246 

both parameters. Moreover, the two-way ANOVA indicated no significant effects on the 247 

plasma cholesterol levels (Fig 2B). 248 

Regarding the behavioral outcomes, the two-way ANOVA indicated that STZ-treated 249 

mice presented an overall decrease in the percentage of center crossings in the open field test 250 

[significant main effect of STZ, F(1,21) = 13.86, p≤0.005; Fig 3A], although it indicated no 251 

significant effects on the center time (s) (Fig 3B), and the total crossings (Fig 3C). Moreover, 252 

the two-way ANOVA indicated no significant effects on the latency to immobility (Fig 3E) 253 

and on the total immobility time in the tail suspension test (Fig 3F). Finally, the two-way 254 

ANOVA indicated a main effect for STZ by metformin interaction [F(1,21) = 11.20, p≤0.005] 255 

on the mechanical allodynia, characterized by the reduced paw withdrawal threshold. 256 

Subsequent post-hoc comparisons revealed increased mechanical allodynia of vehicle-treated 257 

STZ-treated mice compared with the vehicle-related control group (p≤0.05) and with 258 

metformin-treated STZ-treated mice (p≤0.05; Fig 3D). 259 

In a separated experimental cohort, the splash test was conducted to evaluate self-care 260 

behavior in mice. The two-way ANOVA indicated no significant effects on latency to 261 

grooming behavior (Fig 3G) in the splash test. On the other hand, the two-way ANOVA 262 

indicated a main effect for STZ by metformin interaction [F(1,20) = 13.26, p≤0.005] on the 263 

grooming time (s) in the splash test. Subsequent post-hoc comparisons revealed lower 264 

grooming time (s), indicative of depressive-like behavior, in vehicle-treated STZ-treated mice 265 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



11 

when compared with its vehicle-related control group (p≤0.05) and with the metformin-266 

treated STZ-treated mice (p≤0.05; Fig 3H). 267 

268 

3.2. WD-induced obesity model 269 

In a new set of experiments, obesity was induced by WD diet feeding in mice for 270 

fifteen days. Then, we sought to determine the effects of chronic metformin administration on 271 

metabolism, behavior, and neurochemical outcomes in mice fed a WD diet for another 21 272 

days. Firstly, the two-way ANOVA indicated a main effect for diet by metformin interaction 273 

[F(1,32) = 6.55, p≤0.05] on the body-weight gain. Subsequent post-hoc comparisons revealed 274 

higher body weight gain of vehicle-treated WD-fed mice than its vehicle-related control group 275 

(p≤0.05) and metformin-treated WD-fed mice (p≤0.05; Fig 4A). Metformin-treated WD-fed 276 

mice presented higher body weight gain than its metformin-related control group (p≤0.05; Fig 277 

4A). Moreover, the two-way ANOVA indicated a main effect for diet by metformin 278 

interaction [F(1,32) = 4.49, p≤0.05] on the plasma cholesterol levels. Subsequent post-hoc 279 

comparisons revealed higher plasma cholesterol levels of vehicle-treated WD-fed mice than 280 

its vehicle-related control group (p≤0.05; Fig 4B). Metformin-treated WD-fed mice also 281 

presented higher plasma cholesterol levels than its metformin-related control group (p≤0.05; 282 

Fig 4B). 283 

WD feeding resulted in higher blood glucose levels [significant main effect of diet, 284 

F(1,32) = 4.98, p≤0.05; Fig 4C] and higher plasma insulin levels [significant main effect of diet, 285 

F(1,32) = 8.14, p≤0.01; Fig 4D] in mice. On the other hand, the two-way ANOVA indicated a 286 

main effect for diet [F(1,32) = 9.42, p≤0.005], for diet by metformin interaction [F(1.32) = 7.56, 287 

p≤0.01], for repetition [F(4,128) = 133.33, p≤0.00005], as well as for repetition by diet 288 

interaction [F(4,128) = 6.04, p≤0.0005], and for repetition by diet by metformin interaction 289 

[F(4,128) = 3.69, p≤0.01] on blood glucose levels during the i.p. glucose tolerance test. 290 

Subsequent post-hoc comparisons revealed higher blood glucose levels in the WD-fed mice 291 
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than its vehicle-related control group (p≤0.05) and metformin-treated WD-fed mice at 30 and 292 

60 minutes after glucose administration (p≤0.05; Fig 4E). The two-way ANOVA also 293 

indicated a main effect for diet by metformin interaction [F(1,32) = 5.80, p≤0.05] on the AUC 294 

values of blood glucose levels in mice. Subsequent post-hoc comparisons revealed higher 295 

AUC values in WD-fed mice than the vehicle-related control group (p≤0.05) and metformin-296 

treated WD-fed mice (p≤0.05; Fig 4F). 297 

Furthermore, the two-way ANOVA indicated no significant effects on the percentage 298 

of center crossings (Fig 5A), on the center time (s) (Fig 5B), and the total crossings (Fig 5C) 299 

in the open field test. On the other hand, the two-way ANOVA indicated a main effect for diet 300 

by metformin interaction [F(1,32) = 4.98, p≤0.05] on the latency to immobility in the tail 301 

suspension test. Subsequent post-hoc comparisons revealed lower latency to immobility of 302 

vehicle-treated WD-fed mice than its vehicle-related control group (p≤0.05) and with 303 

metformin-treated WD-fed mice (p = 0.06; Fig 5D). Moreover, the two-way ANOVA also 304 

indicated a main effect for diet by metformin interaction [F(1,32) = 3.81, p≤0.05] on the total 305 

immobility time. Subsequent post-hoc comparisons revealed higher immobility time, 306 

indicative of passive stress-coping behavior, of vehicle-treated WD-fed mice compared with 307 

its vehicle-related control group (p≤0.05) and with metformin-treated WD-fed mice (p≤0.05; 308 

Fig 5E). Finally, the two-way ANOVA also indicated a main effect for diet by metformin 309 

interaction [F(1,32) = 4.37, p≤0.005] on the mechanical allodynia. Subsequent post-hoc 310 

comparisons revealed increased mechanical allodynia of vehicle-treated WD-fed mice 311 

compared with its vehicle-related control group (p≤0.05) and a tendency compared with 312 

metformin-treated WD-fed mice (p = 0.057; Fig 5F). 313 

We next determined whether the behavioral effects of the WD were accompanied with 314 

modifications in the phosphorylation status of the GSK-3β in the prefrontal cortex and the 315 

hippocampus. The two-way ANOVA indicated a main effect for diet by metformin interaction 316 

[F(1,32) = 4.66, p≤0.005] on the pGSK-3β levels in the prefrontal cortex. Subsequent post-hoc 317 
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comparisons revealed only a tendency of lower pGSK-3β levels in vehicle-treated WD-fed 318 

mice than its vehicle-related control group (p = 0.07). Moreover, it revealed a tendency of 319 

lower pGSK-3β levels in metformin-treated control group mice compared with its vehicle-320 

related control group (p = 0.06) (Fig 6A). The two-way ANOVA also indicated a main effect 321 

for diet by metformin interaction [F(1,32) = 11.36, p≤0.005] on the pGSK-3β levels in the 322 

hippocampus. Subsequent post-hoc comparisons revealed lower pGSK-3β levels in vehicle-323 

treated WD-fed mice than its vehicle-related control group (p≤0.0005). Moreover, it revealed 324 

lower pGSK-3β levels in metformin-treated control group mice than its vehicle-related 325 

control group (p≤0.0005) (Fig 6B). 326 

327 

3.3. Metabolic and neurobehavioral z-scores 328 

Metabolic and neurobehavioral z‐ scores that normalize each raw data to the control 329 

group's mean and integrate all parameters into a single value were also established for both 330 

experimental protocols. The two-way ANOVA indicated that the STZ injection resulted in an 331 

overall increase in the metabolic z-score [significant main effect of STZ, F(1,21) = 294.06, 332 

p≤0.00001; Fig 7A]. Moreover, the two-way ANOVA indicated that the STZ injection also 333 

resulted in an overall increase in the neurobehavioral z-score [significant main effect of STZ, 334 

F(1,21) = 5.40, p≤0.05; Fig 7B]. The STZ by metformin interaction failed to reach significance 335 

[F(1,21) = 2.98, p=0.09]. Subsequent post-hoc comparisons were performed and revealed a 336 

higher neurobehavioral z-score of vehicle-treated STZ-treated mice compared with its 337 

vehicle-related control group (p≤0.05) and with metformin-treated STZ-treated mice (p≤0.05; 338 

Fig 7B). 339 

Furthermore, the two-way ANOVA indicated a main effect for diet by metformin 340 

interaction [F(1,32) = 9.06, p≤0.01] on the metabolic z-score. Subsequent post-hoc comparisons 341 

revealed a higher metabolic z-score of vehicle-treated WD-fed mice compared with its 342 
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vehicle-related control group (p≤0.05) and with metformin-treated WD-fed mice (p≤0.05; Fig 343 

7C). Metformin-treated WD-fed mice presented a higher metabolic z-score than its 344 

metformin-related control group (p≤0.05; Fig 7C). The two-way ANOVA also indicated a 345 

main effect for diet by metformin interaction [F(1,32) = 8.58, p≤0.01] on the neurobehavioral z-346 

score. Subsequent post-hoc comparisons revealed a higher neurobehavioral z-score of vehicle-347 

treated WD-fed mice compared with its vehicle-related control group (p≤0.01) and with 348 

metformin-treated WD-fed mice (p≤0.005; Fig 7D). Moreover, a significant positive 349 

correlation between metabolic and neurobehavioral z‐ scores was unveiled after both STZ-350 

induced T1D model (Pearson r = 0.5155; p≤0.01; Figure 7C) and WD-induced obesity model 351 

(Pearson r = 0.4649; p≤0.005; Figure 7F). 352 

353 

4. Discussion 354 

355 

The present study was designed to determine metformin's metabolic and 356 

neurobehavioral effects, an oral insulin-sensitizing drug used for T2D, in STZ-induced T1D 357 

and WD-induced obesity in mice. On the one hand, STZ injection-induced fasting 358 

hypoinsulinemia and hyperglycemia (over 400 mg/dL), body weight loss, mechanical 359 

allodynia, anxiety-like behavior, and loss of self-care behavior in control mice. On the other 360 

hand, WD-fed control mice presented increased bodyweight, hypercholesterolemia, fasting 361 

hyperinsulinemia and hyperglycemia, glucose intolerance, mechanical allodynia, and passive 362 

stress-coping behavior. In the STZ model, metformin ameliorated neurobehavioral deficits 363 

without beneficial effects on metabolic parameters. On the other hand, it improved the WD-364 

induced body weight gain, hypercholesterolemia, glucose intolerance, and neurobehavioral 365 

impairments. 366 

 It is well accepted that T1D and T2D have a high co-morbid frequency with 367 

psychiatric disorders, such as mood disorders [24-25]. Interestingly, a meta-analysis study 368 
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conducted by Lustman et al. [26] showed that depression is associated with hyperglycemia in 369 

patients with T1D or T2D. Furthermore, Philips and Perry [27] showed that, compared to 370 

metabolically healthy obese counterparts, metabolically unhealthy obese subjects are at 371 

increased risk of anxiety and depressive symptoms. In keeping with clinical data, STZ-372 

induced T1D and WD-induced T2D are known to alter emotionality in rodents, i.e., induce 373 

anxiogenic-like and depressive-like behavior [28-30]. Interestingly, although chronic 374 

metformin administration did not modify WD-induced fasting hyperinsulinemia and 375 

hyperglycemia, it reversed WD-induced passive stress-coping behavior in the tail 376 

suspension test. Considering the inflammatory hypothesis of depression and Mudgal et al. 377 

[31] observations that metformin reduced lipopolysaccharide-induced neuroinflammation in378 

mice, one might suggest that this pharmacological agent ameliorated WD-induced depressive-379 

like behavior through an anti-inflammatory property. Interestingly, Zemdegs et al. [32] 380 

showed that C57BL/6j male mice on an HFD (45% fat) for 16 weeks presented a significant 381 

reduction in the grooming time in the splash test and that such phenotype was reversed by 382 

metformin. Although the anti-inflammatory property of metformin could also explain such 383 

beneficial effects, alternative hypotheses have been proposed. In particular, it was shown that 384 

HFD-fed mice exhibited insulin resistance and elevated circulating levels of branched-chain 385 

amino acids (BCAAs). Since BCAAs regulate tryptophan influx into the brain, the authors 386 

also indicated that HFD-fed mice displayed impairment in dorsal raphe serotonin neurons' 387 

electrical activity and attenuated hippocampal extracellular serotonin concentrations. 388 

Remarkably, chronic metformin treatment reduced circulating levels of BCAAs and 389 

stimulated serotonin release in the ventral hippocampus, thereby promoting antidepressant-390 

like effects in HFD-fed mice [32]. These beneficial effects echo recent findings showing that 391 

acute metformin administration (50, 100, and 200 mg/kg; i.p.) induced antidepressant-like 392 

effects in naïve and stressed mice [33]. The authors reported that metformin's effects were 393 
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fast-acting and lasted for at least five days after a single injection. Mechanistically, they 394 

reported that the antidepressant-like effects were dependent on AMPK [33]. 395 

Regarding the T1D model, our results indicated that our STZ protocol did not 396 

influence the total immobility time in the tail suspension test. It is noteworthy that previous 397 

studies showed that STZ-induced T1D mice presented a depressive-like phenotype in the tail 398 

suspension test [28-29]. Thus, considering that our result should not rule out the possibility 399 

that STZ causes depressive symptoms in mice, we strengthened our approach by assessing, in 400 

a separated cohort, a distinct but complementary behavior, i.e., self-care behavior in the 401 

splash test. Our results indicated that STZ-induced loss of self-care behavior in mice, whereas 402 

this impairment was rescued by metformin. In this regard, Ho et al. [28] showed that the STZ-403 

induced depressive-like phenotype was normalized by chronic subcutaneous insulin 404 

administration, which also reversed the STZ-induced hyperglycemia and body weight loss. On 405 

the other hand, Huang et al. [29] showed that rosiglitazone, an antihyperglycemic and insulin-406 

sensitizing drug, failed to reverse the STZ-induced hyperglycemia and depressive-like 407 

phenotype. Considering that herein metformin also failed to reverse STZ-induced 408 

hyperglycemia, which was expected since STZ does not induce significant insulin sensitivity 409 

impairment [34], one might suppose that its antidepressant-like effects were independent of 410 

the action on peripheral glucose metabolism. However, although our findings reinforce the 411 

therapeutic potential of metformin for type 1 or type 2 diabetes-associated depression, further 412 

studies are necessary to characterize the underlying mechanisms. Remarkably, there is also 413 

clinical evidence supporting an adjunctive role of metformin in managing major depressive 414 

disorder in adult patients without other comorbidities, such as diabetes [35]. 415 

Regarding anxiety, tested in the open field test, which uses the animals' natural 416 

aversion for unfamiliar open space to induce anxiety, we did not observe any effects in WD-417 

fed mice. On the other hand, we observed that STZ-induced a decrease in the percentage of 418 

center crossings, indicative of anxiogenic-like behavior, although metformin failed to reverse 419 
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such impairment. Published studies in both models have yielded mixed results. Gupta et al. 420 

[36] showed that STZ-induced T1D mice elicited anxiety-like phenotypes in the elevated421 

plus-maze test. Zemdegs et al. [14] showed that C57BL6/J mice on an HFD presented an 422 

anxiety-like behavior in the open field test. On the other hand, Ho et al. [28] showed that 423 

STZ-induced T1D mice did not present anxiety-like phenotypes in the elevated zero maze 424 

test. In the open field test, O'Flaherty et al. [37] also showed that high fructose-fed rats did not 425 

show increased anxiety-like behavior. Although such differences are difficult to reconcile 426 

with our findings and themselves, they may be linked to differences in species, strains, or 427 

different experimental procedures (e.g., diet exposure duration). However, it is noteworthy 428 

that Zemdegs et al. [32] showed that the anxiogenic-like responses induced by HFD feeding 429 

in mice were partially reversed by metformin. 430 

We also observed that STZ-induced T1D and WD-fed mice exhibited mechanical 431 

allodynia, whereas metformin's administration produced analgesic effects in both conditions. 432 

Of note, a considerable proportion of diabetic patients suffer from severe allodynia and 433 

hyperalgesia [38]. In agreement with our observations, Dias et al. [39] showed that STZ-434 

injected mice presented both mechanical and cold allodynia at 6 weeks after diabetes 435 

induction. Similarly, Cooper et al. [40] demonstrated that HFD-fed C57BL/6 mice also 436 

developed mechanical allodynia and the authors associated this hypersensitivity with elevated 437 

expression of Transient Receptor Potential Ankyrin 1 channel (TRPA1) mRNA in the dorsal 438 

root ganglion. It is noteworthy that Wang et al. [41] shed light on a functional link between 439 

AMPK and TRPA1 in the dorsal root ganglion neurons, in which AMPK activation results in 440 

the downregulation of membrane-associated TRPA1 and its channel activity. Moreover, 441 

Chowdhury et al. [42] showed that hyperglycemia alters the dorsal root ganglion neurons' 442 

energetic profile, leading to the downregulation of AMPK expression, phosphorylation, and 443 

activity. Remarkably, treatment with metformin, an AMPK activator, inhibited high-glucose-444 

induced TRPA1 activation in cultured dorsal root ganglion neurons [41]. Based on such 445 
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evidence, and considering that metformin failed to reverse STZ- and WD-induced 446 

hyperglycemia, one may assume that metformin-induced AMPK activation would support the 447 

analgesic effects of metformin in both models as observed herein. In agreement with these 448 

results, pre-clinical studies have demonstrated the antinociceptive effects of metformin in 449 

rodents (for a review, see [43]), which appears to be independent of glycemic control [44]. 450 

Metformin’s beneficial effects on peripheral metabolism have been attributed to 451 

several peripheral processes, including the activation of the AMPK pathway, reduction in 452 

hepatic gluconeogenesis, and stimulation of glucose uptake in skeletal muscle [19]. Moreover, 453 

Patanè et al. [45] presented evidence that metformin also has a direct beneficial effect on the 454 

metabolism and function of β-cells exposed to elevated lipid or glucose concentrations. 455 

Nevertheless, contrary to other studies [32], metformin failed to rescue fasting 456 

hyperinsulinemia and hyperglycemia in WD-fed mice, although it improved glucose 457 

tolerance. Based on such observation, one might assume that metformin, an insulin-458 

sensitizing agent with actions attributed to AMPK signaling activation [46], probably acted by 459 

enhancing glucose uptake in peripheral tissues, in an insulin-independent manner, in the face 460 

of a glucose challenge. However, further studies are necessary to analyze the blood insulin 461 

levels during the glucose tolerance test and perform an insulin tolerance test. We also showed 462 

that metformin attenuated WD-induced body weight gain and hypercholesterolemia. In this 463 

regard, Zang et al. [20] showed that AMPK negatively regulates acetyl-CoA carboxylase 464 

activity and hepatic lipid content. 465 

Based on the z‐ score method, we normalized each parameter from the average of the 466 

corresponding values observed in the control group (vehicle-treated or SD-fed) and integrated 467 

them into a single score. Therefore, we obtained metabolic and neurobehavioral z‐ scores, 468 

which were significantly increased in STZ-treated mice and WD-fed mice, compared with 469 

their respective control groups. It should be noted that we did not include the splash test data 470 

in the calculation of this score, as this behavioral experiment was not performed in the same 471 
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cohort of animals, nor was it performed in the WD-induced obesity mice. In keeping with our 472 

observations, STZ-induced T1D mice and WD-induced obesity mice displayed 473 

neurobehavioral impairments, whereas chronic treatment with metformin reversed these 474 

impairments. Considering the metabolic disturbances, metformin could only reverse the WD-475 

induced metabolic impairments, whereas it did not influence the STZ-induced metabolic 476 

impairments. Based on such observation, the beneficial effects of metformin in STZ-induced 477 

neurobehavioral impairments were not mediated by improving peripheral insulin signaling. In 478 

this regard, the use of metformin in T1D is less frequent and less studied, and there is limited 479 

evidence that metformin can decrease the need for insulin use [47]. 480 

To gain insight into the mechanisms underlying STZ- and WD-induced 481 

neurobehavioral anomalies and the beneficial effects of metformin, we focused our attention 482 

on GSK3β, a protein kinase that would play a role in neuropsychiatric disorders and related 483 

treatments [48]. In the present study, WD-fed mice presented a significant reduction in the 484 

phosphorylated levels of GSK3β in the hippocampus and prefrontal cortex. In most tissues, 485 

the GSK3β is constitutively active and mainly regulated by inhibitory phosphorylation on Ser 486 

9 [49]. Llorens-Marítin et al. [50] argue that a status where GSK3β remains abnormally active 487 

due to a failure to repress its activity adequately, thereby contributing to several pathologies, 488 

including diabetes and mood disorders. Following our observations, Yoon et al. [51] found a 489 

reduction of the phosphorylated form of GSK3β in the brain cortex of HFD-fed C57Bl/6 490 

mice. Moreover, Leng et al. [52] showed that high-glucose-induced insulin resistance in cells 491 

is associated with the activation of GSK3β and subsequent phosphorylation of insulin receptor 492 

substrate (IRS1), triggering the ubiquitination and degradation of IRS1. 493 

The antidiabetic agent metformin reportedly activates AMPK. Of note, Horike et al. 494 

[53] pointed out a critical role of GSK3β phosphorylation in the AMPK-induced suppression495 

of hepatic gluconeogenesis. Based on such observations, it was expected that metformin 496 

treatment would increase the levels of pGSK3β (as antidepressants do), contrary to what we 497 
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observed. In this line of evidence, Farr et al. [54] showed that SAMP8 mice, a sporadic 498 

Alzheimer's disease model that received 200 mg/kg of metformin daily for eight weeks, had 499 

significantly higher brain levels of pGSK3β ser9/total than control mice. In their study, 500 

metformin improved the mice's memory performance in several behavioral tests. On the other 501 

hand, Ramamurthy et al. [55] presented data suggesting that AMPK suppresses the Akt-502 

GSK3β pathway during dendritic growth. These data suggest that AMPK signaling regulates 503 

dendritic structure by inhibiting multiple positive mediators of dendritic growth [55]. 504 

Therefore, further studies are necessary better to understand the metformin’s action on brain 505 

GSK3β activity. 506 

507 

5. Conclusions 508 

509 

Overall, our results reinforce the observation that a conventional diabetes treatment, 510 

metformin, could be repurposed to improve neurobehavioral symptoms and diabetes 511 

concurrently. Further studies are necessary to evaluate if central AMPK activation is a key 512 

mechanism underlying the beneficial effects of metformin. 513 
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715 

Figure Legends 716 

717 

Figure 1. Experimental design. 718 

719 

Figure 2. Effects of metformin treatment on STZ-induced metabolic alterations in male Swiss 720 

mice. (A) Body mass variation (g), (B) Total plasma cholesterol levels, (C) Basal fasting 721 

glucose levels, and (D) Fasting plasma insulin levels. Data are expressed as mean + SEM (n = 722 

6 – 7 animals per group). & denotes the main effect of STZ by two-way ANOVA (p≤0.05). 723 

724 

Figure 3. Effects of metformin treatment on STZ-induced neurobehavioral alterations in the 725 

open field test (A-C), in the von Frey test (D), in the tail suspension test (E-F), and in the 726 

splash test (G-H) in male Swiss mice. (A) Center crossings (%), (B) Center time (%), (C) 727 

Total crossings, (D) 50% mechanical threshold (g), (E) Latency to immobility (s), (F) 728 

Immobility time (s), (G) Latency to grooming (s), (H) Grooming time (s). Data are expressed 729 

as mean + SEM (n = 6 – 7 animals per group). X indicates significant STZ-by-metformin 730 

interaction by two-way ANOVA (p≤0.05); “*” p≤0.05 vs. vehicle-related control group, “#” 731 

p≤0.05 vs. vehicle-related STZ group (Newman–Keuls post hoc test). 732 

733 

Figure 4. Effects of metformin treatment on WD-induced metabolic alterations in male Swiss 734 

mice. (A) Body mass variation (g), (B) Plasma cholesterol levels, (C) Basal fasting glucose 735 

levels, (D) Fasting plasma insulin levels, (E) Glucose tolerance test, and (F) Area under the 736 

curve of glucose tolerance test. Data are expressed as mean + SEM (n = 9 animals per group). 737 

& denotes the main effect of HFFD by two-way ANOVA (p≤0.05). X indicates significant 738 
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HFFD-by-metformin interaction by two-way ANOVA (or significant repetition by HFFD by 739 

metformin interaction) (p≤0.05); “*” p≤0.05 vs. vehicle-related control group, “#” p≤0.05 vs. 740 

vehicle-related HFFD group, “£” p≤0.05 vs. metformin-related control group (Newman–741 

Keuls post hoc test). 742 

743 

Figure 5. Effects of metformin treatment on WD-induced neurobehavioral alterations in the 744 

open field test (A-C), in the tail suspension test (D-E), and in the von Frey test (F). (A) Center 745 

crossings (%), (B) Center time (%), (C) Total crossings, (D) Latency to immobility (s), (E) 746 

Immobility time (s), (F) 50% Mechanical threshold (g). Data are expressed as mean + SEM 747 

(n = 9 animals per group). X indicates significant HFFD-by-metformin interaction by two-748 

way ANOVA (p≤0.05); “*” p≤0.05 vs. vehicle-related control group, “#” p≤0.05 vs. vehicle-749 

related HFFD group (Newman–Keuls post hoc test). 750 

751 

Figure 6. Effects of metformin treatment on WD-induced brain pGSK3-β levels alterations in 752 

male Swiss mice. (A) pGSK3-β levels (% of control) in the prefrontal cortex, (B) pGSK3-β 753 

levels (% of control) in the hippocampus. Data are expressed as mean + SEM (n = 9 animals 754 

per group). X indicates significant HFFD-by-metformin interaction by two-way ANOVA 755 

(p≤0.05); “*” p≤0.05 vs. vehicle-related control group (Newman–Keuls post hoc test). 756 

757 

Figure 7. Metabolic and neurobehavioral z-scores of STZ-injected mice (A-B) and WD-fed 758 

mice (D-E). Correlation between metabolic and emotionality z-scores in STZ-injected mice 759 

(C) and WD-fed mice (F). Data are expressed as mean + SEM (n = 6 to 9 animals per group).760 

& denotes the main effect of HFFD by two-way ANOVA (p≤0.05). X indicates significant 761 

HFFD-by-metformin interaction by two-way ANOVA (or significant repetition by HFFD by 762 

metformin interaction) (p≤0.05); “*” p≤0.05 vs. vehicle-related control group, “#” p≤0.05 vs. 763 
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vehicle-related HFFD group, “£” p≤0.05 vs. metformin-related control group (Newman–764 

Keuls post hoc test). (C, F) Black dots correspond to vehicle/control mice and the grey dots to 765 

the STZ/control or HFHF/control mice. 766 
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Le message principal qui découle de cet article est que la metformine n’aurait pas besoin 

d’améliorer le métabolisme glucidique périphérique pour exercer ses effets bénéfiques 

neurocomportementaux dans le modèle STZ. C’est également les conclusions auxquelles nous 

arrivons lorsque nous avons adressé cette question dans le modèle de souris knock-out pour 

l’apeline exposées à 6 semaines de régime HFD. Ces résultats sont inclus dans l’article 

« Maladaptive emotional response to metabolic stress : role of apelin signaling» présenté dans 

la Partie 2 des résultats. Il me semble toutefois important de les re-contextualiser dans cette 

dernière partie qui se consacre à l’effet de la metformine.  

3) Dans le modèle de souris Ap-/- nourries avec un régime HFD

Des souris contrôles (Ap+/+) et knock-out pour l’apeline (Ap-/-) ont été soumises à un 

régime HFD (45%) pendant 6 semaines. La moitié d’entre elles ont été traitées par la 

metformine (300mg/kg, eau de boisson) à partir de la deuxième semaine de régime (Figure 

35A). Leur statut métabolique (Figure 35) ainsi que leurs comportements liés à l’anxiété (Figure 

36) ont été analysés. On a pu constater que les souris Ap-/-/Metformine régulent moins bien 

leur glycémie que le groupe Ap+/+/Metformine (Figure 35B, C) lors de l’IPGTT. 

Concernant le poids, la glycémie et l’insulinémie à jeun (et par conséquent l’HOMA-IR), tous 

ces paramètres se sont avérés significativement plus élevés chez les souris Ap-/- mais la 

metformine n’a montré aucun effet bénéfique (Figure 35D-G).
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Figure 35. Absence d’effets insulino-sensibilisateurs de la metformine chez les souris Ap-/-

. (A) Schéma du protocole expérimental. M.E = metabolic experiments, B.E= behavioral 
experiments. (B) Suivi de la glycémie au cours d’un test de tolerance au glucose (mg/dL). (C) 
Aire sous la courbe des courbes de glycémie. ANOVA : Interaction F(1,31)=4,572 p=0,0405; 
Treatment F(1,31)=1,248 p=0,2725 & Genotype F(1,31)=3,032 p=0,0916. (D) Poids corporel 
(g). ANOVA : Interaction F(1,31)=0,2810 p=0,5998; Treatment F(1,31)=2,2878 p=0,0998 & 
Genotype F(1,31)=20,27 p<0,001. (E-F) Glycémie (mg/dL) et Insulinémie (ng/L) à jeun. 
ANOVA : Interaction F(1,31)=0,1771 p=0,6767; Treatment F(1,31)=0,1544 p=0,6971 & 
Genotype F(1,31)=6,323 p=0,0173 and ANOVA : Interaction F(1,31)=0,5577 p=0,4608; 
Treatment F(1,31)=0,1397 p=0,7111 & Genotype F(1,31)=21,84 p<0,001. (G) ‘Homeostasis 
model assessment of insulin resistance’ (HOMA-IR). ANOVA : Interaction F(1,31)=0,0078 
p=0,9294; Treatment F(1,31)=0,0765 p=0,7839 & Genotype F(1,31)=18,25 p<0,001. Les 
résultats sont représentés par la moyenne ±SEM. $p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 
significativement différent du groupe Ap+/+ et &p<0,05 significativement différent du groupe 
Ap+/+Met. 

Quant à l’analyse comportementale, nous avons constaté que les souris Ap-/- passent 

moins de temps dans les bras ouverts de l’EPM (Figure 36A) et plus de temps dans le 

compartiment sombre dans le DL (Figure 36B). Seul le ratio ‘temps au centre/distance 

parcourue’ est statistiquement plus élevé chez les souris Ap-/-/Metformine dans l’OF (Figure 

36C). Si l’on analyse maintenant le z-score d’anxiété récapitulant l’ensemble des tests utilisés 

afin de prendre en compte les tendances perceptibles dans les différents paradigmes pris 

séparemment, on peut constater que le groupe Ap-/-/Metformine possède un z-score plus faible 

que les souris Ap-/- non traitées (Figure 36D) suggerant que cet antidiabetique améliore l’anxiété 

détectée dans notre modèle. 
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Figure 36. Effet anxiolytique de la metformine chez la souris Ap-/-. (A) Temps passé dans 
les bras ouverts (%) pendant le labyrinthe en croix surélevé. ANOVA : Interaction 
F(1,31)=0,0876 p=0,7692; Treatment F(1,31)=3,143 p=0,0861 & Genotype F(1,31)=13,60 
p<0,001. (B) Temps passé dans le compartiment sombre du test de la boite claire/sombre. 
ANOVA : Interaction F(1,31)=0,9987 p=0,3254; Treatment F(1,31)=0,5213 p=0,4757 & 
Genotype F(1,31)=11,36 p=0,002. (C) Ratio du temps passé au centre (s)/distance parcourue 
(cm) dans le champ ouvert. ANOVA : Interaction F(1,31)=7,237 p=0,0114; Treatment
F(1,31)=6,377 p=0,0169 & Genotype F(1,31)=2,475 p=0,1258. (D) Z-score d’anxiété
(paramètres inclus : temps passé dans les bras ouverts (EPM), temps passé dans le compartiment
sombre (D/L) et le ratio temps/distance parcourue (OF). ANOVA : Interaction F(1,31)=7,167
p=0,0118; Treatment F(1,31)=9,268 p=0,0047 & Genotype F(1,31)=1,527 p=0,2258. Les
résultats sont représentés par les moyennes ±SEM. **p<0,01 et ***p<0,001 significativement
différent du groupe Ap+/+, $$p<0,01 significativement différent du groupe Ap-/-Water, &p<0,05
significativement différent du groupe Ap+/+Met et #p<0,05 significativement différent du
niveau de chance (50%).

Ces résultats, comme ceux décrits précédemment, mettent donc aussi en évidence le fait 

que la metformine n’aurait pas besoin d’améliorer le métabolisme périphérique pour exercer 

des effets anxiolytiques. 



295 



296 

Discussion et Perspectives 

L’introduction bibliographique de ce travail récapitule l’ensemble des preuves 

expérimentales (épidémiologiques, cliniques et précliniques) supportant l’existence d’un lien 

entre le diabète et la dépression majeure (DM) ainsi que les hypothèses mécanistiques qui 

pourraient sous-tendre leur comorbidité. En effet, il a été rapporté que la prévalence de la DM 

est au moins doublée chez les patients diabétiques et que certains paramètres métaboliques sont 

corrélés avec la sévérité des symptômes psychiatriques. Parmi eux se dégage la résistance à 

l’insuline, un des marqueurs caractéristiques du diabète de type 2 (DT2). Il est ainsi légitime de 

s’interroger sur l’implication de la modulation de la signalisation périphérique et/ou centrale de 

l’insuline dans la physiopathologie de la DM et éventuellement dans l’efficacité des 

antidépresseurs. L’insuline et son récepteur modulant l’inflammation, l’activité de l’axe HPA 

et les systèmes monoaminergiques, autant de paramètres modifiés dans la DM, représente donc 

une cible intéressante pour développer des stratégies thérapeutiques innovantes. Dans ce 

contexte, le rôle de l’insuline dans la modulation du système dopaminergique et ses 

répercussions comportementales ont été récemment étudiées (Könner et al., 2011) mais très peu 

d’informations sont disponibles concernant l’impact de cette hormone pancréatique sur le 

système sérotoninergique du cerveau.  

À travers ces travaux de thèse, nous avons donc voulu amener des éléments de réponses 

quant au rôle de l’insuline dans la modulation du système sérotoninergique en s’appuyant sur 

3 questions fondamentales qui seront discutées dans cette dernière partie du manuscrit.  

IV. Quels sont les effets centraux de l’insuline sur le système sérotoninergique et

les comportements anxio-dépressifs associés dans un contexte physiologique ?

Un des résultats le plus remarquables obtenu au cours de cette thèse est l’identification 

du récepteur à l’insuline sur les neurones sérotoninergiques et sa capacité à réguler l’activité de 

ces cellules. En effet, nos résultats d’électrophysiologie in-vitro (menés en collaboration avec 

les Drs Fioramonti et Martin ; Nutrineuro, Bordeaux) montrent que l’insuline exerce un effet 

excitateur sur le système sérotoninergique.  Mais cette régulation est plus complexe qu’il n’y 

paraît car les études des effets de l’insuline in-vivo montrent, au contraire, que cette hormone 

exerce un effet inhibiteur sur les neurones sérotoninergiques du DRN. Par exemple, nous avons 

montré au cours de mes travaux que le taux de décharge des neurones 5-HT est diminué par 

l’injection systémique d’insuline. En accord avec cette observation, nos études de microdialyse 
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intracérébrale montrent que l’insuline diminue la libération de 5-HT dans l’hippocampe ventral 

de souris éveillée (Article 1). Ces derniers résultats font échos à un ancienne étude menée chez 

le chat démontrant que l’injection d’insuline 4UI/kg par voie intraveineuse diminue l’activité 

électrique des neurones sérotoninergiques du raphé magnus (Martin-Cora et al., 2002). 

L’hypothèse du rôle de l’hypoglycémie dans cet effet inhibiteur a été testée par les auteurs qui 

montrent dans ce travail que l’inhibition de la décharge électrique des neurones 5-HT induite 

par l’insuline est atténuée par l’injection de glucose (Martin-Cora et al., 2002). Ainsi une 

diminution de l’apport des neurones en glucose pourrait avoir pour conséquence d’inhiber 

l’activité électrique des neurones. Or dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas 

observé de tels effets du glucose sur les neurones 5-HT du DRN (données non présentées) 

suggérant la mise en place d’autres mécanismes physiologiques.  

Ces travaux ont ensuite été complétés par des analyses comportementales visant à 

évaluer l’effet de l’insuline, injectée directement dans le DRN ou par voie systémique (intra-

nasale), sur le comportement anxio-dépressif des souris. D’un point de vue comportemental, 

alors que l’insuline n’exerce aucun effet bénéfique sur des tests de résignation, nous avons 

montré qu’elle induit des effets anxiolytiques dans le test du labyrinthe en croix surélevé (EPM) 

en utilisant ces deux voies d’administration. Ces données suggèrent que la diminution de la 

neurotransmission sérotoninergique induite par l’insuline est favorable à un effet anxiolytique. 

Elles sont en accord avec les travaux récents d’opto- et chemo-génétique montrant que la 

stimulation des neurones 5-HT du DRN entraine, au contraire, des effets anxiogéniques 

(Teissier et al., 2015 ; Urban et al., 2016 ; Ohmura et al., 2020). Ils sont également cohérents 

avec le fait que les antidépresseurs sérotoninergiques (dont les ISRS) augmentent l’anxiété chez 

des patients dépressifs ou dans différents modèles animaux de laboratoire (Hamon, 1994). 

Ainsi, l’augmentation de la neurotransmission sérotoninergique semble nuisible puisqu’elle 

favorise l’anxiété alors que sa diminution serait favorable à une réponse thérapeutique. Il est 

aussi intéressant de noter que les travaux du Dr Hugo Martin ont permis de mettre en évidence 

la contribution du système sérotoninergique dans l’effet anxiolytique de l’insuline puisque 

l’administration concomitante de pCPA, un inhibiteur de la synthèse de 5-HT, prévient les 

effets anxiolytiques de cette hormone dans l’EPM suite à son injection intranasale. 

Afin de mieux comprendre la dichotomie entre les effets excitateur in vitro et inhibiteur 

in vivo de l’insuline, nous avons testé l’hypothèse du rôle du récepteur 5-HT1A situés sur les 

corps cellulaires des neurones sérotoninergiques. En effet, il est connu que ce récepteur 

somatodendritique, exprimé par les neurones 5-HT du DRN, exerce un rétrocontrôle inhibiteur 

sur le système sérotoninergique (Richardson-Jones et al., 2010). Nous avons émis l’hypothèse 
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selon laquelle l’insuline exciterait à travers son action sur l’IR les neurones sérotoninergiques 

conduisant à une accumulation de 5-HT endogène autour des corps cellulaires. Cette 5-HT 

conduirait, dans un second temps, à la mise en jeu de ce frein biologique exercé par les 

autorécepteurs 5-HT1A et donc à l’inhibition de la décharge des neurones sérotoninergiques et 

la diminution de sa libération dans les aires de projection. Pour tester cette hypothèse, nous 

avons évalué les effets in vivo de l’insuline en présence de l’antagoniste du récepteur 5-HT1A, 

le WAY100635. De manière intéressante, nos résultats in vivo montrent que l’insuline exerce 

des effets excitateurs sur le système sérotoninergique en présence de WAY100635 à l’aide des 

approches électrophysiologique et neurochimique (microdialyse) (Article 1). 

Une autre hypothèse peut être soulevée puisque nous avons remarqué que l’IR n’était 

pas exclusivement exprimé par les neurones sérotoninergiques. En particulier, nous pensons 

que ce récepteur est également présent sur les interneurones GABAergiques du DRN et que son 

activation par l’insuline pourrait favoriser la libération de GABA autour des corps cellulaires 

sérotoninergiques et donc participer à son effet inhibiteur in-vivo.. Ainsi, il serait intéressant de 

doser les taux de GABA extracellulaires dans le DRN en réponse à l’administration locale ou 

systémique d’insuline. L’hypothèse d’une diminution du tonus excitateur glutamatergique est 

également une piste à explorer par ce type d’approche (Figure 37). 

Figure 37. Hypothèse du modèle d'action de l'insuline sur le système sérotoninergique 
dans le noyau du raphé dorsal. En agissant sur son récepteur (IR) l'insuline stimulerait la 
libération de 5-HT endogène autour des corps cellulaires des neurones sérotoninergiques du 
DRN. Cette 5-HT contribuerait à stimuler le contrôle inhibiteur via les autorécepteurs 5-HT1A 



299 

conduisant à une réduction du taux de décharge. Cette inhibition pourrait également passer par 
la stimulation des interneurones à GABA directement connectés aux neurones 
sérotoninergiques dans le DRN ou au contraire par une inhibition des neurones 
glutamatergiques. 

Pour améliorer nos connaissances concernant les interactions fonctionnelles entre 

l’insuline et le système sérotoninergique, il serait également intéressant de tester les effets 

chroniques de cette hormone sur le comportement anxieux. D’un point de vue 

électrophysiologique, on pourrait s’attendre à ce que l’accumulation de 5-HT autour des corps 

cellulaires contribue à désensibiliser l’autorécepteur 5-HT1A comme le font les antidépresseurs 

de type ISRS. Ainsi il faudrait dissocier les effets de l’administration unique et répétée de 

l’insuline.  

Il est également important de souligner que nos résultats expérimentaux montrent des 

effets sur le comportement anxieux mais aucune modification des comportements de 

résignation évalués dans le FST. Cette observation nous conduit à envisager que l’insuline 

pourrait agir sur des sous-populations de neurones sérotoninergiques spécifiquement impliquée 

dans l’anxiété. Les travaux du Dr S. Fernandez mettent en évidence l’existence d’une sous 

population de neurones sérotoninergiques (Pet1 négatif) innervant l’amygdale (Kiyasova et al., 

2011) et dont la diminution de l’activité coïnciderait avec un effet anxiolytique (Ren et al., 

2018). En effet, il est largement accepté que dans l’amygdale, la 5-HT active des récepteurs 

postsynaptiques de type 5-HT2 responsables d’effets anxiogènes (Martin et al., 2014). Bien que 

nos études de microdialyse intracérébrale aient été réalisées dans l’hippocampe, il est possible 

qu’une diminution concomitante du tonus 5-HT prenne place dans l’amygdale pour expliquer 

les effets anxiolytiques de l’insuline.  Afin de mieux comprendre ce lien, nous avons initié une 

collaboration avec Christelle Peyron (INSERM 1028, Lyon) visant à caractériser les effets de 

l’insuline sur l’état du réseau sérotoninergique, notamment sur la morphologie et la densité des 

fibres 5-HT innervant différentes structures cérébrales car on sait aujourd’hui qu’il existe des 

voies sérotoninergiques distinctes contrôlant des comportements spécifiques (Ohmura et al., 

2020).  

Enfin, il est important de noter que l’implication d’IGF1 dans la modulation du système 

sérotoninergique n’est pas à exclure. Cette hypothèse est d’autant plus crédible que différentes 

études montrent que l’injection ICV d’IGF1 induit des effets anxiolytiques (Zegarra-Valdivia, 

2017) et antidépresseurs via la modulation du système sérotoninergique (Hoshaw et al., 2008). 

Il a également été montré que des souris double mutantes privées à la fois des récepteurs à 

l’insuline et à IGF1 dans l’hippocampe ou l’amygdale présentent un phénotype anxieux (Soto 
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et al., 2019). Au cours de sa thèse, le Dr H. Martin (Nutrineuro, Bordeaux) a constaté qu’un 

antagoniste IGF1R réduit partiellement l’effet de l’insuline renforçant l’idée d’un rôle éventuel 

ce facteur sur la régulation du système sérotoninergique et des comportements émotionnels 

associés.  

V. Quel est l’impact d’une modulation négative de la signalisation de l’insuline

sur le système sérotoninergique et les comportements associés :

i. Dans un modèle de souris de DT1 recevant la streptozotocine

(STZ) ?

La seconde façon d’appréhender le lien entre la signalisation de l’insuline et l’activité 

du système sérotoninergique consiste à s’intéresser aux effets d’un défaut de signalisation de 

cette hormone. Pour cela, nous nous sommes appuyés un premier temps sur le modèle de souris 

injectées à la STZ. En accord avec la littérature, nos résultats expérimentaux montrent que ces 

souris présentent des troubles métaboliques très marqués caractérisés par une insulinopénie, 

une hyperglycémie à jeun et une perte de poids. 

D’un point du vue comportemental, ces souris présentent plusieurs symptômes pseudo-

dépressifs. Par exemple, comme attendu au regard des études déjà publiées dans ce domaine 

(Gupta et al., 2014), leurs niveaux de résignation et d’anxiété sont beaucoup plus marqués que 

les souris contrôles. Ces perturbations comportementales s’accompagnent d’une diminution de 

l’activité électriques des neurones 5-HT du DRN. Il est intéressant de noter que cette baisse du 

tonus sérotoninergique rappelle celle observée suite à l’injection systémique d’insuline alors 

que l’analyse comportementale révèle des effets opposés. On peut alors se demander comment 

des effets électrophysiologiques comparables peuvent aboutir à des effets comportementaux 

opposés, si on s’intéresse notamment à l’anxiété ? Un premier élément de réponse repose sur le 

fait que dans le modèle STZ, le circuit sérotoninergique préférentiellement impacté serait 

différent de celui mis en jeu lors de l’injection d’insuline (c-a-d l’amygdale). On sait par 

exemple que la 5-HT joue un rôle anxiolytique dans l’hippocampe (Karayol et al., 2021) 

laissant entrevoir la possibilité que la STZ diminuerait l’action de la 5-HT spécifiquement dans 

cette région cérébrale. Il serait donc intéressant d’analyser en détail l’activité des circuits DRN 

↔ amygdale et DRN ↔ hippocampe suite à l’injection d’insuline ou de STZ et de préciser s’il 

existe des effets préférentiels sur l’un de ces deux circuits dans chaque condition expérimentale. 

L’hypothèse du recrutement du circuit DRN ↔ hippocampe est d’autant plus plausible que 

dans le modèle STZ, les anomalies comportementales ne se limitent pas à l’anxiété mais aussi 
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à d’autres comportements (résignation/incurie) dépendant, du moins en partie, de l’hippocampe 

(Eliwa et al., 2021). Il est aussi important de noter que le modèle STZ présente des limites, 

notamment lorsqu’on s’intéresse aux liens fonctionnels entre l’insuline et le système 5-HT 

central car il n’existe pas d’évidences selon laquelle la STZ induit un déficit de transmission 

insulinergique dans le cerveau. De plus, il se pourrait que la diminution de production d’insuline 

endogène au niveau périphérique soit compensée par une production locale au niveau du 

cerveau ou que le transport de l’insuline à travers la barrière hémato-encéphalique soit 

augmenté pour pallier à la potentielle carence centrale. Afin de mieux comprendre le lien entre 

l’insulinopénie et l’activité du système sérotoninergique, il serait intéressant d’étudier les 

concentrations extracellulaires de 5-HT au niveau des aires de projection sérotoninergiques 

mais aussi de quantifier la quantité d’insuline au niveau central et ses voies de signalisation.   

En attendant la réalisation de ces études, il est légitime d’envisager que le modèle STZ 

provoque des effets sur le système 5-HT qui s’étendent au-delà de l’insulinopénie. En effet, ce 

modèle, il a été montré que les taux de leptine plasmatiques sont diminués pouvant expliquer 

non seulement la perte de poids chez ces animaux (Havel et al., 1998) mais aussi ces effets 

électrophysiologiques et neurocomportementaux. En accord avec cette hypothèse, il a été 

montré que la leptine module les comportements anxio-dépressifs puisque les souris ob/ob 

privées de leptine présentent un comportement anxieux (Finger et al., 2010). De plus, comme 

décrit dans la partie bibliographique de ce manuscrit, la STZ est connue pour ses propriétés pro-

inflammatoires favorisant l’augmentation des concentrations plasmatiques de cytokines dont la 

CRP, TNF-a et IL1b (Guo et al., 2019). Compte tenu des effets anxiogéniques de ces 

médiateurs (Felger and Lotrich, 2013), il est possible que les effets de la STZ passent par cette 

voie. On peut également envisager que les effets de la STZ soient liés à la capacité de cette 

toxine à provoquer une hyper-activation de l’axe HPA, processus également associé à une 

réponse exagérée au stress pouvant être attenuée par l’administration chronique d’insuline 

(Chan et al., 2002). Toutes ces hypothèses, non exclusives, pourraient expliquer les effets de la 

STZ sur la diminution de la neurotransmission sérotoninergique et le phénotype anxio-depréssif 

des souris. 

Enfin, une autre piste séduisante est apportée par nos travaux réalisés en collaboration avec le 

Dr. Moreira. En effet dans ce travail, le même type d’altération comportementale à savoir une 

anxiété exacerbée a été mise en évidence mais celle-ci s’accompagne d’une hyperalgésie. Cette 

association entre anxiété et douleur a déjà été rapporté dans la littérature et on peut émettre 

l’hypothèse que cette douleur exacerbée soit responsable des troubles émotionnels observés 

chez les souris STZ. En effet des travaux chez l’humain ou l’animal montrent que l’induction 
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de douleurs neuropathiques (constriction nerf sciatique, injection d’agent intercalent de 

l’ADN : oxaliplatine) augmente l’état anxieux et provoque des symptômes de type dépressifs 

chez le rongeur (Hache et al., 2012). 

ii. Dans un modèle de souris de DT2 combinant des facteurs de risque

génétiques (système apelinergique) et environnementaux

(alimentation hyper-lipidique) ?

Ce travail de thèse nous a permis d’étudier l’influence de la signalisation de l’insuline 

sur le système sérotoninergique et les comportements émotionnels à l’aide d’un autre modèle 

caractérisé par une insulino-résistance périphérique. Ce phénotype métabolique est d’autant 

plus marqué qu’il propose de combiner deux facteurs de risque de l’insulino-résistance : la 

diminution des taux circulants d’apeline et un régime alimentaire obésogène de type « high fat 

diet » (Ap-/-/HFD). En accord avec les résultats précédents, nous retrouvons dans ce modèle une 

diminution du taux de décharge des neurones 5-HT et un comportement anxieux chez les souris 

Ap-/- nourries avec un régime HFD pendant 6 semaines. Concernant l’aspect 

électrophysiologique, ce résultat est cohérent avec nos données précédentes montrant qu’un 

régime HFD diminue l’activité du système sérotoninergique (Zemdegs et al., 2019). Nous avons 

d’ailleurs décrit un mécanisme sous-jacent qui reposerait sur une diminution de la synthèse de 

sérotonine du DRN liée à une diminution de l’apport en tryptophane dans le cerveau (Article 

4). Bien que le rôle de l’apeline sur le système sérotoninergique ne soit pas décrit à ce jour, il 

est envisageable que cette adipokine interfère directement avec ce système en raison de la 

présence du récepteur APJ dans le raphé. Ainsi, compte tenu du couplage négatif d’APJ, on 

pourrait également envisager un effet inhibiteur de l’apeline sur les neurones sérotoninergiques 

venant s’additionner voire potentialiser les effets négatifs du régime HFD mis en évidence dans 

ce modèle. 

Compte tenu de l’importance de la signalisation de l’insuline centrale dans la régulation 

du système sérotoninergique (Article 1), on est en droit de se demander s’il s’agit de la 

résistance centrale et/ou périphérique à l’insuline qui est responsable des effets observés dans 

ce modèle. Nos résultats montrent clairement que ce modèle présente une insulino-résistance 

périphérique mais à ce stade nous ne disposons d’aucune preuve expérimentale concernant 

l’insulino-résistance centrale. On peut toutefois envisager qu’elle se mette en place dans le 

cerveau pour plusieurs raisons et notamment parce que sous régime HFD, l’insuline n’induit 

plus la phosphorylation des acteurs de sa voie de signalisation dans le cerveau (Arnold et al., 
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2014 ; Clegg et al., 2011). Ainsi, les mécanismes qui se mettent en place en périphérie semble 

se dérouler également dans le système nerveux central. Concernant l’apeline, à ce jour aucune 

preuve n’est disponible sur la possibilité que son inactivation génétique provoque les mêmes 

effets sur la signalisation insulinergique dans le cerveau mais on peut envisager que l’effet du 

HFD soit potentialisé chez les souris Ap-/-. Le fait que des souris mutantes spécifiquement dans 

le cerveau pour le récepteur à l’insuline montrent le même phénotype comportemental que les 

Ap-/-/HFD nous laisse penser que l’insulino-résistance centrale est suffisante pour induire des 

troubles anxieux et une diminution de l’activité du système sérotoninergique. Il serait donc 

intéressant de regarder l’état de phosphorylation des acteurs de la voie de signalisation de 

l’insuline dans le DRN par western blot ou spécifiquement dans les neurones sérotoninergiques 

des souris Ap-/-/HFD à l’aide d’une approche immunohistochimique. En effet l’utilisation d’un 

double marquage TPH2/IRS-1 phosphorylé en réponse à un challenge à l’insuline chez des 

souris Ap-/-/HFD comparés à des souris sauvages (avec ou sans HFD) permettrait de répondre 

à cette question. A ce jour, il est difficile d’envisager une stratégie permettant de cibler 

spécifiquement la sensibilité à l’insuline dans le cerveau afin d’en étudier l’impact. Différents 

travaux montrent qu’il est possible d’améliorer la sensibilité centrale de l’insuline à l’aide 

d’antidiabétiques oraux ou via l’exercice physique (Ruegsegger et al., 2019) mais ces stratégies 

n’excluent pas la possibilité du rôle de la sensibilité périphérique à l’insuline. Toutefois, des 

stratégies lentivirales visant à faire sur-exprimer le récepteur à l’insuline dans différentes 

régions cérébrales et même dans des sous-populations neuronales clés de la régulation des 

émotions permettait d’apporter des conclusions définitives quant au lien entre l’insulino-

résistance centrale, l’activité électrique d’une population neuronale et le comportement anxio-

dépressif. Plus précisément, est-ce que la surexpression de l’IR dans les neurones 5-HT des 

souris Ap-/-/HFD permettrait de récupérer un phénotype comportement normal et de ré-

augmenter l’activité électrique des neurones sérotoninergique ? 

La stratégie actuelle utilisée pour interférer négativement sur la sensibilité à l’insuline centrale 

sans impacter celle des tissus périphériques repose sur l’injection ICV de STZ. Ce protocole 

engendre une insulino-résistance et une neurodégénérescence (Moreira-Silva et al., 2019 ; 

Salkovic-petrisic and Hoyer, 2007).  Ainsi, il n’est pas exclu que l’insulino-résistance centrale 

s’installe dans des régions différentes du DRN contribuant ainsi au contrôle des comportements 

anxio-dépressifs. Il a été montré que la signalisation de l’insuline dans l’hippocampe favorise 

le processus de neurogenèse ainsi que les performances mnésiques et les comportements 

émotionnels chez le rongeur (Lv et al., 2020). Il est possible que ces mécanismes 

hippocampiques soient également altérés dans le modèle Ap-/-/HFD via un déficit de 
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signalisation de l’insuline et/ou en raison de l’absence d’apeline qui aurait des répercussions 

négatives sur la plasticité cérébrale. En accord avec cette hypothèse, différentes études 

soulignent les effets neuroprotecteurs de l’apeline dans le cerveau et notamment dans 

l’hippocampe en agissant sur la survie des neurones (O’Donnell et al., 2007). Il est alors facile 

d’imaginer que l’absence de ces effets neuroprotecteurs chez les souris Ap-/-/HFD participent 

au phénotype observé. Il est également intéressant de noter que l’apeline exerce des effets 

neuroprotecteurs dans des modèles de dégénérescence des neurones dopaminergiques dans un 

modèle murin de la maladie de Parkinson (Haghparast et al., 2018) ou d’accidents vasculaires 

cérébraux (Duan et al., 2019) pouvant découler des effets anti-inflammatoires, antioxydants, 

anti-apoptotiques ou encore anti-excitotoxiques (pour revue Zhou et al., 2021).  

Nous venons de considérer les effets indirects de l’apeline sur les comportements anxio-

dépressifs via la modulation du système insulinergique (intra-raphe et/ou intra-hippocampique) 

mais cette adipokine pourrait également avoir des effets sur ce type de comportement et le 

système sérotoninergique par des effets directs. Une étude récente a pu montrer que les effets 

anxiolytiques de l’apeline injectée par voie ICV seraient dépendant d’une action sur le système 

sérotoninergique puisqu’un antagoniste de récepteur 5-HT2 préviendrait ses effets bénéfiques 

(Telegdy and Jászberényi, 2014).  

 

A ce stade de notre réflexion, une autre question mérite d’être abordée bien qu’elle 

dépasse le cadre spécifique de cette étude. Cette question est de déterminer dans quelle mesure 

le poids joue un rôle dans les comportements observés. Une revue récente du Dr S Fulton au 

Canada, synthétise les différents mécanismes cellulaires et moléculaires suggérant que le poids, 

indépendant de l’insulino-résistance, contribue à la mise en place de symptômes anxieux chez 

des patients obèses ou dans différents modèles animaux (Fulton and Srinivasan., 2021). À 

première vue, le fait que le modèle STZ (sans prise de poids) et le modèle HFD (avec prise de 

poids) conduisent au même phénotype anxieux, pourrait minimiser l’influence du poids sur le 

phénotype observé. Or, il a été montré qu’un régime enrichi en fructose, responsable d’une 

insulino-résistance sans prise de poids (Do et al., 2018), n’entraine pas de phénotype anxio-

dépressif  (De Souza et al., 2020 ; Zemdegs et al., 2016). Ces derniers résultats plaident donc 

en faveur d’un rôle majeur du poids et renvoie aux travaux menés chez l’humain qui suggèrent, 

en effet, que l’obésité représente un facteur de risque majeur pour le développement d’un DT2 

et des symptômes dépressifs (Luppino et al., 2010).  
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VI. Est-ce que la Metformine, un agent insulino-sensibilisateur, permet

d’améliorer les altérations comportementales dans ces différents modèles ?

Ce travail de thèse a permis de mettre en évidence l’effet bénéfique de la metformine 

sur les comportements anxieux dans différents modèles animaux dont la perturbation de la 

signalisation de l’insuline était associée à des comportements anxieux. Cependant, en raison de 

son administration systémique, il est, là aussi, difficile de dissocier ses effets centraux de ses 

effets périphériques dans cette modulation de l’anxiété. En effet, la metformine pourrait avoir 

exercer des effets bénéfiques via ses propriétés anti-inflammatoires et/ou sa capacité à 

améliorer le métabolisme énergétique : diminution néoglucogénèse/lipogenèse, augmentation 

de l’utilisation du glucose et amélioration de l’insulino-résistance. Tous ces mécanismes 

pourraient, dans un second temps contribuer à modifier l’activité de réseaux neuronaux 

spécifiques. C’est ce qui a pu être montré, par exemple, avec la diminution des comportements 

anxio-dépressifs associée à une augmentation de BDNF dans l’hippocampe et le cortex 

préfrontal dans le modèle de défaite sociale (Fang et al., 2020) ou encore l’amélioration de la 

fonction oxydative mitochondriale centrale (Ruegsegger et al., 2019) en réponse à 

l’administration de metformine. Cependant notre étude suggère que la metformine ne nécessite 

pas la mise en place de ses effets périphériques pour améliorer les comportements anxieux. En 

effet, le fait qu’elle n’améliore pas le métabolisme glucidique périphérique ni dans le modèle 

STZ (Article 5) ni dans le modèle Ap-/-/HFD (Article 3) alors qu’elle exerce des effets 

comportementaux sont en faveur d’un effet central. Il reste cependant à déterminer par quels 

mécanismes et sur quels systèmes la metformine exerce ses effets ? Pour répondre à cette 

question, il serait intéressant de tester les effets de l’injection locale de metformine dans le DRN 

(ou une autre région cérébrale comme l’hippocampe) et déterminer ses effets sur le 

comportement anxieux, l’état de la voie de signalisation de l’insuline et la neurotransmission 

sérotoninergique. En effet, il a été montré que la metformine pouvait améliorer les déficits 

comportementaux en agissant sur la signalisation de l’insuline dans l’hippocampe (Tanokashira 

2018). De manière plus simple, nous pourrions aussi évaluer l’effet de la metformine chez les 

souris NIRKO ou SEIRKO privés de l’IR dans le cerveau ou dans les neurones 5-HT du DRN 

afin de déterminer dans quelle mesure ses effets bénéfiques persistent dans ces lignées 

d’animaux mutants. Ces études pourraient également nous éclairer concernant l’implication de 

la résistance à l’insuline dans la modulation de l’humeur.  

De manière intéressante, il semblerait que la metformine augmente les taux circulant 

d’apeline chez les patients atteints de diabète de type 2 (Kadoglou et al., 2010). Si les effets 
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métaboliques de la metformine passent par l’apeline alors ceci pourrait expliquer l’absence 

d’amélioration du métabolisme des souris Ap-/-/HFD par la metformine et suggère également 

que la metformine et l’apeline impacte la régulation de l’anxiété par deux processus différents. 

De plus, il est important de noter que notre étude s’est seulement concentrée sur les 

effets comportementaux de la metformine dans des modèles de comorbidité diabète-dépression. 

Or il serait intéressant d’élargir l’étude de ces propriétés dans des modèles de dépression sans 

troubles métaboliques bien que cela soulève une nouvelle question. Ces modèles de dépression 

basés sur le stress chronique et donc une dérégulation de l’axe HPA sont-ils réellement des 

modèles de dépression « purs », sans impacts sur le métabolisme périphérique ? En effet, dans 

le modèle de dépression induite par l’exposition à des stress modérés chroniques imprévisibles 

(UCMS), il a été montré que la signalisation de l’insuline est perturbée au niveau de 

l’hypothalamus (Pan et al, 2013). C’est aussi le cas dans le modèle CORT basé sur 

l’administration chronique de corticostérone qui lui induit à la fois une prise de poids, une 

hyperinsulinémie, hyperleptinémie et même une perturbation de la tolérance au glucose lorsque 

la dose utilisée est élevée (Karatsoreos et al., 2010). Il apparait donc que les modèles de diabètes 

mènent, in fine, au développement de comportements anxio-dépressifs et que les modèles de 

dépression engendrent aussi des troubles métaboliques. D’un point de vue clinique, on peut 

donc se demander si des marqueurs métaboliques comme l’insulino-résistance pourraient être 

prédictifs d’un trouble anxio-dépressif et si les stratégies insulino-sensibilisatrices pourraient 

potentialiser les effets des antidépresseurs actuels. Dans l’article 1, nous montrons que 

l’administration aigue d’insuline potentialise l’effet antidépresseur de l’injection aigue de 

fluoxétine dans le test de suspension caudale chez des souris naïves.  Ces résultats préliminaires 

sont très intéressants dans la perspective de développer de nouvelles stratégies de combinaison 

dans le but d’améliorer l’efficacité des traitements antidépresseurs actuels (réduction du délai 

d’action, du taux de non-répondeurs et de rechute) et méritent notre attention dans les années 

futures. Ils ouvrent également la voie à l’utilisation des antidiabétiques oraux comme stratégies 

de potentialisation. Des travaux récents soulignent les effets bénéfiques que peut apporter par 

exemple la metformine dans l’efficacité de la fluoxétine (Khedr et al., 2018 Poggini et al., 

2019). Dans ce dernier article, les auteurs montrent l’effet potentialisateur de la metformine dès 

la première semaine de traitement.   
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Conclusion générale 

Au cours de ce projet de thèse, nous avons pu mettre en évidence la modulation du 

système sérotoninergique par l’insuline et ses conséquences sur le comportement émotionnel 

dans des conditions physiologiques. Nous avons en effet démontré l’effet anxiolytique de 

l’insuline à des doses supra-physiologiques. Au contraire, la régulation négative du système 

insulinergique dans différents modèles d'insulinopénie ou d’insulino-résistance se traduit par 

un état d’anxiété associé à une altération du système sérotoninergique (résumé dans le Tableau 

5).  

Tableau 5. Résumé des résultats obtenus dans les différents modèles étudiés au cours de 

ce travail de thèse. 

 Un autre point majeur de ce travail de thèse repose sur la mise en évidence des effets 

bénéfiques d’une stratégie insulino-sensibilisatrice, basée sur l’administration de metformine, 

dans différents modèles de comorbidité diabète-dépression (résumé dans le Tableau 6).  

Modèles 
Métabolisme 

périphérique 

Métabolisme 

central 
Comportements Système 5-HT 

STZ 

Hyperglycémie 

⇩[insuline] 

⇩poids 

⇩ [insuline] ? 
Anxiété, Incurie, 

Résignation, 

problème mnésique 

⇩ taux de décharge 

HFD 

(16sem) 

Hyperglycémie 

Insulino-résistance 

Insuline 

résistance ? 
⇧	Anxiété 

Modification 

propriétés électriques 

(patch clamp), 

⇩ 5-HT 

hippocampique 

Ap-/-  HFD 

(6sem) 

⇧ [insuline] 

Intolérance glucose 

Insulino-résistance 

Insuline 

résistance ? 
⇧	Anxiété ⇩ taux de décharge 

APJ+/- 

HFD 

(6sem) 

⇧ [insuline] 

Intolérance glucose 

Insulino-résistance 

Insuline 

résistance ? 
⇧	Anxiété ? 
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Tableau 6. Effets de la Metformine dans les différents modèles étudiés au cours de ce 

travail de thèse. 

Au cours de ces travaux, nous avons fait l’hypothèse selon laquelle l’insulino-résistance 

pourrait être le nexus entre le diabète et la dépression et nous proposons, d’après l’ensemble 

des résultats, le modèle présenté dans la Figure 38. Ce modèle hypothétique et simplifiée, 

s’appuie uniquement sur les éléments étudiés au cours de ce travail et ne rend évidemment pas 

compte de tous les acteurs pouvant moduler à la fois le système insulinergique et plus 

directement le système sérotoninergique. En effet, il ne prend pas en compte de nombreuses 

molécules qui peuvent impacter la résistance à l’insuline (leptine, ghreline, adipokines, 

hormones sexuelles, etc.) dans le contexte pathologique du diabète ni l’ensemble des 

hypothèses associées à l’éthiologie de la dépression.  

Intégrés à la littérature, ces résultats pourraient participer à la meilleure compréhension 

de la dépression en elle-même mais aussi du lien entre la dépression et le diabète dans l’optique 

de développer de nouveaux traitements contre les troubles anxio-dépressifs aussi bien chez les 

patients présentant la comorbidité, que chez ceux simplement atteints de dépression majeure. 

Modèles 
Métabolisme 

périphérique 

Métabolisme 

central 
Comportements Système 5-HT 

STZ Pas d’amélioration 
Pas 

d’amélioration ? 

⇩ Incurie 

⇩ Douleur 
? 

HFD 

(16sem) 

⇩Hyperglycémie 

⇩ Insulino-résistance 

⇩ Poids 

⇧ Tolérance glucose 

⇩ Insuline 

résistance ? 
⇩Anxiété 

⇩ Résignation 

⇧ taux de 

décharge, 

Amélioration 

paramètre 

électrique (patch 

clamp) 

Ap-/-  

HFD 

(6sem) 

Pas d’amélioration 
Pas 

d’amélioration ? 
⇩ Anxiété ? 
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Figure 38. Modèle schématique de la modulation du système sérotoninergique par 
l'insuline : impact sur le comportement anxieux. Ce schéma propose un modèle hypothétique 
intégrant les données obtenues et les questions soulevées par ce travail de thèse. Dans le cas 
d’une insulino-résistance, la signalisation de l’insuline est réduite favorisant la 
neurotransmission sérotoninergique vers l’amygdale induisant un comportement anxieux. 
L’apeline, sécrétée majoritairement par le tissu adipeux, améliore la sensibilité à l’insuline, de 
la même façon que la metformine, un antidiabétique oral prescrit en première intention chez les 
diabétiques de type 2. Dans le cadre d’une bonne sensibilité à l’insuline du système 
sérotoninergique, la voie hippocampique est favorisée induisant ainsi des effets de type 
anxiolytiques. AT = adipose tissue, DRN = dorsal raphe nucleus, HFD = high-fat diet, STZ = 
streptozotocin.  
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Signalisation de l’insuline au sein du système sérotoninergique 
central : nexus de la comorbidité diabète-dépression 

 
Sébastien BULLICH 

 
Au cours de ce travail de thèse, nous avons pu montrer que le récepteur à l’insuline est 

présent sur les neurones 5-HT du DRN. Nous avons caractérisé l’effet excitateur de l’insuline 
sur l’activité électrique de ces neurones par patch clamp. Toutefois, in-vivo l’insuline induit un 
effet net inhibiteur sur le tonus sérotoninergique. Ces résultats nous ont conduit à tester les 
effets comportementaux de l’insuline et à montrer ses effets anxiolytiques suite à son injection 
intra-raphé ou intra-nasale chez la souris saine. Dans un second temps, nous nous sommes 
placés dans un contexte pathologique afin de mieux comprendre l’impact de la perturbation de 
la signalisation de l’insuline sur les comportements émotionnels. Pour cela, nous avons étudié 
l’activité du système 5-HT et les comportements anxio-dépressifs dans des modèles murins de 
diabète de type 1 et 2 (DT1/DT2). Dans ces deux modèles, que ce soit dans un contexte 
d’insulinopénie (DT1) ou d’insulino-résistance (DT2), les souris présentent un phénotype 
anxieux et certains symptômes de la DM associés à un diminution de l’activité du système 5-
HT du DRN. Enfin, nous avons tenté d’identifier l’implication de l’apeline, une adipokine 
connue pour ses propriétés insulino-sensibilisatrice sur les anomalies comportementales 
induites par un DT2. Nos résultats montrent que les souris présentant une invalidation génétique 
de l’apeline, sont plus susceptibles de développer une insulino-résistance en réponse à un 
régime alimentaire diabétogène. Une diminution de l’activité du système 5-HT et une anxiété 
exacerbée ont également été observés dans ces conditions. De manière intéressante le traitement 
par la metformine, un antidiabétique aux propriétés insulino-sensibilisatrice, ne permet pas 
l’amélioration des paramètres métaboliques de ces souris mais améliore leur phénotype 
anxieux. 

 
Ainsi ce travail de thèse souligne l’existence d’interactions anatomiques et 

fonctionnelles entre le système insulinergique et 5-HT central ainsi que leur importance dans 
l’anxiété, un trouble psychiatrique souvent annonciateur d’un épisode dépressif. Par ailleurs, 
nous avons identifié l’apeline comme un acteur potentiel impliqué dans la comorbidité diabète-
dépression laissant entrevoir de nouvelles pistes thérapeutiques ciblant cette adipokine ou 
l’insuline directement. Finalement, ces travaux de thèse appuient l’hypothèse selon laquelle des 
stratégies insulino-sensibilisatrices pourraient améliorer les symptômes anxio-dépressifs avec 
ou sans comorbidité métabolique. Ils ouvrent également la voie au développement de stratégies 
de potentialisation basées sur l’utilisation de l’insuline ou autres antidiabétiques oraux pour 
renforcer l’efficacité des antidépresseurs. En revanche, les mécanismes qui sous-tendent ces 
effets méritent d’être encore mieux caractérisés. 
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