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RESUME



Les troubles du spectre autistique (TSA) sont des troubles neurodéveloppementaux,
touchant 3,7 hommes pour 1 femme en France, qui se traduisent principalement par des déficits
persistants dans les comportements sociaux ainsi que par des comportements, intéréts et
activités restreints et répétés.

L’exposition a des facteurs environnementaux, notamment durant la période périnatale,
serait majoritairement impliquée dans 1’étiologie des TSA. On retrouve parmi ces facteurs, des
composés pharmacologiques comme I’acide valproique (VPA) (Dépakine®), dont 1’exposition
in utero augmente la probabilité de développer des TSA. Le cervelet, par ses fonctions
cognitives et motrices, représente l’'une des structures les plus impliquées dans la
physiopathologie des TSA par des modifications anatomiques, cellulaires et moléculaires chez
des patients et modéles animaux de TSA. Chez des enfants diagnostiqués avec des TSA, une
supplémentation en acides gras polyinsaturés a longue chaine n-3 (AGPI-LC n-3) sur plusieurs
mois permet de réduire certains symptémes.

L’objectif de cette these a donc été de déterminer si une alimentation supplémentée en
AGPI-LC n-3 en période périnatale pouvait protéger des symptémes de TSA induits par une
exposition in utero au VPA chez la souris. Nous avons réalisé une étude longitudinale portant
sur I’évolution des symptomes sociaux et moteurs ainsi que sur les corrélats cellulaires et
moléculaires cérébelleux chez des souris males et femelles. Ces travaux ont permis de mettre
en évidence qu’une alimentation équilibrée en AGPI n-3 et n-6 permet de protéger contre
I’apparition de symptomes comportementaux, la perte de neurones cérébelleux et la dysbiose

du microbiote intestinal.






SUMMARY



Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder affecting 3.7 men
for every woman in France, which mainly result in persistent deficits in social behaviors as well
as restricted and repeated behaviors, interests, and activities.

Exposure to environmental factors, especially during the perinatal period, are mainly
involved in the etiology of ASD. These factors include pharmacological compounds such as
valproic acid (VPA) (Dépakine®), which in utero exposure increases the risk to develop ASD.
The cerebellum, through its cognitive and motor functions, represents one of the structures most
involved in the pathophysiology of ASD at the anatomical, cellular, and molecular levels in
both patients and animal models. Long-chain polyunsaturated fatty acids n-3 (LCPUFA n-3)
supplementation over several months has been shown to reduce several ASD symptoms in
children.

This thesis aim was to determine whether a diet supplemented with n-3 LCPUFA
throughout the perinatal period could protect against ASD symptoms induced by in utero
exposure to VPA in mice. We performed a longitudinal study on the evolution of social and
motor symptoms as well as cerebellar cellular and molecular correlates in male and female
mice. This work has demonstrated that a balanced diet of n-3 and n-6 PUFA protects against
the appearance of behavioral symptoms, loss of cerebellar neurons and intestinal microbiota

dysbiosis.
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AVANT-PROPOS



Les troubles du spectre autistique (TSA) sont des troubles neurodéveloppementaux qui
se caractérisent par des difficultés d’interaction sociale et de communication ainsi que par des
comportements et intéréts répétitifs et restreints (American Psychiatric Association 2013). Ces
symptomes apparaissent dés 1’enfance et persistent a 1’age adulte, souvent accompagnés de
comorbidités variables comme des désordres gastro-intestinaux (GI) ou des troubles déficitaires
de I’attention avec ou sans hyperactivité (TDAH) (Morris-Rosendahl & Crocq 2020; Sokolova
etal. 2017).

L’augmentation du nombre de cas de TSA depuis les années 2000 s’explique en partie
par une meilleure prise en charge des patients et a un diagnostic différentiel selon le pays mais
surtout en grande partie par 1’exposition a des facteurs environnementaux (Bourgeron 2015;
Huguet et al. 2013). En effet, la pollution, les pesticides et la modification de I’alimentation,
qui sont des caractéristiques de notre époque moderne, sont devenus des facteurs de
prédisposition a diverses pathologies (Deng et al. 2015). Au regard des recommandations
nutritionnelles, la consommation en acides gras polyinsaturés (AGPI) n-3 et n-6 est
déséquilibrée en faveur de ces derniers dans la majorité du monde (Simopoulos 2011). Ce
déséquilibre semble étre associé a des pathologies liées a I’inflammation et au cerveau,
puisqu’un déséquilibre nutritionnel en AGPI donne lieu a un déséquilibre dans la composition
lipidique cérébrale (Simopoulos 2011).

La grossesse et plus particulierement le troisieme trimestre sont des périodes critiques ou
le cerveau du feetus entre dans une phase de maturation exponentielle qui va perdurer lors de la
période postnatale. De ce fait, I’exposition a des facteurs environnementaux pendant cette
période augmente fortement le risque de pathologies neurodéveloppementales comme les TSA
chez la descendance (Janssen & Kiliaan 2014).

Ces facteurs environnementaux peuvent étre d’origine pharmacologique comme 1’acide

valproique (VPA), utilisé en traitement de pathologies cérébrales comme 1’épilepsie et les



troubles bipolaires. Lorsqu’il est utilisé pendant la grossesse, il augmente la probabilité¢ de
diagnostic de TSA chez la descendance chez I’Homme et 1’animal (Bossu & Roux 2019;
Christensen et al. 2013; Coste et al. 2020; Mabunga et al. 2015; Nicolini & Fahnestock 2018).
C’est aussi lors de cette période cruciale que I’accrétion en acides gras va étre la plus prononcée
(Clandinin et al. 1992; Lauritzen 2001). De plus, une déficience en AGPI n-3 est associée a
I’apparition de symptdémes de TSA chez I’animal et chez I’'Homme (van Elst et al. 2014). Ces
résultats ont amené la proposition d’une approche nutritionnelle préventive ou corrective avec
une supplémentation en AGPI n-3. Plusieurs études dans des modeles animaux génétiques et
d’activation immunitaire maternelle (MIA) ont permis de mettre en évidence les bénéfices des
AGPI n-3 et notamment des AGPI a longue chaine n-3 (AGPI-LC n-3) comme I’acide
docosahexaénoique (DHA) et I’acide eicosapentaénoique (EPA) (Alfawaz et al. 2018;
Fortunato et al. 2017; Li et al. 2015; Pietropaolo et al. 2014; Weiser et al. 2016).

A T’heure actuelle, des études longitudinales investiguant le potentiel des différents types
d’AGPI n-3 sur le modéle murin VPA sont manquantes. De plus, la vaste majorité des études
s’intéressant aux TSA et aux thérapies nutritionnelles tendent a privilégier le cortex préfrontal
et ’hippocampe, deux régions hautement enrichies en lipides et sensibles aux aspects
neurodéveloppementaux (Fedorova & Salem 2006; Lafourcade et al. 2011; Moranis et al. 2012;
Xiao et al. 2005). Nous avons ici choisi d’étudier le cervelet, région également enrichie en
lipides et fortement myélinisée, dont les fonctions motrices et cognitives, de langage et
d’apprentissage par exemple, sont perturbées chez les patients atteints de TSA (D’Mello &
Stoodley 2015).

Par le biais d’une approche nutritionnelle, nous avons voulu ici déterminer les effets des
AGPI n-3, qu’ils soient précurseurs ou & longue chaine (AGPI-LC n-3), face a une exposition
in utero au VPA. Notre hypothése est qu’une alimentation équilibrée en AGPI n-6 et n-3, méme

si elle ne contient que des précurseurs, peut étre suffisante pour protéger contre la grande



majorité des symptdmes comportementaux, cellulaires et métaboliques dans le modele murin
d’exposition in utero au VPA.

Ce projet de theése s’est révélé trés ambitieux par le nombre de groupes expérimentaux (2
traitements, 2 alimentations, 2 sexes étudiés), par son aspect longitudinal (meres et
descendance), par les parametres analysés (comportement, histologie, profils lipidique,
inflammatoire et microbien), mais aussi par le nombre de collaborateurs et interlocuteurs.

L’aspect nutritionnel de ce projet a bénéficié de la collaboration avec 1’équipe Nutrimind
du Dr Sophie Layé, au sein du laboratoire NutriNeurO, UMR 1286 INRAe de I’Université de
Bordeaux. La composition des aliments, i.e. supplémenté en AGPI-LC n-3 et I’aliment ne
contenant que des précurseurs AGPI n-3, a été étudiée avec attention et a nécessité de nombreux
contacts avec I’entreprise SAFE, spécialisée dans 1’alimentation pour animaux.

L’analyse de la composition en acides gras n-6 et n-3 dans le cervelet et le foie a été
réalisée en collaboration avec 1’équipe Nutrition et Signalisation Cellulaire du Dr Niyazi Acar,
(Eil, au sein du Centre des Sciences du Goit et de 1’Alimentation, UMR 1324 INRAe, 6265
CNRS de I’Université de Bourgogne-Franche Comté, AgroSup Dijon.

L’aspect microbiome de ce projet a été réalisé avec la collaboration du Dr Maxime Pichon
et du Pr Christophe Burucoa du laboratoire Pharmacologie des Agents Anti-Infectieux,
INSERM U1070, au sein de 1’Université de Poitiers.

Ces travaux ont fait I’objet d’un article actuellement soumis dans un journal international
a comité de lecture et présenté dans ce manuscrit. J’ai aussi contribué a d’autre projets au sein
de I’Unité INSERM dans laquelle j’ai effectué¢ ma theése et qui ont donné lieu a une publication
actuellement soumise également que je co-signe en seconde position. J’ai également participé
a la rédaction d’une revue de la littérature faisant le lien entre le striatum, le cervelet et les TSA

dont je suis co-premiére auteure et qui figure dans I’introduction du manuscrit.



Au cours de cette theése, j’ai eu 1’occasion de participer a des congrés scientifiques
nationaux et internationaux pour valoriser ces travaux. J’ai notamment pu présenter une grande
partie des resultats de ce manuscrit aux Journées du Cervelet a Bordeaux en mars 2022 et aux
journées NeuroDev organisées par I’Université de Bordeaux en mai 2022 ainsi qu’a la FENS a
Paris en juillet 2022. En parall¢le cette theése, j’ai effectué une activité d’enseignement au sein
de I’Université de Poitiers, au cours de laquelle j’ai pu enseigner a des étudiants en orthophonie
ainsi que de licence en psychologie et en neurosciences, sur des thématiques de neuroanatomie,

neuropharmacologie et neurodéveloppement.
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CHAPITRE 1 : Les troubles du spectre autistique

|. Définition

Les troubles du spectre autistique (TSA) sont des troubles neurodéveloppementaux,
catégorisés comme tels pour la premiere fois dans le Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders — 5™ édition (DSM-V), une classification internationale de 1’Association
Américaine de Psychiatrie (American Psychiatric Association 2013). Les TSA sont également
décrits dans la Classification Internationale des Maladies — onzieme version (CIM-11),
proposée et recommandée par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), rentrée en
application au 1*" janvier 2022 (Classification statistique internationale des maladies et des
problémes de santé connexes, 11éme révision (CIM-11), Organisation mondiale de la santé
(OMS) 2019/2021). Le DSM-V et la CIM-11 sont tres similaires dans leur approche de
diagnostic des TSA. Contrairement a la CIM-11, la précédente version datant de 1993 (CIm-
10) utilisait la terminologie « troubles envahissants du développement (TED) » et se distinguait
du DSM-V par ses limites quant a la différentiation clinique des différentes catégories.
Dorénavant, la CIM-11 catégorise comme « Autisme » le syndrome d’Asperger ainsi que
plusieurs autres TED, mais en exclut le syndrome de Rett par exemple. De plus, la CIM-11 et
le DSM-V partagent les deux critéres principaux de diagnostic, alors que la CIM-10 définissait
les troubles du langage comme un troisiéme critére principal de diagnostic.

Néanmoins, le DSM-V et la CIM-11 divergent concernant des symptomes et pathologies
présentes en addition des TSA. En effet, la CIM-11 les présente comme des « co-occuring
features » liés aux TSA et différencie par exemple des formes de TSA avec déficit intellectuel
(DI) et sans DI, tout en recommandant de les prendre en compte dans le diagnostic. Le DSM-

V precise seulement que des troubles de langage et de DI peuvent étre simultanés aux TSA. De




facon générale, la CIM-11 illustre davantage les symptdémes et comorbidités liés aux troubles
de fagon qualitative tandis que le DSM-V les catégorise de facon quantitative.

Les patients sont diagnostiqués avec un TSA lorsqu’ils présentent ces deux symptomes
principaux : (i) des déficits persistants dans les comportements sociaux, notamment dans la
capacité d’initiation et de maintien des interactions sociales, et (ii) des comportements, intéréts
et activités atypiques ou excessifs, par rapport a 1’age de 1’individu ou le contexte socioculturel,
et présents de facon répétée et stéréotypée. Ces deux symptomes représentent des critéres
essentiels de diagnostic, parmi lesquels on retrouve également une apparition précoce des
symptomes, avant 1’dge de trois ans, et une persistance de ce trouble tout au long de la vie
(American Psychiatric Association 2013). Le diagnostic est néanmoins souvent posé
tardivement, notamment di a I’hétérogénéité des symptomes, résultant des multiples origines
possibles du trouble, génétiques et environnementales (Christensen et al. 2013; Masini et al.
2020).

Le sexe et le genre représentent également des facteurs différentiels de diagnostic. En
effet, d’aprés Santé Publique France, il existe un ratio de 3,7 hommes pour 1 femme
diagnostiquée avec des TSA. Ce ratio peut notamment s’expliquer par une présentation de
symptomes différents entre garcons et filles diagnostiqués avec des TSA. D’aprés la CIM-11,
face a une situation éprouvante, les garcons ont généralement un comportement agressif basé
sur de la frustration tandis que les filles s’expriment par le biais de changements émotionnels
en s’excluant. De plus, la proportion de femmes diagnostiquées avec un TSA associé a un DI
est plus importante que chez les hommes tandis qu’elles semblent présenter moins de
comportements et intéréts restreints et répétés comparées aux hommes (Mandy et al. 2012)

Les symptomes des TSA persistent tout au long de la vie et présentent un impact délétére
sur le fonctionnement psychosocial a I’age adulte et I’age avancé, méme sans DI. En effet, la

grande majorité des personnes diagnostiquées avec des TSA ne possedent ni logement




autonome ni emploi rémunéré (Howlin et al. 2013). Les problémes de communication et
I’isolement social peuvent également avoir de grandes répercussions sur la santé chez les

personnes agées atteintes de TSA.

A. Critéres de diagnostic

Selon le DSM-V, un enfant doit avoir des deficits persistants dans les trois sous-
symptdmes des troubles de communication et d’interaction sociale ainsi qu’au moins deux des
quatre types de comportements répétés et stéréotypés.

1. Déficits persistants de la communication et des interactions sociales observés dans
des contextes variés. Ceux-ci peuvent se manifester par les éléments suivants, soit
au cours de la période actuelle, soit dans les antécédents (les exemples sont
illustratifs et non exhaustifs) :

a. Déficits de la réciprocité sociale ou émotionnelle allant, par exemple,
d’anomalies de I’approche sociale et d’une incapacité a la conversation
bidirectionnelle normale, a des difficultés a partager les intéréts, les émotions
et les affects, jusqu’a une incapacité d’initier des interactions sociales ou d’y
répondre.

b. Déficits des comportements de communication non verbaux utilisés au cours
des interactions sociales, allant, par exemple, d’une intégration défectueuse
entre la communication verbale et non verbale, a des anomalies du contact
visuel et du langage du corps, a des déficits dans la compréhension et
I’utilisation des gestes, jusqu’a une absence totale d’expressions faciales et
de communication non verbale.

c. Déficits du développement, du maintien et de la compréhension des

relations, allant, par exemple, de difficultés a ajuster le comportement a des

——
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contextes sociaux variés, a des difficultés a partager des jeux imaginatifs ou
a se faire des amis, jusqu’a I’absence d’intérét pour les pairs.
Caractére restreint et répétitif des comportements, des intéréts ou des activités, comme
en témoignent au moins deux des éléments suivants soit au cours de la période actuelle
soit dans les antécédents (les exemples sont illustratifs et non exhaustifs) :

a. Caractere stéreotypé ou répétitif des mouvements, de 1’utilisation des objets ou
du langage (par exemple : stéréotypies motrices simples, activités d’alignement
des jouets ou de rotation des objets, écholalie, phrases idiosyncrasiques).

b. Intolérance au changement, adhésion inflexible a des routines ou a des modes
comportementaux verbaux ou non verbaux ritualisés (par exemple : détresse
extréme provoquée par des changements mineurs, difficulté a gérer les
transitions, modes de pensée rigides, ritualisation des formules de salutation,
nécessité de prendre le méme chemin ou de manger les mémes aliments tous les
jours).

c. Intéréts extrémement restreints et fixes, anormaux soit dans leur intensité, soit
dans leur but (par exemple : attachement a des objets insolites ou préoccupations
a propos de ce type d’objets, intéréts excessivement -circonscrits ou
persévérants).

d. Hyper ou hyporéactivité aux stimulations sensorielles ou intérét inhabituel pour
les aspects sensoriels de I’environnement (par exemple : indifférence apparente
a la douleur ou a la température, réactions négatives a des sons ou a des textures
spécifiques, actions de flairer ou de toucher excessivement les objets, fascination
visuelle pour les lumiéres ou les mouvements).

Les symptdmes doivent étre présents des les étapes précoces du développement (mais

ils ne sont pas nécessairement pleinement manifestes avant que les demandes sociales
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n’excédent les capacités limitées de la personne, ou ils peuvent étre masqués plus tard
dans la vie par des stratégies apprises).

4. Les symptdmes occasionnent un retentissement cliniqguement significatif en termes de
fonctionnement actuel social, scolaire/professionnel ou dans d’autres domaines
importants.

5. Ces troubles ne sont pas mieux expliques par un handicap intellectuel (trouble du
développement intellectuel) ou un retard global du développement. La déficience
intellectuelle et le trouble du spectre de 1’autisme sont fréquemment associés. Pour
permettre un diagnostic de comorbidité entre un trouble du spectre de 1’autisme et un
handicap intellectuel, 1’altération de la communication sociale doit étre supérieure a ce
qui serait attendu pour le niveau de développement général.

Il existe de nombreux troubles et pathologies associés aux TSA. lls peuvent étre
neurodéveloppementaux, mentaux ou comportementaux, avec par exemple les DI ou
’altération du langage, mais peuvent également étre liés a des pathologies médicales ou
génétiques connues, comme le syndrome de Rett, ou a des facteurs environnementaux, liés a
I’exposition a des polluants, médicaments ou métaux lourds. En prenant en compte la sévérité
des TSA mais également des troubles associés, une meilleure prise en charge du sujet est

possible (Tableau ).

12

——
| —



Tableau | :

comportements restreints et répétitifs
D’apres le DSM-V

e Sans aide, déficits d’interaction sociale *

observables
» Difficulté dans [linitiation des relations et
réponse atypique ou inefficace a [l'initiative

Niveaux de sévérité assosciés aux symptbmes de communication sociale et de

Manque de flexibilit¢ dans un ou plusieurs
contextes

Difficulté a passer d’une activité a I'autre
Problemes d’organisation ou de plannification

R d’autrui ; peut sembler inintéressé
Ex : utilisation de phrases completes, engagement
dans la conversation sans réciprocité
* Déficits marqués des compétences de Manque de flexibilité dans une variété de
communication verbale et non verbale malgré contexte
une aide Difficulté a tolérer le changement
* Limitation dans linitiation des relations et Comportements restreints et répétitifs
Niveau 2 réponse réduite a l'initiative d’autrui observables
e Détresse importante/difficulté a faire varier
Ex : utilisation de phrases simples, interactions I'objet de I'attention ou de I'action
limitées a des sujets spécifiques et restreints,
communication non verbale atypique
* Déficits graves des compétences de ¢ Comportement inflexible
communication verbale et non verbale  Difficulté extréme a faire face aux changements
* Limitation trés sévére dans linitiation des ¢ Comportements restreints et répétitifs marqués
relations et réponse minime a [linitiative ¢ Détresse importante/difficulté a faire varier
. d’autrui I'objet de I'attention ou de I'action
Niveau 3

Ex : utilisation de seuls quelques mots intelligibles,
initie  rarement ou inhabituellement les
interactions, ne répond qu’a des approches
sociales tres directes

B. Comorbidités

Les deux symptdémes principaux servant de criteres essentiels de diagnostic, i.e. les
troubles qualitatifs de communication sociale ainsi que les comportements répétés et restreints,
sont fréguemment accompagneés de comorbidités, ce qui peut rendre la pose de diagnostic plus
longue et difficile (Figure 1). En effet, 71% des patients diagnostiqués avec un TSA présentent
au moins une comorbidité, 41% au moins deux et 24% au moins trois (Simonoff et al. 2008).

Les comorbidités peuvent d’étre d’ordre psychiatriques, neurologiques ou somatiques.
Parmi les pathologies psychiatriques associées aux TSA, on retrouve par exemple, les troubles
déficitaires de I’attention avec ou sans hyperactivité (TDAH). Dans certaines études, le DSM-
IV est toujours utilisé pour diagnostiquer les maladies psychiatriques, notamment dans cette

étude récente ol les TDAH sont retrouvés chez 22% a 83% des enfants avec un TSA, et
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respectivement, 30% a 65% les enfants diagnostiqués avec un TDAH présentent des symptémes
des TSA (Sokolova et al. 2017). Les troubles de I’humeur font également partie de ces
comorbidités, comme 1’anxiété, présente chez 40% des patients avec un TSA (van Steensel et
al. 2011). L’anxiété peut créer des problémes somatiques, de 1’impulsivité, de I’hyperactivité
et des problemes d’apprentissage chez des patients avec un TSA et des troubles cognitifs
marqués, tandis qu’elle exercera davantage une influence négative sur les symptomes sociaux
et dépressifs chez des patients avec un TSA avec des capacités cognitives moins impactées
(Chang et al. 2012; Evans et al. 2005; Kerns et al. 2015). Des troubles dépressifs avaient été
décrits par Kanner chez des enfants avec des TSA (Kanner 1968), tandis que chez I’adulte, 77%
des patients avec un TSA ont déja été diagnostiqués dépressifs par rapport a 46% des adultes
sans TSA (Joshi et al. 2013). Cassidy et ses collaborateurs ont également montré, qu’associées
a la depression, des idées suicidaires et des tentatives de suicide sont également présentes,
respectivement chez 66% et 35% des patients avec un TSA (Cassidy et al. 2014). Avec une
prévalence moindre, on retrouve le trouble bipolaire (moins de 2%) et la schizophrénie (8%)
(Joshi et al. 2013). L épilepsie (jusqu’a 30%) ainsi que les troubles du sommeil (jusqu’a 80%)
font partie des troubles neurologiques associés au diagnostic de TSA (Lai et al. 2014).
Concernant les pathologies somatiques associées au diagnostic de TSA, on retrouve les
problemes Gl, présents de facon plus importante chez les enfants avec des TSA. La constipation
et la diarrhée sont les symptémes prédominants, avec un risque relatif multiplié par presque 4
(McElhanon et al. 2014). Des dysfonctionnements mitochondriaux représentent également une
comorbidité des TSA, tout comme les allergies et dérégulations du systéme immunitaire

(Ashwood et al. 2006; Rossignol & Frye 2012; Zerbo et al. 2015).
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Figure 1 : Criteres de diagnostic de TSA, symptdmes et comorbidités associés
Troubles Gl : troubles gastro-intestinaux; TOC : troubles obsessionnels compulsifs; TDAH : Trouble

déficit de I'attention avec ou sans hyperactivité.
D’apreés le DSM-V et la CIM-11

Il n’existe pas de traitement curatif des TSA, mais certaines comorbidités peuvent étre
traitées, par le biais de thérapies cognitives et comportementales (TCC) pour 1’anxiété (Vasa et
al. 2014) ou bien de traitements pharmacologiques ciblés pour d’autres comorbidités. En effet,
les TCC sont largement appliquées et se sont montrées efficaces, mais se sont uniquement
concentrées sur des enfants ayant des capacités de communication peu atteintes. En effet, il
manque a I’heure actuelle des approches purement comportementales pour des patients
diagnostiqués avec un TSA et des déficits marqués des capacités cognitives (dont le langage)

(Rosen et al. 2018).
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Les traitements pharmacologiques sont davantage prescrits en seconde intention, et ne se
révelent pas toujours efficaces selon les patients (King et al. 2009). lls peuvent néanmoins étre
nécessaires et utiles dans des cas de comorbidités séveres. Les plus utilises et autorisés aux
Etats-Unis sont les antipsychotiques atypiques qui sont de seconde génération, comme la
risperidone et [1’aripiprazole contre 1’agressivité, I’irritabilité, les stéréotypies et
I’automutilation. Les psychostimulants tels que les méthylphenidates, (Ritaline® et le
Biphentin®), sont quant a eux prescrits pour le TDAH (Vasa et al. 2016). Pour des troubles du
sommeil, la mélatonine peut étre recommandée et dans les cas de dépression et d’anxiété, des

antidépresseurs inhibiteurs de la recapture de la sérotonine sont prescrits.

a. Troubles moteurs

Abordés dans le DSM-V, les troubles moteurs sont présents chez les patients avec des
TSA dans une proportion pouvant atteindre 79% des patients diagnostiqués (Lai et al. 2014).
Néanmoins, malgré 1’identification de « maladresse motrice » par Kanner et Asperger en 1943
et 1944 respectivement, ces troubles moteurs ne sont pas définis comme des criteres de
diagnostic, en dehors des comportements répétitifs (Asperger 1944; Kanner 1943). Les déficits
sensorimoteurs représenteraient pourtant un réel intérét dans le diagnostic, notamment parce
qu’ils peuvent étre détectés dés 1’enfance (Ben-Sasson & Gill 2014; Brian et al. 2008; LeBarton
& lverson 2013; Leonard et al. 2014; Ozonoff et al. 2014; Sacrey et al. 2015) et auraient une
origine génétique et familiale (Mosconi et al. 2010). En effet, certains genes et voies de
signalisation liés a la motricité et notamment aux saccades, tels que Engrailed 2 et la voie de la
reeline, sont altérés dans le cervelet des patients diagnostiqués avec des TSA (Benayed et al.
2005; Fatemi 2001; Gharani et al. 2004).

En effet, chez le nourrisson, une asymétrie de 1’allongement ventral est retrouvée et plus

tard, des retards dans le bon développement moteur (Teitelbaum et al. 1998). Des modifications
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de certains parameétres de marche sont également retrouvés chez des enfants diagnostiqués avec
des TSA comme une phase d’appui plus longue et un écartement des pas diminué (Vilensky et
al. 1981). Chez I’enfant et I’adolescent avec des TSA, on retrouve ces mémes troubles moteurs
avec la caractérisation d’une marche hétérogeéne, d’une maladresse, de troubles de Ia
coordination et d’autres anomalies motrices comme la marche sur la pointe des pieds (Baird et
al. 2011). Il semblerait que 1’adolescence soit une période critique quant a la détérioration
marquée des symptdmes moteurs et 1’apparition d’épisodes catatoniques, comme un mutisme
ou des expressions faciales inadaptées (American Psychiatric Association 2013).

Les enfants diagnostiqués avec des TSA obtiennent des scores de motricité plus faibles
pour attraper une balle mais également pour des comportements faisant appel a la dextérité et
I’équilibre, par rapport a des enfants neurotypiques (Brito et al. 2009). De facon intéressante,
ces troubles moteurs sont associes avec une détérioration de la microstructure de la substance
blanche au niveau des voies motrices cérébelleuses efférentes. Néanmoins, cette étude sur des
enfants de 5 a 14 ans ne disposait que d’une cohorte d’individus limitée, comportant 12 garcons
et une seule fille (Brito et al. 2009). Les études plus récentes s’intéressent désormais aux
différences liées au sexe et au genre dans les TSA. Lei et ses collaborateurs ont notamment
montré que seuls les individus de sexe féminin diagnostiqués avec des TSA présentaient une
réduction de I’intégrité de la substance blanche en comparaison avec des femmes neurotypiques
(Lei et al. 2019). En effet, dans cette cohorte de 81 patients avec des TSA ages de 4 a 21 ans,
les patients de sexe masculin ne semblent pas présenter de différences avec les individus
neurotypiques du méme sexe sur cet aspect.

Des différences entre hommes et femmes chez les jeunes adultes ayant des TSA sont
également retrouvées au niveau de la connectivité fonctionnelle du cervelet (Smith et al., 2019).

En effet, les femmes présentent une hyperconnectivité fonctionnelle liée au circuit cortico-
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cérébelleux plus proche des hommes neurotypiques que des femmes neurotypiques, tandis que
les hommes avec des TSA font état d’une hypoconnectivité.

Ces différences dans les circuits sensorimoteurs dependantes du sexe peuvent donner lieu
a des troubles moteurs spécifiques au sexe. Dans une étude récente, des enfants filles et garcons
entre 3 et 11 ans diagnostiques avec des TSA ont passe une batterie de tests moteurs et seule
une détérioration dans 1’anticipation motrice chez les filles avec des TSA par rapport aux filles
neurotypiques a été montrée (Crippa et al. 2021).

Néanmoins, peu d’études s’intéressent aux troubles moteurs chez 1’adulte avec des TSA.
Lum et collaborateurs ont réalisé une méta-analyse afin de résumer les recherches sur les
parametres spatio-temporels liés a la marche chez des individus diagnostiqués avec des TSA
(Lum et al. 2021). Seuls deux paramétres présentent une détérioration avec 1’age : la cadence
devient plus lente et le temps de cycle de marche plus long. Ce résultat va a ’encontre de
I’hypothese développementale des TSA, dans laquelle les différences entre individus
neurotypiques et atypiques deviennent de moins en moins visibles avec 1’age (Manicolo et al.
2019). Des résultats d’imagerie soutiennent pourtant le fait que les problémes moteurs
persistent avec 1’age dans le réseau cortico-striatal par exemple (Duerden et al. 2012).

Les troubles moteurs associés aux TSA étaient initialement proposés comme résultant du
sous-recrutement des régions impliquées dans le circuit sensorimoteur, i.e. cervelet, striatum,
cortex, thalamus. Néanmoins, des études ont montré par imagerie que lors de taches motrices
simples (comme I’appui sur un bouton avec le pouce), les patients avec des TSA présentent une
forte activation du cervelet antérieur ipsilatéral, supérieure a celle retrouvée chez les
neurotypiques (Allen et al. 2004). Dans cette méme étude, les régions controlatérales ainsi que
le cervelet postérieur, non associées avec cette tache motrice simple, sont également recrutées

chez les patients diagnostiqués avec des TSA. Il s’agirait donc selon cette étude davantage de
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sur-recrutement des structures motrices, et notamment au niveau de structures cérébelleuses,
que de sous-recrutement.

Afin de mieux controler leurs mouvements, les personnes avec des TSA nécessitent
davantage d’entrainement, notamment pour la coordination temporelle, caractéristique d’une
implication cérébelleuse (Mosconi et al. 2015a). De plus, il est proposé que leurs difficultés
d’apprentissage, qu’elles soient d’ordre moteur ou dans le cadre scolaire, soient liées a leurs
déficits sociaux, du moins en partie. En effet, leur capacité d’interaction et d’imitation étant
limitée, leur apprentissage se base seulement sur leurs informations proprioceptives erronées,
conduisant a un mouvement trop important (Mosconi et al. 2015a).

Tableau Il : Conséquences histologiques, anatomiques et comportementales au niveau du cervelet
chez des patients atteints de TSA
D aprés Mosconi et al. 2015b

_ Circuits occulomoteurs Circuits des membres supérieurs Circuits liés a la posture/marche

Peu d’études montrent une ¢ Plusieurs études montrent une * Réduction de la densité des
baisse de la densité de réduction de la densité des cellules de Purkinje dans le
cellules de Purkinje dans le cellules de Purkinje dans les spinocervelet. Cette baisse est
Histopathologie vermis. Cette perte lobules IV-VI, jusqu’aux parties plus imporante dans les lobes
cellulaire est plus latérales comme Crus |-l antérieurs et latéraux

importante dans les
hémispheres.

* Hypoplasie du vermis dans ¢ Surdéveloppement des * Le lobule inférieur IX a un
Anatomie IRM & les !Obl:l|es VI-VII o hémi.s.phé.res o volume réduit
anatomie Activation BOLD réduite . Modlflcat|on.de Iacfl\_nte BOLD
R pendant les saccades et le dans les parties antérieures et
fonctionnelle L :
maintien du regard par les latérales du cervelet pendant une
mouvements des yeux tache séquentielle
¢ Augmentation de ¢ Cinématique de préhension * Augmentation du balancement
I'amplitude des saccades atypique : lente et non postural, surtout dans les
pendant la fixation du coordonnée directions médiolatérales, dans
regard * Force excessive lors de la une position de relachement
* Baisse de la précision des préhension initiale * Réduction du balancement
saccades ¢ Augmentation de la variabilité de postural lors de I'initiation et du
¢ Augmentation de la la force pendant la préhension maintien d’une position
variabilité des saccades prolongée dynamique
Comportement * Réduction du taux ¢ Augmentation de la dépendance  * Augmentation de la largeur de
sensorimoteur d’adaptation aux saccades sur la rétroaction proprioceptive foulée, baisse de la longeur de la
¢ Réduction du gain de pendant des taches motrices foulée, cinématique de marche
poursuite en boucle fermée d’apprentissage atypique
e Gain réduit des * Détérioriation du retour visuel
mouvements oculaires vers pendnat la préhension et
la droite pendant la phase I'apprentissage moteur

de poursuite en boucle
ouverte (les premieres 100
ms)

On retrouve des troubles moteurs chez les patients diagnostiqués avec des TSA en lien

avec les circuits oculomoteurs, des membres supérieurs et des troubles de la marche et de la
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posture (Tableau Il) (Mosconi et al. 2015b)). En effet, ces fonctions sensorimotrices sont
largement gerées par le cervelet, région cérébrale impactée aux niveaux anatomique et cellulaire

chez les patients avec des TSA.

b. Epidémiologie

Les TSA ont longtemps été considérés comme des pathologies rares, avec une prévalence
faible d’un enfant pour 1000. Or, depuis 2019, ’OMS présente un ratio d’un enfant
diagnostiqué avec des TSA sur 160. Les Etats-Unis sont notamment I’un des pays ou la
prévalence est la plus élevée, avec en moyenne 1 enfant sur 44 estimé avec des TSA a 8 ans
(Maenner et al. 2021). Ce taux élevé ces dernieres années peut étre partiellement expliqué par
I’élargissement des critéres diagnostiques instaurés par le précédent DSM, le DSM-IV, ainsi
qu’une description détaillée de ceux-ci. Le DSM-IV a permis d’inclure dans les TSA des cas
syndromiques, mais également une meilleure reconnaissance du trouble et des comorbidités
associ¢es. Cette forte prévalence peut également rendre compte de 1’augmentation de
I’exposition a des facteurs environnementaux neurotoxiques, tels que la pollution, les pesticides
mais également les perturbateurs endocriniens. Enfin, une meilleure prise de conscience de la
pathologie, a la fois chez les parents ainsi qu’au sein du corps médical peut aussi avoir contribué
a cette augmentation de diagnostic.

Les chiffres concernant la prévalence de 1’autisme au regard du sexe sont encore débattus
a I’heure actuelle. En effet, on retrouve un ratio de 3,7 garcons pour 1 fille diagnostiquée avec
des TSA d’apres Santé Publique France et de 3 pour 1 d’aprés Loomes et ses collaborateurs
(Loomes et al. 2017). Ce ratio peut notamment étre expliqué par des facteurs génétiques
protecteurs chez les personnes de sexe féminin. Par exemple, la présence d’un seul chromosome
X chez les hommes les rend davantage susceptibles aux mutations liées au chromosome X que

les femmes, notamment pour le syndrome de I’X fragile. En effet, ce syndrome n’est retrouvé
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que chez les hommes, puisque des mutations sur I’un des deux chromosomes X chez la femme
peuvent étre compensées par le deuxieme chromosome X intact (Jamain et al. 2003;
Laumonnier et al. 2004). Le nombre d’hommes diagnostiqué peut également étre lié a des taux
¢levés de testostérone, a 1’opposé des effets protecteurs des estrogénes chez les femmes (Baron-
Cohen 2002). Neanmoins, les estrogénes ne seraient pas aussi efficaces contre les déficiences
intellectuelles associées aux TSA. En effet, les femmes présentent plus fréequemment des DI
associes (Mandy et al. 2012), ce qui expliquerait pourquoi les symptémes de TSA chez des
femmes sans DI tendent a passer inapercus et nécessiteraient une évaluation plus approfondie
(Werling 2016).

Il est également proposé que le ratio 3 hommes pour 1 femme soit faussé par les criteres
de diagnostic basés sur les hommes, et non pas sur les symptémes des deux sexes. Les femmes
présenteraient des difficultés sociales et de communication atténuées, ce qui pourrait expliquer
leur sous-diagnostic (Rivet & Matson 2011). 11 est d’ailleurs commun que les femmes soient
diagnostiquées apres 1’age de 20 ans tandis que les hommes sont souvent pris en charge pour
cette pathologie dés leurs premieres années de vie.

Plusieurs études suggerent que les TSA sont en réalité sous-diagnostiqués et que la
proportion homme/femme est sous-évaluée. En effet, deux études en 2011, 1’une en Corée du
Sud et I’autre en Finlande, se sont intéressées a la proportion d’enfants avec des TSA dans une
population donnée (Kim et al. 2011; Mattila et al. 2011). La prévalence des TSA a été estimée
a 2,64% et 0,84%, respectivement. Il a également été retrouvé un ratio homme/femme de
2,5 pour 1 dans I’étude réalisée en Corée du Sud et entre 1,7 pour 1 et 2,3 pour 1 en Finlande.
Ces ratios indiquent une prévalence plus importante des TSA chez les femmes que présupposeée.
Des prévalences de 2,8% et 2,3% sont également retrouvées a Toyota au Japon et dans la

Stockholm Youth Cohort en Suéde, respectivement (Idring et al. 2014; Kawamura et al. 2008).
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Ce sont des pays ou la recherche de TSA chez les patients fait partie intégrante du systéme de

sante, et ou les diagnostics sont comptabilisés.

c. Etiologie

L’¢étiologie des TSA est trés complexe et implique des facteurs génétiques, €pigénétiques
et environnementaux, prenant place lors du développement, in utero et pendant I’enfance. Les
nouvelles avancées en génomique et épigénomique semblent ouvrir une nouvelle voie d’acces

a la compréhension de 1’étiologie et 1’épidémiologie des TSA.

i. Facteurs génétiques

L’hérédité concernant les TSA est tres importante puisqu’elle est estimée entre 50 et 90%
(Hallmayer et al. 2011; Tick et al. 2016). La probabilité pour un enfant d’étre diagnostiqué avec
des TSA varie selon le pourcentage de patrimoine génétique qu’il partage avec son parent, son
frére ou sa sceur atteint.e de TSA (Constantino et al. 2010; Risch et al. 2014; Sandin et al. 2014),
avec un risque de récurrence entre fréres et sceurs non-jumeaux de 18,7% (Ozonoff et al. 2011).
Concernant les jumeaux monozygotes et dizygotes, la probabilité qu’ils présentent le méme
diagnostic de TSA est de 60% et de 10%, respectivement (Bailey et al. 1995). Néanmoins, un
effet du sexe est possible sur cette prévalence. En effet, une étude quantitative reliée a des
différences spécifiques au sexe, a montré que les symptémes autistiques étaient plus importants

chez des jumelles que chez des jumeaux (Robinson et al. 2013).
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Figure 2 : Distribution des genes potentiellement liés aux troubles du spectre autistique
Il existe 4 catégories selon la Simons Fondation Autism Research Initiative : (S) les genes syndromiques,
(1) les génes de haute confiance, (2) les génes candidats et (3) les genes supposés.

Les récentes avancées technologiques permettent désormais de séquencer le génome
humain entier et ont ainsi permis d’identifier plus de 1200 génes de susceptibilité, classés selon
leur implication dans les TSA dans la base de données de la Fondation Simons pour la recherche
sur I’autisme (Simons Foundation Autism Research Initiative, SFARI) (Figure 2). Ces genes
sont principalement impliqués dans des processus de remodelage de la chromatine et de
formation ou de fonctionnement de la synapse. En effet, on y retrouve des génes codant pour
les protéines synaptiques telles que les neuroligines (NLGN), shank (SHANK), les neurexines
(NRXN) et les protéines associées aux contactines, dont la plus étudiée est la protéine associée
aux contactines 2 (contactin-associated protein 2, CASPR2) (SFARI). Ces protéines agissent
en consortium pour former un complexe trans-synaptique pour une synapse fonctionnelle et

une transmission neuronale efficace. Des mutations sur ces génes entrainent donc une
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dérégulation synaptique, impactant les interactions neurone-neurone mais également neurone-
glie, par le biais de mécanismes électrophysiologiques liés aux canaux potassiques et sodiques
et aux courants calciques. Ceci agit ensuite sur les systéemes de transmission synaptique
glutamatergiques et GABAergiques ainsi que sur la plasticité in fine. De facon intéressante, les
mutations de ces génes sont également présentes chez des patients diagnostiqués épileptiques,
schizophréniques et avec la maladie d’ Alzheimer (de Sena Cortabitarte et al. 2017; Keller et al.
2017; Krishnan et al. 2017; Nadeem et al. 2021). Ces pathologies neurologiques partagent
plusieurs symptémes avec les TSA comme des déficits d’interaction sociale, des difficultés
dans D’expression des émotions et des déficiences cognitives, ce qui met en cause les
dysfonctions synaptiques dans ce phénotype.

Concernant les formes syndromiques de TSA, telles que les syndromes de Prader-
Willi/Angelman et du X fragile, elles donnent lieu a un phénotype extrémement sévere dans le
spectre des TSA avec des anomalies physiques et une DI. Néanmoins, ces formes syndromiques
ne représentent que 4 a 5% des patients diagnostiqués avec un TSA (Tammimies et al. 2015).
Leur rareté est inversement proportionnelle a la gravité des symptémes des TSA.

La recherche s’est donc davantage intéressée aux variants hétérogeénes et affectant
I’expression des geénes associés a un risque de TSA, comme le géne codant pour la protéine de
liaison a I’ADN a chromodomaine hélicase 8 (CHD8), impliqué dans le remodelage de la
chromatine et li¢ a d’autres génes associés aux TSA (Cotney et al. 2015). Les conseéquences de
variants déléteres sur le géne Chd8 sont d’ordre physique : macrocéphalie, dysmorphie faciale
mais également des troubles Gl, retrouvés chez plus de 87% des patients diagnostiqués avec
des TSA (Morris-Rosendahl & Crocq 2020). Un autre géne d’intérét souvent étudié dans la
physiopathologie des TSA est Scnc2a, codant pour la sous-unité o 2 du canal sodique voltage
dépendant Nav1.2 (SNC2A), et qui est impliqué dans I’initiation et la propagation des potentiels

d’action. Les variants pathogénes liés aux TSA et/ou aux DI ont pour conséquence une perte
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de fonction de SNC2A, et consécutivement une perte de fonction de Navl1.2 (Ben-Shalom et al.
2017).

De plus, la sévérité des troubles neurodéveloppementaux chez les enfants a été
positivement corrélée avec la présence importante de variations du nombre de copies d’un géne
(CNV) rares et larges, notamment lors de la présence de DI parmi les symptomes (Girirajan et
al. 2011; Kirov et al. 2014). Ces formes de TSA sont d’origine polygénique, et résultent d’une
perturbation de 1’architecture chromosomique, par le biais d’une duplication ou d’une délétion
d’une région impliquée sur un ou plusieurs genes. Ces variants peuvent donc influencer
I’expression génétique et contribuer a 1I’expansion du trouble par différents mécanismes (Masini
et al. 2020). Sanders et ses collaborateurs ont par ailleurs montré que les patients diagnostiqués
avec des TSA avaient une prévalence dix fois plus importante de présenter des CNV de novo
compareés a des individus non affectés par des TSA (Sanders et al. 2011). De plus, leur taux de
mutation est cinq fois plus important que celui de leurs fréres et/ou sceurs sans TSA (Sanders
et al. 2015). Cette forte présence de mutations génétiques pourrait expliquer 30% des formes
monogéniques de TSA (Bernier et al. 2016; Morris-Rosendahl & Crocq 2020).

De facon intéressante, le nombre de génes touchés par les CNV, la fréquence de CNV et
des single nucleotide variants (SNV) de novo sur des génes liés aux TSA sont plus importants
chez les femmes que chez les hommes (De Rubeis et al. 2014; Sanders et al. 2015). Une autre
¢tude de séquengage d’exomes entiers ou « wWhole exome sequencing » sur la Simons Simplex
Collection a montré que les genes impliqués par les SNV de novo chez les femmes atteintes de
TSA sont les mémes retrouveés chez les hommes présentant seulement un quotient intellectuel
bas (lossifov et al. 2014). 1l existe actuellement 17 emplacements de CNV retrouvés de fagcon
récurrente chez les patients avec des TSA (SFARI). De facon intéressante, les patients
diagnostiqués avec un TSA ne sont pas les seuls a présenter des mutations de novo. En effet,

des patients schizophrenes avec un DI en présentent également. Ces patients ont en commun
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une perte de fonction d’un ou de plusieurs genes liés a la plasticité synaptique et le remodelage
de la chromatine, comme pour les formes d’autisme monogéniques (Fromer et al. 2014; lossifov
et al. 2014; Pinto et al. 2010; Sugathan et al. 2014).

De nombreuses études se sont consacrées aux corrélations entre la présence de CNV sur
des régions speécifiques et le diagnostic de TSA. Sanders et ses collaborateurs ont notamment
montré que les CNV les plus présents chez les patients diagnostiqués avec un TSA se trouvent
sur la région 16p11.2 du chromosome 16 (Sanders et al. 2011). Néanmoins, il existe d’autres
régions enrichies en CNV liées a ce trouble neurodéveloppemental telles que 22q11.2, 1p.34.2,
2p.15-16.1, 150913.2913.3 et 15913.3 (Kumar et al. 2010; Liang et al. 2009; Liu et al. 2011,
Miller et al. 2009; Pagnamenta et al. 2009; Rajcan-Separovic et al. 2007). Ces CNVs ont des
conséquences phénotypiques hétérogenes incluant des dysmorphies, une DI, des troubles du
langage, des déficits de I’attention, de I’hyperactivité, un comportement agressif, des troubles
de I’humeur ainsi que d’autres troubles comportementaux, qui peuvent étre a 1’origine d’une
incapacité sociale dans les TSA (Persico & Napolioni 2013).

Malgré 1’importance des altérations génétiques dans le phénotype des patients
diagnostiqués avec un TSA, les CNV ou les mutations de nucléotides sur des genes prédisposant
aux TSA ne sont présents que chez 10 a 25% des patients TSA (Bourgeron 2015; Huguet et al.
2013). 1l est proposé que les symptdmes des TSA résulteraient davantage de plusieurs
événements génétiques associés a des facteurs environnementaux, plutdét qu’a une ou deux
mutations génétiques déléteres sur un unique géne. Une meilleure prise en charge diagnostique

pour lier le génotype au phénotype est nécessaire dans les TSA.
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ii. Facteurs environnementaux

Il apparait évident que les facteurs génétiques ne sont pas les seuls responsables de la
croissance de la prévalence des TSA, puisqu’ils ne représentent que 10 a 25% de 1’étiologie des
TSA (Bourgeron 2015; Huguet et al. 2013). Les facteurs environnementaux seraient donc
majoritairement impliqués dans 1’apparition de TSA. Leur diversification et multiplicité
pourrait en partie expliquer 1’hétérogénéité de cette pathologie neurodéveloppementale. En
effet, dans une étude sur des jumeaux monozygotes diagnostiques avec des TSA, des facteurs
environnementaux non partagés expliqueraient 39,1% des variations de sociabilité (Deng et al.
2015). Certains facteurs environnementaux auraient donc une incidence différente entre des
jumeaux monozygotes. Parmi ces facteurs non partagés, on retrouve les infections, les toxines,
les drogues et substances pharmacologiques, les problémes immunitaires, I’alimentation et la
pollution (métaux lourds, pesticides, air) (Deng et al. 2015).

A I’heure actuelle, aucun facteur commun n’a été identifié comme directement lié a la
prévalence des TSA (Turner et al. 2011). Néanmoins, ces facteurs environnementaux voient
leurs effets délétéres décuplés pendant des périodes critiques, en prénatal, périnatal et postnatal
(Wang et al. 2017). Ainsi, I’environnement de la mére va étre déterminant dans le risque de

développer des TSA chez son enfant.

a. Risques prénataux

La présence de maladies chez la meére est un facteur de risque non négligeable. Une méta-
analyse a montré que le risque de développement de TSA chez des enfants ayant une mere
diabétique est de 62%, de 28% chez des enfants ayant une mere en sous-poids, et de 36% chez
des enfants ayant une mere obése (Wan et al. 2018). De plus, une association entre obésité et
diabéte maternel, qu’il soit pré-gestationnel ou gestationnel, augmente le taux de prévalence de

TSA associé avec des DI de plus de 3% (Li et al. 2016). D’autres maladies, comme des maladies
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auto-immunes, des infections virales et bactériennes, sont associées au risque de développer
des TSA (Jiang et al. 2016; Zerbo et al. 2015). Les infections vont provoquer une activation du
systéme immunitaire maternel et une augmentation de molécules pro-inflammatoires, cytokines
et chémokines, qui ont la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) mais
aussi de modifier les caractéristiques de cette barriére (Zawadzka et al. 2021). Des études sur
des modeles animaux MIA ont pu mettre en évidence qu’une agression pendant la gestation
avait des répercussions sur le développement cerébral et que ces modifications menaient a des
phénotypes de TSA mais également a d’autres désordres neurologiques (Meyer et al. 2009).
De plus, les perturbations du systeme immunitaire peuvent étre liées a des modifications
du microbiote intestinal et a la perméabilité de la paroi intestinale. En effet, une dysbiose
intestinale maternelle, c’est-a-dire un déséquilibre des niveaux bactériens de la flore
microbienne intestinale, peut étre due a une utilisation d’antibiotiques pendant la grossesse.
Une étude sur une large cohorte au Danemark a permis de mettre en évidence que le recours
aux sulfonamides et a la pénicilline pendant le deuxieme et troisieme trimestre de grossesse est
associ¢ a une augmentation d’environ 50% du risque de diagnostic de TSA chez I’enfant
(Atladdttir et al. 2012). Cette dysbiose du microbiote intestinal peut influencer la perméabilité
de la barriere intestinale et permette une translocation bactérienne et la production anormale de
métabolites en grande quantité comme les acides gras a chaine courte (AGCC). Une réaction
immunitaire pro-inflammatoire va donc se mettre en place et va agir sur le développement
cérébral du feetus, notamment les interactions neurone-glie dans la mise en place d’un réseau

neuronal fonctionnel (Figure 3) (pour revue, Davoli-Ferreira et al. 2021).
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Figure 3 : Interactions entre microbiote intestinal et microglie dans le cadre de TSA

Plusieurs mécanismes directs et indirects agissent sur le lien entre microbiote intestinal et microglie.
En conditions physiologiques, les métabolites bactériens tels que les acides gras a chaine courte
(AGCC) peuvent agir directement par le nerf vague ou bien indirectement par la modulation du systéme
immunitaire périphérique (1-2). Dans le cadre des TSA, une dyshiose induit une plus grande
perméabilité intestinale et de ce fait, la translocation de bactéries, et un déséquilibre de AGCC et
d’autres métabolites bactériens (3-4). Cela a pour conséquence de générer une réponse pro-
inflammatoire du systeme nerveux périphérique et donc de produire des molécules pro-inflammatoires
et des cytokines, pouvant activer directement le nerf vague et traverser la barriére hémato-encéphalique
(BHE). Cette réponse pro-inflammatoire a des conséquences sur les fonctions microgliales, notamment
au niveau de la surveillance, 1’élagage synaptique et l'inflammation, ce qui contribue aux symptémes
autistiques.

D’apres Davoli-Ferreira et al. 2021
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Une dysbiose du microbiote intestinal ne mene pas seulement a des troubles
comportementaux de type autistique mais également a des désordres Gl, faisant partie des
comorbidités retrouvées chez les patients atteints de TSA et évoqueées plus haut (Cryan & Dinan
2015; Erny et al. 2015; Hsiao et al. 2013; McElhanon et al. 2014). On retrouve de fagon
consistance un changement du ratio Bacteroidetes/Firmicutes chez les patients ayant des TSA
(De Angelis et al. 2015). De fagon intéressante, des niveaux éleves de zonuline, une protéine
permettant d’augmenter la perméabilité de la paroi intestinale, ont été retrouvés chez des
enfants diagnostiqués avec un TSA et des désordres GI (Rose et al. 2018).

Par ailleurs, I’exposition a des composés chimiques tels que les métaux lourds, les
organophosphorés, les xénobiotiques ont également été mis en cause dans 1’étiologie des TSA
(pour revue, Masini et al. 2020). De plus, la consommation excessive de substances nocives
comme le tabac, 1’alcool et certains médicaments pendant la grossesse ont longtemps représenté
un risque de diagnostic de TSA pour le futur enfant. Néanmoins, une consommation faible ou
modérée d’alcool par la mére ne semble pas entrainer une augmentation de prévalence de TSA
chez les enfants (Gallagher et al. 2018) et deux méta-analyses ont également montré que le
tabac ne représente pas un facteur de risque des TSA (Rosen et al. 2015; Tang et al. 2015).
Concernant les différents médicaments pris pendant la grossesse, les anti-dépresseurs et
antiépileptiques ont été les premiéres cibles de recherche quant a leurs effets potentiels sur le
feetus. L’acide valproique (VPA), un composé pharmacologique agoniste des récepteurs GABA
de type A (GABA-A) et commercialisé sous le nom de Dépakine ®, est utilisé dans le traitement
de I’épilepsie et les troubles bipolaires. Son utilisation pendant la grossesse méne a des
malformations congénitales par son effet tératogéne, des retards développementaux et des
déficits cognitifs (Meador 2008; Veroniki et al. 2017). Une large étude de 2013 sur tous les
enfants danois nés entre 1996 et 2006 a rapporté un risque de 4,42% de diagnostic de TSA chez

les enfants exposés au VPA pendant la grossesse (Christensen et al. 2013). Un facteur de risque
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de 4 a 5 pour un diagnostic de TSA chez des enfants exposés au VPA pendant le stade feetal est
quant a lui retrouvé dans une étude francaise (Coste et al. 2020).

L’alimentation de la mére pendant la grossesse représente un autre facteur de risque pour
les TSA. En effet, une absence de certains micro- et macronutriments ont notamment été mis
en cause dans 1’étiologie des TSA, comme les vitamines B1, B6, B12, A et D, le zinc, le chrome,
le magnésium ou encore le fer. Une deficience de ce dernier par exemple, assez commune
pendant la grossesse, est associée a une prévalence de TSA pour I’enfant cinq fois supérieure a
la normale (Robea et al. 2020). Cette prévalence peut encore augmenter si d’autres facteurs de
risque sont présents, comme une autre insuffisance ou déficience en micronutriments comme
la vitamine D. Concernant 1’insuffisance en vitamine D chez la femme enceinte, elle a été
corrélée a une augmentation du risque de diagnostic de TSA associé a des DI chez I’enfant
(Magnusson et al. 2016). De plus, une déficience de plusieurs vitamines, dont la vitamine D,
est également retrouvée chez les patients atteints de TSA (Robea et al. 2020).

De facon intéressante, ces micro-nutriments semblent jouer un réle sur le phénotype des
patients atteints de TSA mais aussi sur celui de modeles animaux. Grabrucker et ses
collaborateurs ont montré par exemple chez la souris qu’une déficience en zinc pendant la
gestation avait un impact délétere sur la sociabilité, ’anxiété et la communication de la
descendance a 1’age adulte (Grabrucker et al. 2016).

Malgré plusieurs inconsistances entre les études et des effets secondaires (pour revue,
Robea et al. 2020), une étude récente a montré qu’une supplémentation en vitamine D et en
acide docosahexaénoique (DHA), acide gras (AG) polyinsaturé a longue chaine (AGPI-LC),
avait un effet bénéfique sur I’irritabilité et I’hyperactivité chez des enfants diagnostiqués avec
des TSA (2,5 a 8 ans) (Mazahery et al. 2019). Une autre étude combinant du magnésium et la
vitamine B6 avait permis, en 6 mois, d’augmenter la sociabilité chez des enfants agés de 1 a 10

ans et diagnostiqués avec des TSA selon le DSM-1V (Mousain-Bosc et al. 2006).
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L’exposition feetale a des stéroides, tels que la testostérone et les estrogenes, et leur
incidence dans 1’étiologie des TSA fait débat (Ruigrok & Lai 2020). Pourtant essentiels pour le
neurodéveloppement, des niveaux élevés de testostérone et d’estrogenes sont corrélés avec un
risque d’apparition de TSA chez les personnes de sexe masculin (Auyeung et al. 2009; Baron-
Cohen et al. 2015, 2020). Pourtant, a 1’age adulte, les hommes atteints de TSA présentent des
niveaux de testostérone sanguins physiologique (Bejerot et al. 2012). De facon intéressante, il
a été retrouvé dans cette méme étude des niveaux de testostérone plus élevés chez les femmes
avec des TSA. Les estrogénes sont reconnus pour leurs effets protecteurs face au vieillissement
et aux maladies dégénératives mais aussi par leur implication dans les processus de
synaptogeénese et corticogénese (Russell et al. 2019; Sakamoto et al. 2003; Sasahara et al. 2007).
Des niveaux réduits du récepteur a estrogenes béta (ER-pB), I’aromatase et de ses coactivateurs
ont été retrouveés dans le gyrus frontal des patients avec des TSA. De plus, des corrélations ont
été mises en évidence entre certains symptomes des TSA et la présence de single nucleotide
polymorphims (SNP) sur des génes codant pour des protéines liées a la synthese, au transport
et aux voies de transduction de stéroides sexuels comme le récepteur a estrogénes 2 (ESR2), le
cytochrome P450 family 17 fubfamily A member 1 (CYP17A1) et le cytochrome P450 family

11 subfamily B member 1 (CYPB11B1) (Chakrabarti et al. 2009).

b. Risques périnataux et néonataux

L’accouchement représente 1’une des périodes les plus critiques. En effet, Gardener et ses
collaborateurs, par le biais de méta-analyses, ont montré qu’une dizaine de facteurs obstétriques
sur 60 étudiés, comme une détresse feetale, une hémorragie maternelle, une naissance en été,
un poids de naissance bas, une malformation congénitale, une anémie néonatale, ou encore
I’hyper bilirubinémie, présentaient un lien avec un risque de développement de TSA (Gardener

et al. 2009, 2011). L’accouchement par césarienne semble également augmenter la prévalence
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de TSA (Wang et al., 2017). Néanmoins, d’autres n’y sont pas du tout associés comme
I’anesthésie, une naissance aprés le terme de la grossesse et la circonférence de la téte (Gardener

etal. 2009, 2011).

c. Risques postnataux

Une exposition & des infections chez le nourrisson représente un facteur de risque de TSA.
Plusieurs études ont montré qu’une infection lors du premier mois apres la naissance, comme
une méningite ou une otite, mais également des maladies virales infantiles comme la varicelle
ou les oreillons, représentent un risque de diagnostic de TSA (Bittker & Bell 2018; Gardener et
al. 2011; Rosen et al. 2007). En effet, ces agressions du systéme immunitaire ont un impact sur
le systéme nerveux, que cela soit au niveau de la glie ou des neurones et de leurs systemes de
transmission et transduction (Meltzer & Van de Water 2017).

Tout comme leur mere, les nourrissons sont trés sensibles aux composes chimiques
présentés plus haut, comme les métaux lourds, qui provoquent une réaction inflammatoire et
un stress oxydatif cérébral (Modabbernia et al. 2019; Rossignol et al. 2014). Le stress oxydatif
peut notamment augmenter le risque des TSA, en perturbant le métabolisme énergétique et en
provoquant de 1’excitotoxicité dans les mitochondries, ce qui peut mener a une altération de la
balance énergétique cérébrale (Napoli et al. 2013). De facon intéressante, des problémes
métaboliques et des dysfonctionnements mitochondriaux sont retrouvés chez les patients
diagnostiqués avec des TSA (Rossignol & Frye 2012).

De nombreux autres facteurs peuvent avoir un impact sur les données épidémiologiques
et étiologiques des TSA tels que les facteurs culturels et socio-économiques, 1’origine ethnique,
et I’age maternel lors de la grossesse (Christensen et al. 2016; Wu et al. 2016). Trés peu d’études
se sont intéressées a I’influence de ces facteurs sur prévalence des TSA, mis a part des études

américaines, souvent contradictoires, ne considérant pas les mémes sous-types de TSA dans le
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spectre de la pathologie et ne prenant pas en compte la grande variabilité de I’origine ethnique
(pour revue, Newschaffer et al. 2007).

Les facteurs environnementaux sont capables d’altérer 1’expression génétique par des
mécanismes épigénétiques, sans pour autant provoquer de changements sur la séquence
d’ADN. Ces mécanismes sont pluriels, par la méthylation de I’ADN, la modification des
histones et des microARNs (miARN) et jouent un tres grand role dans la prédisposition aux
TSA (Herbert et al., 2010). Plusieurs études cliniques ont notamment identifié des régions
spécifiques qui étaient différentiellement méthylées (differentially methylated regions, DMR),
dans I’ADN des patients diagnostiqués avec des TSA (Nguyen et al. 2010; Wong et al. 2014).
Pour aller plus loin, 596 DMR ont été retrouvées au niveau des promoteurs de genes impliqués
dans le développement neuronal dans I’ADN placentaire des enfants diagnostiqués avec des
TSA (Zhu et al. 2019). Deux de ces DMR, situés au niveau des génes codant pour le cytochrome
P450 2E1 (CYP2EL) et le récepteur 2 a I’insuline (IRS2), voient leur niveau de méthylation
associée au diagnostic de TSA et au génotype dans les DMR pour CYP2EL et au recours a des

vitamines avant la grossesse pour IRS2 (Zhu et al. 2019).

Il. Les modeles animaux de TSA

Afin d’étudier la physiopathologie des TSA, des modeles animaux sont d’une grande
utilité et sont complémentaires aux études cliniques. En effet, les modéles animaux présentent
plusieurs avantages : (i) en modélisant les troubles, il est possible d’isoler une seule cause,
génétique ou environnementale, (ii) ils permettent d’étudier les effets des différentes
manipulations a de nombreux niveaux de détails : comportemental, anatomique, cellulaire,
moléculaire et électrophysiologique, et ce, (iii) des la période embryonnaire, afin d’étudier
I’impact des TSA sur les processus neurodéveloppementaux.

Les TSA ayant une origine neurodéveloppementale et leurs symptomes étant visibles tot

dans I’enfance, il apparait nécessaire de réaliser des études a des stades précoces pour en
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déterminer les causes mais cela reste difficile a mettre en place chez I’Homme. Les études
anatomiques par imagerie ont apporté un grand nombre d’informations mais des corrélations
cellulaires et moléculaires ne sont possibles qu’en post-mortem (Courchesne 1997; D’Mello &
Stoodley 2015). Les modeles animaux quant a eux, offrent la possibilité de mettre directement
en évidence des réseaux neuronaux impliqués dans ces troubles mais également de tester des
approches thérapeutiques a différents stades de développement.

Differents types de modeéles animaux existent, parmi lesquels on retrouve en grande
majorité les rongeurs, mais également le poisson zébre permettant d’étudier les aspects
géneétiques des TSA mais également les effets de composés pharmacologiques visant a réduire
la présence de symptdémes comportementaux. Des modeles in vitro sont également utilisés pour
étudier les processus cellulaires et des voies de signalisation jouant un réle dans les TSA. Ces
modeles regroupent les cultures cellulaires, les organoides et les cellules souches (Gordon &
Geschwind 2020).

Les modeles murins sont donc tres largement utilisés, particulierement dans les TSA. Ces
modeles ont leurs limites et certains comportements humains retrouvés chez les patients avec
des TSA comme les troubles du langage et les DI, sont difficilement modélisables chez la souris
ou le rat. A titre d’exemple, les vocalisations ultrasoniques chez les rongeurs ne représentent
qu’une indication des déficits de langage.

Néanmoins, les modeles murins présentent des structures cérébrales homologues a
I’Homme, méme si le primate non humain reste le modele le plus adéquat de ce point de vue.
Les modéles murins permettent des manipulations génétiques et environnementales, une
reproductibilité des résultats mais également des facilités d’ordre économique et temporel.
D’apres la SFARI, il existe actuellement 1353 modeles de souris de TSA.

C’est pourquoi dans cette partie, je m’attelerai a présenter plusieurs exemples de modéles

murins de TSA génétiques et environnementaux.
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A. Modeéles génétigues

Une grande variété de modeéles génétiques de TSA existe, basée sur les genes mutés
retrouvés chez les patients en clinique. Comme décrit précédemment, les génes impliqués dans
les TSA sont principalement liés a la formation et la transmission synaptique glutamatergique
et GABAergique, ainsi qu’aux mécanismes de plasticité neuronale. Selon la banque de données
SFARI, on y retrouve des mutations de génes syndromiques codant pour la protéine associée
aux contactines 2 (CASPR2), la protéine de liaison aux ilots CpG methylés 2 (MECP2), la
protéine fragile X messenger ribonucleoprotein 1 (FMR1), la protéine SH3 and multiple
ankyrin repeat domains (SHANKS3) et la protéine tuberous sclerosis complex 1/2 (TSC1/2)
mais également des genes classés selon leur niveau d’implication dans les TSA : des génes de
haute confiance comme la sous-unité béta 3 du récepteur GABA-A, des genes candidats comme
les contactines et les protéines associées aux contactines 3, 4 et 5 et enfin des genes supposés
comme la protéine de liaison aux acides gras 4 (fatty acid binding protein 4, FABP4) et les
récepteurs aux lipoprotéines a basse densité (low density lipoprotein receptor, LDLR).

Les modeles animaux génétiques permettent d’isoler un geéne et d’étudier les
conséquences de sa mutation du niveau cellulaire et au niveau comportemental par le biais
d’invalidation d’un géne (knock-out ou KO) ou bien par des mutations de novo. Des approches
thérapeutiques peuvent alors étre testées, par le biais de molécules pharmacologiques.
Néanmoins, il est important de rappeler que I’étiologie génétique des TSA ne représente que
10% des cas cliniques approximativement (Bourgeron 2015). De plus, par leur hétérogénéité
phénotypique et leur causes multifactorielles, la modélisation des TSA par une simple mutation
d’un géne donné reproduit partiellement la complexité étiologique de la pathologie.

Ci-dessous, j’ai choisi de détailler les modéles murins syndromiques Shank3 et Cntnap2,

deux modeéles trés étudiés dans le cadre des TSA.
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a. Shank3

Les protéines SHANK 1, 2 et 3, issues des génes Shank 1, 2 et 3 respectivement, sont
impliquées dans la formation de la synapse excitatrice et interagissent avec plus de 30 protéines
synaptiques (Figure 4). Shank se réevele donc essentielle dans la transmission glutamatergique

et les signaux neuronaux.

Neuraxin

Glutamate
receptor

Neuroligin

Actin cytoskeleton

Figure 4 : Différents types de molécules sont présentes a la synapse : des molécules d’adhésion, des
protéines d’échafaudage, des protéines de cytosquelette, des molécules de signalisation

Parmi ces protéines, on retrouve SHANKS, qui fait partie des protéines d’échafaudage, et interagit avec
les molécules d’adhésion, comme CNTNAP2. Ces protéines sont cruciales dans les TSA. L expression
des molécules d’adhésion peut déterminer la nature chimique des synapses et la signalisation en aval.
L’expression et la localisation des molécules d’adhésion sont modulées par I’activité neuronale, ce qui
mene a la régulation de la force synaptique et |’aménagement des composants synaptiques.

D ’apres Betancur et al. 2009

Le modele Shank3 a suscité beaucoup d’intérét ces dernieres années dans 1’étude des TSA
par la présence de déficits de sociabilité et la présence de comportements répétés et stéréotypés

(Peca et al. 2011). En effet, comme décrit précédemment, des mutations de Shank3 sont
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retrouvées dans des formes syndromiques et non-syndromiques des TSA (Leblond et al. 2014).
Néanmoins, il existe une multitude de modéles Shank3 et donc d’isoformes de la protéine, basés
sur des délétions réalisées a différents endroits du gene Shank3, ce qui ne permet pas d’obtenir
un phénotype unique avec ce modele. Récemment, au sein de mon laboratoire, le modeéle
Shank32¢/A€ reposant sur la délétion de la partie C-terminale de I’exon 21 de Shank3 a permis
de déterminer les différences phénotypiques, cellulaires et moléculaires entre les animaux
homozygotes et hétérozygotes, ainsi qu’entre les animaux males et femelles (Matas et al. 2021).
Cette délétion aboutit a un codon stop et plusieurs formes de Shank3 ne sont pas exprimées
dont la protéine totale (Kouser et al. 2013). En effet, les animaux homozygotes présentent des
altérations du comportement social, de la marche mais également une augmentation de
stéréotypies de toilettage. Ces résultats phénotypiques sont associés a une perte de cellules de
Purkinje (PC), les neurones de projection GABAergiques du cortex cérébelleux, et une
expression réduite des récepteurs métabotropiques au glutamate de type 5 (mGIuR5) dans le
cervelet (Matas et al. 2021).

D’autres études ont montré que ce modele présente également des comportements répétes
ainsi que des altérations de 1’apprentissage et de la mémoire (Speed et al. 2015). On retrouve
également une morphologie anormale des épines dendritiques, une réduction de la réponse des
récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA\) et un faible taux d’acétylation des histones dans
le cortex préfrontal (Qin et al. 2018).

De ce fait, des études se sont tournées vers des approches thérapeutiques liées a
I’épigénétique et au remodelage synaptique. En effet, en utilisant des inhibiteurs de I’histone
déacétylase MS-275 ou des inhibiteurs de cofiline, des études ont montré une restauration du

phénotype social et de I’activité des récepteurs NMDA (Duffney et al. 2015; Ma et al. 2018).

b. Cntnap2
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Le gene Cntnap2 code pour la protéine CASPR2. Celle-ci joue un r6le majeur dans le
maintien de la synapse glutamatergique mais également dans 1’organisation membranaire des
canaux potassiques de type Kir dans le systeme nerveux central (SNC) et périphérique (Figure
4) (Poliak et al. 1999).

Le modeéle Cntnap2” et le lien avec une symptomatologie TSA ont été caractérisés par
Pefiagarikano et ses collaborateurs (Pefiagarikano et al. 2011). Les souris Cntnap2™ présentent
un comportement en lien avec les symptémes majeurs de TSA, notamment des déficits sociaux,
des stéréotypies motrices et des changements de vocalisations ultrasoniques (Pefiagarikano et
al. 2011; Scott et al. 2019). De fagon intéressante, ces symptomes s’accompagnent d’épilepsie,
une des comorbidités retrouvées chez les patients TSA (Pefiagarikano et al. 2011). Il semblerait
qu’au niveau cellulaire, une plus grande excitabilit¢ des PC dans les régions crus | et Il du
cortex cérébelleux ainsi qu’une arborisation dendritique moins complexe soient retrouvées chez
les animaux homozygotes (Fernandez et al. 2021). De plus, certains processus de migration
neuronale dans le cervelet se sont révélés anormaux chez les souris Cntnap2™. En effet, les
couches supérieures semblent ne pas pouvoir migrer dans les couches profondes du cervelet.
De facon intéressante, ce modele présente également une dysplasie néocorticale causée par une
trop importante migration des neurones dans la couche | du cortex.

Dans un article paru cette année, il a été montré que les souris Cntnap2”- présentent un
retard dans le mouvement des pattes avant lors de la marche (Klibaite et al. 2022). 1l semblerait
donc que le modele Cntnap2 présenterait des altérations de la motricité fine, notamment lors de

la marche.

B. Modéles environnementaux prénataux

De multiples modeéles environnementaux des TSA existent, basés sur des facteurs

environnementaux, qu’ils soient hormonaux, infectieux ou bien encore toxiques. Comme décrit
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précédemment, la plus grande période de susceptibilité pour ces troubles est la grossesse, ou le
feetus est fortement expos¢ a des risques de développement de troubles
neurodéveloppementaux. Dans cette partie, j’ai fait le choix de présenter deux modeles
d’exposition prénatale parmi les plus étudiés dans les TSA : le modéle polyinosinique-

polycitydilique (poly I:C) et le modéle VPA.

a. Acide polyinosinique-polycytidylique

Le modele poly I:C est un modéle MIA qui, a I’instar du modéle d’exposition au
lipopolysaccharide (LPS), repose sur une perturbation du systeme immunitaire maternel et de
la descendance. En effet, le poly I:C et le LPS sont des composants viraux et bactériens
respectivement, qui génerent une réponse inflammatoire maternelle forte. Le LPS est un
composant des bactéries a Gram négatif et représente une endotoxine pyrogene (Kirsten et al.
2013) qui va activer les récepteurs Toll-like 4 (TLR4) tandis que le poly I:C est un ARN double
brin synthétique a la structure analogue de certains virus qui va activer les récepteurs Toll-like
3 (TLR3) (Meyer 2014). Ces deux récepteurs sont exprimées par la microglie, les astrocytes,
les neurones et les lymphocytes NK (Muzio et al. 2000) et ces deux voies de signalisation
génerent une cascade inflammatoire avec des cytokines pro-inflammatoires comme
I’interleukine 1 béta (IL-1P), I’interleukine 6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-o) et

I’interféron gamma (IFN- y) (Figure 5) (Hameete et al. 2021; Lu et al. 2008; Shi et al. 2009).
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Figure 5 : Voies de signalisation induites par des composés bactériens et viraux.

MyD88 : Myeloid differentiation primary response 88; TRAF : TNF receptor-associated factor; IKK :
inhibitor of kappa B (IkB) kinase; IxB - inhibitor of kappa B; NF-«B : Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells; IRF : interferon regulatory factor; TRIF : TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-4; TRAM : TRIF-related adaptor molecule; TBK1 : TANK-binding kinase;
TLR : Toll-like receptor; MD2 : myeloid differentiation factor 2 ; LPS : lipopolysaccharide; dsRNA :
double stranded RNA

D’apres Hu et al. 2015

L’exposition forte in utero a ces molécules pro-inflammatoires comme 1’IL-6 a montré
leur implication dans la physiopathologie des TSA chez I’Homme et I’animal (Hameete et al.
2021; Patterson 2009, 2011; Smith et al. 2007; Wei et al. 2013). Le modéle poly I:C est
particulierement utilisé comme modéle dans les TSA et présente une bonne validité de
construction, apparente et prédictive. En effet, son injection in utero comme le VPA cause des
déficits sociaux, des mouvements et comportements répétés et stéréotypés, de 1’anxiété, des
troubles de la coordination sensorimotrice et de la communication mais également une dysbiose
intestinale (Haida et al. 2019; Meyer et al. 2011; Naviaux et al. 2013; Patterson 2009;

Schwartzer et al. 2013; Tartaglione et al. 2022; Xuan & Hampson 2014).
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Ce modele poly I:C montre également des caractéristiques histologiques similaires a
celles retrouvées post-mortem chez I’Homme. En effet, une perte de neurones et notamment de
PC dans le cervelet a été observée chez la souris exposée in utero au poly I:C (Naviaux et al.
2013; Shi et al. 2009). De plus, de précédents travaux sur ce modeéle au sein du laboratoire ont
permis d’identifier des différences entre les sexes au niveau de cette perte neuronale. En effet,
chez les souris males exposées au poly I:C in utero, une baisse du nombre de PC dans les
régions crus Il et 7cb ont été retrouvées tandis que chez les femelles, la perte des PC est
restreinte a la seule la région PM (Haida et al. 2019). Cette étude stéréologique a été complétée
par une étude comportementale longitudinale qui a pu confirmer la présence de symptémes
sociaux et moteurs caractéristiques de TSA, mais présents de fagcon modérée par rapport a
d’autres modeles environnementaux comme le modéele VPA ¢étudié au sein du laboratoire (Al

Sagheer et al. 2018).

b. Acide valproique

Le modele murin VPA est celui que j’ai étudié le plus exhaustivement durant ma these.
Comme décrit précédemment, le VPA est une molécule pharmacologique utilisée en traitement
de I’épilepsie mais également dans les troubles bipolaires, et commercialisée sous le nom de
Dépakine®.

Le VPA est un agoniste des récepteurs GABA-A (Ldscher 2002). De ce fait, le VPA
potentialise 1’action inhibitrice dans certaines régions cérébrales, aux niveaux pré- et post-
synaptiques, afin de contréler la génération et la propagation des crises, ce qui résulte en un
déséquilibre en faveur de I’inhibition et en défaveur de I’excitation. Néanmoins, le VPA n’agit
pas seulement sur les récepteurs GABA-A et son action est région-dépendante, contrairement
a d’autres composés pharmacologiques analogues au GABA, comme la tiagabine, qui agissent

uniquement sur le systeme GABAergique dans la totalité du SNC (Ldscher 2002).
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Le VPA a également la capacité d’inhiber la GABA transaminase et d’activer 1’acide
glutamique décarboxylase (GAD) et ce, dans plusieurs régions cérébrales chez le rat, dont le
cervelet (Phillips & Fowler 1982). Il module également 1’activité des transporteurs présents sur
les cellules gliales et les terminaisons neuronales afin d’inhiber la recapture du GABA. Tous
ces mécanismes meénent a une concentration importante de GABA au niveau de la synapse et
donc a une augmentation de I’activité GABAergique et inhibitrice des neurones.

L’action du VPA n’est pas restreinte au systeme GABAergique. En effet, il a la capacité
d’inhiber les canaux sodium voltage-dépendants présents sur les neurones glutamatergiques, ce
qui va prohiber la génération de potentiels d’action et la libération de glutamate au niveau de la
synapse (Ldscher 2002). Dans une étude in vitro sur le néocortex de rat, il a également été
montré que le VPA diminuait 1’activité des récepteurs NMDA, ce qui contribue a I’inhibition
des crises d’épilepsie (Zeise et al. 1991). En conséquence, ’activité glutamatergique est réduite,
augmentant encore davantage le déséquilibre en faveur de I’inhibition et du systéme
GABAergique.

D’autre part, le VPA possede également un role d’inhibiteur des histones déacétylases
(HDAC) (Phiel et al. 2001). De ce fait, le VPA augmente I’acétylation des histones, des entités
d’ADN compressé, ce qui promeut la transcription des genes. Le VPA agit de facon non-
sélective sur la grande majorité des classes d’HDAC, I-1V et de ce fait, sur une grande diversité
d’expression de geénes liés au cycle cellulaire (Lloyd 2013). Ils peuvent par exemple
promouvoir 1I’expression de B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), qui augmente I’apoptose et homeobox
Al (Hoxal), qui réduit la morphogenese et la prolifération cellulaire (Ornoy 2009). D’autres
genes peuvent voir leur expression réduite comme le gene de la protéine kinase C (PKC),
menant a une augmentation de la différentiation cellulaire au détriment de la croissance et

finalement a I’apoptose (Sankar 2007). C’est pourquoi son utilisation peut étre tératogéne dans
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certaines conditions, comme par le biais d’une hyperacétylation des histones H3 et H4 chez des
embryons de xénope (Phiel et al. 2001).

Les différents mécanismes utilisés par le VPA démultiplient ses effets, ce qui explique
notamment que son utilisation lors de périodes critiques provoque un large spectre de
symptomes cliniques (Loscher 2002) (Figure 5).

Méme si ce médicament ne présente aucun risque chez I’adulte, plusieurs études ont mis
en lumiére son effet tératogene pour le feetus et leur lien avec les TSA (Moldrich et al. 2013;
Phiel et al. 2001; Ranger & Ellenbroek 2016). En effet, sa prise durant la grossesse meéne a des
malformations congeénitales, des retards développementaux et des problémes cognitifs ainsi
qu’a une augmentation du risque de TSA (Roullet et al. 2013). Les malformations du tube
neural dues a une exposition in utero au VPA sont tres fréquentes. Ainsi, la spina bifida est dix
a vingt fois plus fréquente chez les foetus exposés au VPA par rapport au reste de la population

(Ornoy 2009).
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Figure 6 : Mécanismes d’action de I’acide valproique en pré et post-synaptique

L’acide valproique potentialise [activit¢ GABAergique mais également d’autres systémes
aminergiques. Les canaux calciques et sodiques aux propriétés excitatrices sont inhibés tandis que les
courants potassiques sont augmentés. Les mécanismes épigénétiques associés a [’acide valproique
comme [’inhibition des histones déacétylases influencent I’expression des récepteurs a la membrane et
les voies liés a la neuroprotection.

AMPAR : récepteur a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid ~AMPA-; BDNF : brain
derived neurotrophic factor; DA : dopamine; D2R : récepteur dopaminergique D2; GABA : acide
gamma-aminobutyrique; GABAR : récepteurs GABA; GABA-A : récepteur GABA type A; GABA-B :
récepteur GABA type B; HSPs : heat shock proteins; HSP-70 : heat shock protein 70; K* : potassium;
IDO : indoleamine 2,3 dioxygenase; MAO-A : mono-amines oxidase type A; M-channel : low-threshold
noninactivating voltage-gated potassium current; MMP-9 : metalloproteinases-9; Na* channel :
canaux sodiques; NMDAR : récepteur N-metyl-D-aspartate -NMDA-; NR2A : sous-unité 2A de
NMDAR; NR2B : sous-unité 2B de NMDAR; Par-4 : prostate apoptosis response-4; T-Ca™ channel :
low-threshold T-calcium channel; TNF-a : tumor necrosis factor a; VPA : acide valproique; 5HT :
sérotonine.

D’aprés Romoli et al. 2019
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Le modéle VPA représente 1’un des modeles environnementaux les plus utilisés afin de
modéliser les TSA, par ses approches de validité de construction, apparente et prédictive (Bossu
& Roux 2019; Mabunga et al. 2015; Nicolini & Fahnestock 2018) (Figure 6). Il existe
actuellement plusieurs modeles, chez la souris et le rat, avec plusieurs concentrations de VPA
injecté, du moment de I’injection et de la répétition d’injection, menant a un large éventail de
symptdmes retrouvés chez les patients TSA et notamment les deux symptdmes caractéristiques
des TSA : les altérations du comportement social et de communication ainsi que 1I’augmentation
de comportements répétés. Ce modéle translationnel permet donc d’étudier les mécanismes
phénotypiques des TSA, leur corrélats cellulaires et moléculaires et de tester des voies
thérapeutiques. La concentration de VPA utilisée varie entre 300 et 800mg/kg et est réalisee
entre les jours embryonnaires 9 a 12.5 (E9 a E12.5). La dose ayant montré des effets sur le
comportement et la migration cellulaire sans effets toxiques pour la femelle gestante est de
500mg/kg environ. Les déficits sociaux, dans la communication et I’interaction, sont quant a
eux dose-dépendants (Servadio et al. 2018). L’injection de VPA au jour E12.5 reste la plus
utilisée car il a été montré que les souris et les rats exposés a ce temps gestationnel présentaient
des altérations comportementales de type TSA, notamment au niveau social (Kataoka et al.
2013; Kim et al. 2011). Ce moment de I’embryogenése correspond au développement des 5
veésicules alors que le tube neural est déja ferme.

Les conséquences du VPA ne sont pas seulement phénotypiques, on retrouve notamment
dans le cervelet une perte des PC chez le rat et la souris (Al Sagheer et al. 2018; Main & Kulesza
2017), comme ce qui est décrit chez ’Homme (Bailey et al. 2013; Bauman & Kemper 2005;
Courchesne 1997; Fatemi et al. 2002).

Le modéle VPA ne représente pas un modele inflammatoire en essence, mais de multiples

¢tudes ont montré qu’une injection in utero allant de 400 & 800mg/kg, chez des rats et souris de
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plusieurs fonds génétiques, donnait lieu a une augmentation de cytokines pro-inflammatoires
chez la souris adulte (pour revue, Deckmann et al. 2018).

Les différents modeles VPA existants ainsi que d’autres modéles environnementaux de
TSA ne sont pas détaillés dans cette partie mais ont largement été présentés récemment dans la

revue a laquelle j’ai participé et qui est incluse dans ce manuscrit (Thabault et al. 2022).
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Figure 7 : La validité du modéle murin a acide valproique

La validité de construction (induire la pathologie de maniére similaire aux conditions cliniques), la
validité apparente symptdmes similaires a ceux observés en clinique), et la validité prédictive
(possibilité de translation des pistes thérapeutiques de la pré-clinique vers la clinique) sont toutes
présentes dans le modele VPA qui constitue donc un modele pertinent pour explorer les TSA.

MOA : mécanismes d’action, POC : preuve de concept.

D’apres Mabunga et al. 2015
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CHAPITRE 2 : Le cervelet

I. Role et anatomie fonctionnelle du cervelet

A. Fonctions du cervelet

Le cervelet est une structure présente chez tous les vertébrés, longtemps exclusivement
considérée pour ses fonctions liées a la coordination et au contréle des mouvements. De
nombreuses études d’imagerie fonctionnelle ont permis de montrer une connexion importante
entre le cortex cérébelleux et les régions corticales et sous corticales, notamment dans le
traitement de 1’information sensorielle motrice (Allen et al. 1997). Cette transmission nerveuse
se fait par le biais des noyaux cérébelleux profonds, comme le noyau fastigial, qui effectue un
relais sur le thalamus ventral pour ensuite arriver au cortex moteur et réaliser 1’action motrice
en tenant compte de 1I’information sensorielle cérébelleuse (Ito 1984). Son implication dans les
fonctions cognitives n’a été proposée puis démontrée que plus récemment, dans les années 80
et 90, notamment dans la régulation des émotions, qui n’était jusque-la réservée qu’au cortex
et aux ganglions de la base (Middleton & Strick 1994) mais aussi dans les processus liés a la
mémoire, la planification et le langage (pour revue, Schmahmann 2019). Par rapport au cortex,
le cervelet est dix fois plus rapide dans 1’exécution des taches, aussi précises soient-elles
(D’Angelo 2018). Le cervelet joue en effet un réle important dans la perception spatio-
temporelle dans le cadre de la réalisation des taches motrices, notamment par son role intégratif
sensorimoteur. Les processus d’apprentissage dépendants du temps sont notamment corrélés a
I’activité électrophysiologique spécifique du cervelet (D’ Angelo et al. 2009). En effet, les PC,
des neurones GABAergiques représentant la seule sortie du cortex cerébelleux, générent des
réponses de type « burst », qui permettent d’encoder la prédiction de 1’état moteur en cours

(D’Angelo 2018).
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C’est pourquoi dans cette partie sera étudiée extensivement le cervelet, son implication
dans les réseaux sensorimoteurs et cognitifs, ainsi que son lien avec la physiopathologie des

TSA, avec des exemples chez I’ Homme et dans les modéles animaux.

B. Morphologie et anatomie fonctionnelle

a. Le cortex cérébelleux

Cerebgllar Cerebellar
vermis hemislphere

Precentral fissure.

Preculminate fissure
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Primary fissure
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D Posterior lobe
[ Flocculonodular lobe

Figure 8 : Anatomie du cervelet montrant les fissures principales, les lobes et les lobules
Adapté de D’Mello & Stoodley 2015

Le cervelet est composé du cortex cérébelleux et des noyaux profonds du cervelet. Nous
nous intéressons ici majoritairement au cortex cérébelleux, qui est composé d’une partie
centrale, appelée le vermis, une partie intermédiaire, le paravermis, et de deux hémispheres
latéraux (Figure 7). On appelle cérébro-cervelet la partie correspondant aux hémisphéres
latéraux, qui est fonctionnellement connectée au cortex notamment, tandis que le spino-cervelet
est connecté a la moelle épiniere, et correspond aux parties médianes du cervelet, le vermis et

le paravermis.
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L’organisation anatomique et fonctionnelle du cervelet est basée sur son agencement
lobulaire. Trois lobes, séparés par des fissures transverses, constituent le cortex cérebelleux : le
cervelet vestibulaire ou vestibulo-cervelet, le cervelet postérieur et le cervelet antérieur. Ces
structures sont divisées anatomiquement par des foliations, et sont appelées des lobules
numérotés de | a X. Le cervelet antérieur correspond aux lobules I-V, le cervelet postérieur aux
lobules VI-IX, et finalement le cervelet vestibulaire au lobule X ou flocculonodulaire (Figure
7).

Le lobule flocculonodulaire est également appelé vestibulo-cervelet par ses connexions
avec le systéme vestibulaire et les aires visuelles. Il contribue aux fonctions de I’équilibre et de
I’orientation spatiale. Ce lobe est composé d’un nodule médian, participant au controle
musculaire axial, et de deux flocculi latéraux, qui sont liés au controle oculaire. D un point de
vue évolutif, c’est la plus ancienne partie du cervelet chez les vertébrés.

De facon intéressante, le cervelet antérieur est davantage relié aux fonctions motrices
tandis gque les fonctions cognitives sont en lien avec le lobe postérieur. En effet, le lobe antérieur
fait le lien entre le systéme sensitif et les fonctions motrices, afin d’ajuster a tout moment les
mouvements, la posture et 1’équilibre. Il recoit des informations du corps, des membres et des
systemes auditifs et visuels puis projette, par le biais de relais synaptiques, sur le cortex et la
moelle épiniere, afin de moduler la commande motrice. Le lobe postérieur est quant a lui, le
plus évolué du cervelet, et est d’ailleurs trés développé chez I’Homme. Il posséde des afférences
du cortex cérébelleux et projette sur le thalamus. Ses fonctions sont liées a la planification des
mouvements, |’apprentissage moteur, le langage, la gestion des émotions ainsi qu’a d’autres
fonctions sociales et cognitives (D’Mello & Stoodley 2015).

Le lobule VII, et plus spécifiquement crus | et crus Il, sont des régions situées dans le
lobe postérieur, qui sont notamment impliquées dans des taches sensorimotrices et sociales,

affectées dans les TSA (pour revue, Thabault et al. 2022). Les régions humaines crus | et crus
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Il sont homologues a celles des primates non-humains. De fagcon intéressante, chez le rongeur,
la région crus | correspond aux crus | et crus Il des primates et le crus Il a la région HVIIB

(Sugihara 2018).

b. Les noyaux cérébelleux profonds

Chaque région anatomique du cortex cérebelleux est reliée spécifiguement a des noyaux
cérébelleux profonds (Figure 8). En effet, le vermis est connecté au noyau fastigial, le
paravermis aux noyaux interposés, c’est-a-dire le noyau emboliforme et le noyau globuleux,
tandis que les hémispheres latéraux sont reliés au noyau dentelé. Il existe également le noyau
vestibulaire de Deiters, qui, malgré sa localisation au niveau du tronc cérébral, recoit des

afférences directes du lobule flocculonodulaire, et peut donc étre considéré dans cette catégorie.
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Figure 9 : Les afférences et efférences des noyaux cérébelleux profonds
D’apres Kandel et al. 2012
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C. Organisation cellulaire du cervelet
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Figure 10 : Organisation cellulaire du cervelet
D’apres Consalez et al. 2020

Le cortex cerébelleux est divisé en trois couches de la substance blanche jusqu’a la
surface : (i) la couche granulaire, (ii) la couche des PC et (iii) la couche moléculaire. Chaque
couche contient des types cellulaires spécifiques, ce qui permet d’associer les cellules a leur

localisation dans le cervelet (Figure 9).

a. Lacouche granulaire

i. Les cellules granulaires

Les cellules granulaires (GC) représentent la population cellulaire majoritaire de cette
couche, mais également la plus nombreuse de tout le cerveau. En effet, le nombre de GC dans
le cervelet serait de ’ordre de 10'°-10'%, ce qui représente plus de 50% du nombre de neurones

du cerveau (Braitenberg & Atwood 1958). Les GC sont glutamatergiques et recoivent des
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afférences des fibres moussues (FM) provenant des noyaux vestibulaires mais également des
cellules de Golgi. Les GC projettent a leur tour par le biais de fibres paralleles (FP) sur les

dendrites des PC. De facon intéressante, une FP peut faire synapse avec cent PC.

ii. Les cellules de Golgi

Les cellules de Golgi sont les principales représentantes des neurones inhibiteurs de la
couche granulaire (Dieudonné 2016). Elles peuvent inhiber les GC de fagon directe et les fibres
moussues en agissant sur leur activité pré-synpatique (Mitchell & Silver 2000). Les cellules de
Golgi recoivent des afférences excitatrices des GC, soit directement par les axones des GC ou
indirectement par les FP. Les cellules de Golgi peuvent également recevoir des afférences

inhibitrices des cellules de Lugaro et d’autres cellules de Golgi (Hull & Regehr 2012).

iii. Autres cellules

Il existe dans la couche granulaire du cervelet d’autres cellules qui sont peu étudiées et
de ce fait, trés peu de choses sont connues de ces types cellulaires.

Les cellules de Lugaro sont des neurones aux propriétés inhibitrices, par le biais de
GABA et de la glycine, qui peuvent inhiber les cellules de Golgi (Hirono 2016).

Les cellules unipolaires a brosse (UBC) sont des interneurones quasi exclusivement
présents dans le cervelet vestibulaire qui interagissent localement avec les GC et les cellules de
Golgi (Mugnaini et al. 1997). Ces cellules ne posseédent qu’un seul, mais trés large dendrite, qui
recoit une tres importante synapse excitatrice d’une seule FM. Elles forment des synapses
dendrodendritiques avec les GC et regoivent trés peu d’afférences inhibitrices de la part des
cellules de Golgi. Les UBC peuvent également connecter les GC et d’autres UBC par le biais

d’autres FM (Mugnaini et al. 2011).
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b. La couche des cellules de Purkinje

i. Les cellules de Purkinje

Les PC sont des neurones GABAergiques, représentant la seule voie de sortie du cortex
cérébelleux. Leurs axones inhibiteurs passent a travers la couche granulaire pour atteindre leur
cible : les noyaux cérébelleux profonds. Les PC sont caractérisées par leur large soma et leur
arborisation dendritique complexe. Chaque PC recoit des informations provenant de plus de
200 000 synapses avec des FP et les projections d’une seule fibre grimpante (FG) provenant de
I’olive inférieure. Ces innervations complexes promeuvent les PC comme un centre
d’intégration du cortex cérébelleux sujet a la plasticité synaptique. En effet, les FG peuvent
notamment générer une dépression a long terme (LTD), ce qui peut réduire la conductance
synaptique des récepteurs post-synaptiques AMPA et rendre silencieuses certaines projections
de FP (Hansel et al. 2001; Hansel & Linden 2000; Linden et al. 1991; Schonewille et al. 2011).
Les PC peuvent étre inhibées a différents endroits par les cellules présentes dans la couche
moléculaire, comme les cellules étoilées (dendrites) et les cellules en panier (soma et segment
para-initial) (Santamaria et al. 2007). De facon intéressante, les PC ont également la possibilité
d’inhiber d’autres PC et des GC (Guo et al. 2016; Witter et al. 2016).

Comme décrit précédemment, les PC permettent d’encoder la temporalité de I’action au
niveau électrophysiologique, par une décharge de potentiels d’actions réguliére et en « burst »
(Masoli & D’Angelo 2017).

La revue réalisée au cours de cette thése et incluse dans ce manuscrit présente notamment

les liens entre des pertes de PC et les TSA, chez ’Homme et I’animal (Thabault et al. 2022).

55

——
| —



ii. Les cellules de Bergmann

Figure 11 : Processus de neurogenése de la glie de Bergmann (BG) dans le cervelet pendant le
développement embryonnaire et localisation des BG dans le développement périnatal

(A) Les progéniteurs des BG vont passer par plusieurs étapes de division, prolifération et maturation
pour donner les BG. (B) Les progéniteurs des cellules granulaires (GC) qui proviennent de la couche
granulaire externe (EGL) migrent le long des BG vers la couche granulaire interne (IGL) pour maturer
en GC.

Adapté de Leung & Li 2018

Les cellules de Bergmann ou glie de Bergmann (BG) représentent un type d’astrocyte
radiaire, des cellules gliales unipolaires situées auprés des PC (Reeber et al. 2018). Les
précurseurs des BG proviennent de la glie radiaire, située dans la zone ventriculaire
cérébelleuse (Figure 10A) (Leto et al. 2016). Par ses multiples fonctions, les BG représentent
des éléments cruciaux du neurodéveloppement. En effet, elles font office de soutien structural
pour la migration des neurones. Leurs fibres radiaires s’étendent jusqu’a la couche moléculaire
(Buffo & Rossi 2013), et permettent la migration des neurones, notamment les précurseurs des
GC, mais également 1’élongation des prolongements de ces derniers (Figure 10B) (Buffo &
Rossi 2013; de Blas 1984; Yamada & Watanabe 2002; Yuasa 1996). Les BG permettent ainsi
une migration et un placement structurés des GC et des PC, menant a la foliation et a
I’organisation cellulaire du cervelet (Leung & Li 2018). De plus, les BG entourent les synapses

sur les dendrites des PC et sont impliquées dans les processus de plasticité, notamment par le
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biais de la LTD. Elles jouent donc un rdle de premier plan dans I’intégration des informations
dans le cervelet, par cette participation a 1’activité synaptique des neurones mais également a
I’intégrité structurale (Cui et al. 2001; lino et al. 2001; Yamada & Watanabe 2002). De fagon
intéressante, les BG jouent un réle fondamental dans 1’homéostasie glutamatergique et I’une
des causes les plus communes de mort neuronale est liee a un niveau élevé de glutamate
extracellulaire, anormalité retrouvée chez les patients diagnostiqués avec des TSA (Essa et al.
2013; Purcell et al. 2001). 1l a notamment été proposé que des modifications de ces cellules
astrogliales seraient responsables de la perte de PC observée dans les TSA. Leurs
prolongements au niveau de la synapse permettent la recapture du glutamate extracellulaire et
ainsi la régulation des synapses des fibres grimpantes et paralleles avec les PC. Lorsque des
souris sont déficientes en transporteurs glutamatergiques GLAST associés aux BG, elles
présentent des problémes de coordination mais également une plus grande innervation des PC
par les FG (lino et al. 2001; Watase et al. 1998). De plus, les antagonistes glutamatergiques ont
montré une certaine efficacité dans la réduction des symptémes de TSA (Zimmerman 2000).
Des génes majoritairement liés a la transmission glutamatergique et également exprimés par les
BG sont associés a un risque de TSA (Koirala & Corfas 2010). Il semble également que les BG,
avec la microglie, jouent un rdle majeur dans la physiopathologie des TSA, notamment par leur
réle dans les processus inflammatoires. Dans la revue intégrée a ce manuscrit, il est par ailleurs
détaillé qu’une forte prolifération ainsi qu’une forte activation astrogliale est retrouvée chez
I’Homme adulte atteint de TSA mais également dans plusieurs modeles animaux de la
pathologie tels que la souris Fmrl” et le rat VPA (Bailey et al. 2013; Ellegood et al. 2010;
Sobaniec-Lotowska 2001; Vargas et al. 2005; pour revue, Thabault et al. 2022). De plus, les
BG sont activées et proliferent dans les régions de pertes de PC, ce qui remet les PC au centre
de la physiopathologie des TSA. En effet, les marqueurs retrouvés dans le compartiment

périneural des PC soulévent I'nypothése d'une implication du systeme du complément dans les
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voies immunopathogenes, a I'instar de ce qui est rapporté dans les maladies neurodégéneratives.
Ces résultats indiquent que les anomalies cérebelleuses trouvées chez les patients atteints de
TSA pourraient étre dues non seulement a des atteintes du développement prénatal, mais
également a des processus neuro-inflammatoires chroniques meédiés par la glie persistant tout

au long de la vie.

c. La couche moléculaire

La couche moléculaire représente la couche cellulaire la moins dense, ne contenant que
deux types cellulaires : les cellules étoilées et les cellules en panier.

Les cellules étoilées et les cellules en panier sont des interneurones inhibiteurs qui sont
activés par les FP. Ces deux types cellulaires partagent les mémes propriétés
électrophysiologiques, notamment un patron de décharge a activité spontanée tout comme les
PC. La cible de leur axone inhibiteur est identique, les PC, mais different par leur point de
contact : les cellules en panier font synapse sur le soma et le segment para-initial des PC tandis
que I’axone des cellules étoilées se positionne sur les dendrites. Les cellules étoilées peuvent
notamment modifier le type de réponse des PC et réguler la LTD au niveau de la synapse entre

FP et PC (Herzfeld et al. 2015; Mittmann & Hausser 2007).

D. Organisation cellulaire des noyaux cérébelleux profonds

Les PC présentes dans le cortex cérébelleux inhibent 1’activité des principaux neurones
des noyaux cérébelleux profonds, c’est-a-dire en grande majorité les neurones glutamatergiques
qui projettent en dehors du cervelet mais également des interneurones GABAergiques et
glycinergiques projetant vers 1’olive inférieure et la couche granulaire respectivement (Jaeger
2011). Ces neurones recoivent egalement des afférences excitatrices collatérales des fibres

MOousSues.
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1. Réseaux cérébelleux

Lobe antérieur

Cortex

Substance
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Pécondules: Lobe postérieur

1 Supérieur
2 Moyen
3 Inférieur

Bulbe rachidien —/\\

4me
ventricule

Lobe floculonodulaire

Figure 12 : Anatomie en coupe sagittale du cervelet
Organisation lobulaire du cervelet et des pédoncules cérébelleux
Adapté de Kandel et al. 2012

Les pédoncules cérébelleux sont de larges faisceaux permettant la liaison entre le cervelet
et d’autres régions du SNC (Figure 11). lls sont au nombre de trois : (i) le pédoncule cérébelleux
supérieur représente une voie efférente du cervelet, (ii) le pédoncule cérébelleux moyen
représente une voie afférente du cervelet et (iii) le pédoncule cérébelleux inférieur représente a

la fois une voie efférente et une voie afférente du cervelet (Kandel et al. 2012).

A. Afférences cérébelleuses

Cortex frontal et pariétal

Noyaux du pont

Pédoncule cérébelleux
maoyen

Cortex cérébelleux
Noyaux cérébelleux profonds

Pédoncule cérébelleux
inférieur

Figure 13 : Afférences cérébelleuses
Adapté de Kandel et al. 2012




Les afférences provenant du cortex sur le cervelet et plus précisément sur le cérébro-
cervelet sont les plus nombreuses. Différentes régions corticales sont concernées comme le
cortex moteur primaire, les aires prémotrices du lobe frontal, les cortex somesthésiques
primaire et secondaire du lobe pariétal antérieur mais également des aires visuelles secondaires
du lobe parietal postérieur. Les afférences corticales se relaient au niveau des noyaux du pont
du coté ipsilatéral, ou les fibres pontiques vont ensuite décusser et former le pédoncule
cérébelleux moyen, qui va transmettre ces informations sensorimotrices a I’hémisphere
cérébelleux controlatéral (Kandel et al. 2012) (Figure 12).

D’autres afférences existent et sont cruciales dans ’intégration cérébelleuse. Certaines
proviennent des noyaux du tronc cérébral et de la moelle épiniere, et projettent sur le vermis du
cortex cerébelleux, permettant de renseigner sur les fonctions auditives et visuelles. Il existe
également des afférences sensorielles vestibulaires directes, provenant des fibres du nerf auditif
et du pont. Celles-ci projettent sur le vestibulo-cervelet, contrairement aux afférences
somesthésiques proprioceptives, qui projettent sur le spino-cervelet. Ces afférences proviennent
de différents noyaux :

- Le noyau de Clarke de la moelle épiniére, relié a la proprioception des membres
inférieurs

- Le noyau cunéiforme du bas bulbe, relié a la proprioception des membres supérieurs

- Le noyau mésencéphalique du complexe trigéminal, relié a la proprioception du
visage et de la téte.

11 existe également des afférences modulatrices provenant de I’olive inférieure et du locus

coeruleus, cruciales dans I’apprentissage et la mémoire des circuits cérébelleux (Kandel et al.

2012) (Figure 12).
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B. Efférences cérébelleuses

Cortex cérébelleux

Noyaux cérébelleux profonds

Pédoncule cérébelleux
supérieur

Thalamus Tronc cérébral

Figure 14 : Efférences cérébelleuses
Adapté de Kandel et al. 2012

Le cortex cérébelleux projette dans un premier temps sur les noyaux cérébelleux profonds
par le biais des PC inhibitrices, représentant la seule voie de sortie du cortex cérébelleux. Ces
noyaux vont ensuite se relayer dans le tronc cérébral ou le thalamus afin d’atteindre les neurones
du cortex et réguler 1’activité motrice (Kandel et al. 2012) (Figure 13).

De nombreux types d’efférences existent (Figure 14) :

- Les efférences cérébro-cérébelleuses provenant du noyau dentelé projettent
majoritairement sur les aires prémotrices et associatives du lobe frontal en faisant
relais sur le thalamus ventro-latéral, afin de moduler la planification des
mouvements volontaires. Il existe également des efférences provenant du cérébro-
cervelet et dirigées vers le cortex préfrontal afin de réguler des fonctions cognitives.

- Les efférences spino-cérébelleuses provenant du noyau fastigial (efférences
vermiennes) et des noyaux interposés (efférences para-vermiennes) projettent sur
les neurones supra-segmentaires du cortex moteur et du tronc cérébral et permettent

I’exécution des mouvements.
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- Les efférences vestibulo-cérébelleuses provenant du vestibulo-cervelet projettent
sur les motoneurones de la moelle épiniere et du tronc cérébral afin de moduler

I’équilibre, les mouvements oculomoteurs, de la téte et du cou.

~
Cortex
cérébelleux Cérébro-cervelet Spino-cervelet Vestibulo-cervelet
g ¥
N rébell Noyaux N
5 . , oyaux
oyaux cerebelleux Noyau dentelé interposés et t'l::l lai
; vestibulaires
profonds noyau du toit
Voies vers les neurones { H
mateurs supra-segmentaires
Planification des Exécution des Equilibre et régulation

mouvements mouvements vestibulo-oculaire

Figure 15 : Efférences et fonctions reliées au cérébro-cervelet, au spino-cervelet et au vestibulo-
cervelet
Adapté de Kandel et al. 2012

C. Réseaux cérébelleux internes

Par la grande diversité des afférences et efférences cérébelleuses, d’un point de vue
fonctionnel mais également structural, le cervelet joue un role intégratif crucial (Kandel et al.
2012) (Figure 15). Le cortex cérébelleux recoit des informations par le biais de deux types de
voies et deux types de fibres :

(i) Les FM : du cortex cérébral par le biais des noyaux du pont, du tronc cérébral
mais également de la moelle épiniere par le biais des voies spinocérébelleuses
dorsale et ventrale.

(i) Les FG : de plusieurs noyaux du tronc cérébral, et majoritairement de 1’olive
inférieure.

Les FM et les FG représentent les deux voies d’entrée du cervelet. Les fibres moussues
activent les GC et les cellules de Golgi, et a leur tour les GC projettent un troisieme type de

fibres, les FP, permettant d’activer tous les autres neurones présents dans le cortex cérébelleux.
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Ainsi, les cellules de Golgi peuvent étre activées par les FM mais également par les FP, ce qui
leur permet de réguler ’activité des GC, en les inhibant, tout comme les cellules de Lugaro et
les UBC. Les PC sont également activées par les FP mais également par des FG provenant de
I’olive inférieure, et projettent sur les noyaux cérébelleux profonds en retour. Les PC peuvent
étre inhibées par les cellules étoilées et en panier.

Ces processus cérébelleux internes sont d’une importance capitale dans la physiologie du
cervelet, et se mettent en place dés la période périnatale, pour atteindre un réseau mature dans

les premieres années de vie (Wang et al. 2014).

63

——
| —
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Figure 16 : Le cervelet est impliqué dans les déficiences motrices et sociales rapportées dans les TSA
Les cellules de Purkinje (PC) dysfonctionnelles semblent étre au centre de ces déficiences car elles
représentent la seule sortie du cervelet et sont a la fois connectées a des cellules inhibitrices et
excitatrices. Des dysfonctionnements des PC sont rapportés dans des contextes cliniques de TSA et dans
des modéles animaux (A, B, C). Des changements intrinseques de PC (A) tels qu'une réduction de la
densité de PC, de la taille du soma et une augmentation du nombre de PC ectopiques ont été retrouvés
dans plusieurs modeéles animaux génétiques et environnementaux, avec des différences lobulaires
régionales entre les males et les femelles. Des modifications de la transmission synaptique des cellules
granulaires a travers des fibres paralléles (B) ont également été signalées. L action inhibitrice des PC
vers les noyaux cérébelleux profonds (C) est également affectée par une modification des propriétés
électrophysiologiques de ces dernieres. Ces altérations centrées sur le PC conduiraient a un
dysfonctionnement de la boucle cérébelleuse jusqu'au thalamus et au cortex, entrainant a la fois des
troubles moteurs et cognitifs.

MF : fibres moussues, CF : fibres grimpantes, PF : fibres paralléles.

D’apres Thabault et al. 2022




D. Physiologie du cervelet

Comme décrit precédemment, le cervelet a une fonction sensorimotrice cruciale et chaque
région cérébelleuse est liée a un ou des rdles spécifiques. Cela a été largement montré par des
études de lésions cérébelleuses. En effet, lorsque le cervelet vestibulaire est affecté, 1’équilibre
et le contréle oculomoteur sont impactés. Tandis qu’une 1ésion au niveau du cervelet antérieur
est notamment responsable d’une forte hétérogénéité de la marche, des dysfonctions du cervelet
postérieur semblent affecter la planification des mouvements volontaires, avec la présence de
problémes d’écriture, des tremblements accompagnés de disarthrie et dysmétrie.

Les patients diagnostiqués avec des TSA montrent des déficits cognitifs et moteurs,
démontrant une importante implication du cervelet dans ces dysfonctions. L hypothése
neurodéveloppementale des TSA nous amene alors a étudier le neurodéveloppement du cortex

cérébelleux en conditions physiologiques et pathologiques.

E. Neurodéveloppement du cortex cérébelleux chez la souris
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Figure 17 : Chronologie du développement cérébral chez la souris
D’apres Thion & Garel 2017
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Le cervelet de la souris se développe dans un premier temps selon les axes antéro-
postérieur et dorso-ventral du tube neural. Une série de modifications cellulaires et
morphologiques se met en place avant les trois premiéres semaines de vie et donne lieu a un
cervelet développeé : la prolifération et la migration cellulaire, la formation de dendrites et
d’axones, la synaptogencse, la myélinisation et la foliation. Cette cascade d’éveénements
neurodéveloppementaux est genétiquement régulée (Figure 16). En effet, de nombreuses
souches de souris mutantes ont été utilisees pour caractériser le développement du cervelet chez
la souris. A titre d’exemple, des mutations de génes comme la phosphatase et tensine
homologue (Pten) ou de Chd8 montrent des conséquences neurodéveloppementales et
phénotypiques caractéristiques de TSA (Katayama et al. 2016; Sarn et al. 2021).

Le cervelet et ses composes cellulaires se développent énormément pendant la période
gestationnelle, notamment entre E9.5 et E11.5, jusqu’a P15 ou la structure finale du cervelet

mature est établie (Figure 17).
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Figure 18 : Chronologie de neurogenése des différents neurones cérébelleux de la souris
Adapté de Carter et al. 2018

Selon leur catégorie, les différentes populations cellulaires du cervelet ne dérivent pas du
méme tissu germinal. Les cellules gliales, les PC et autres neurones GABAergiques proviennent
de la zone ventriculaire tandis que les GC et autres neurones glutamatergiques émanent de la
levre rhombique. De plus, ces types cellulaires n’apparaissent pas au méme moment. Ces

processus sont régis par 1’expression spécifique et localisée de facteurs de transcription. On
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retrouve dans la zone ventriculaire I’expression du facteur de transcription pancréatique 1
(Ptfla), de achaete-scute family BHLH transcription factor 1 (Mashl), Neurogénines (Ngn)
(Hoshino et al. 2005; Zordan et al. 2008) tandis que 1’expression spécifique de atonal
homologue murin 1 (Mathl) et de paired box 6 (Pax6) caractérise la levre rhombique
(Engelkamp et al. 1999; Machold & Fishell 2005; Wang et al. 2005a).

Par le biais de ces différences de localisation et d’expression de facteurs de transcription,
les neurones glutamatergiques des noyaux cerébelleux profonds et les PC apparaissent les
premiers, lors de la période embryonnaire, entre E10.5 et E13.5, suivis des progéniteurs aux
interneurones GABAergiques a E12.5, des progéniteurs aux GC a E13.5 et des UBC a E15.5
(Englund et al. 2006; Hoshino et al. 2005; Machold & Fishell 2005; Wang et al. 2005a). Ces
progeéniteurs ne se différencient respectivement en interneurones GABAergiques et en GC que
lors de la période postnatale (Leto et al. 2016; Sudarov et al. 2011). Concernant les progéniteurs
aux GC, ils migrent de la 1eévre rhombique jusqu’a la surface du cervelet pour former la couche
granulaire externe (EGL). Leur importante prolifération atteint son pic entre P5 et P7, ou ces
progéniteurs se différencient et effectuent une migration radiaire, c’est-a-dire le long des
prolongements des BG, afin de former les GC de la couche granulaire interne (IGL). La glie
radiaire permet également la correcte migration des PC (Lin et al. 2009). Ce sont ces processus
postnataux de prolifération cellulaire des GC majoritairement qui vont permettre
I’augmentation de taille et la foliation du cervelet.

Les processus de prolifération, différentiation et migration cellulaire ainsi que le
développement des dendrites et des axones et la formation de synapses, sont régulés par trois
voies de signalisation spécifiques : Wingless-related integration site (Wnt), Notch et Sonic
Hedgehog (Shh).

Concernant la famille des protéines Wnt, elle est notamment reconnue pour réguler le

développement cérébelleux mais également la formation de la synapse (Pei et al. 2012). De

67

——
| —



facon intéressante, une ablation de Wnt5a méne a une hypoplasie cérébelleuse, associée a une
forte diminution du nombre de neurones glutamatergiques et GABAergiques (Subashini et al.
2017). En effet, Wnt7a et Wnt3 sont sécrétés par les GC, et induisent un remodelage des cones
de croissance des fibres moussues mais promeuvent également la prolifération des progéniteurs
des GC situés dans la zone ventriculaire, tout en inhibant leur différenciation (Anne et al. 2013;
Hall et al. 2000; Pei et al. 2012). Ce gradient a un effet opposé sur les progéniteurs de la couche
granulaire externe (EGL), puisqu’il augmente leur différenciation tout en inhibant leur
prolifération (Pei et al. 2012). Le signal Wnt, notamment Wntba, est également relié a
I’apparition de médulloblastomes, qui serait causée par les mécanismes de prolifération des GC
(Behesti & Marino 2009; Northcott et al. 2011; Subashini et al. 2017). En effet, plusieurs génes
liés aux progéniteurs de GC sont également impliqués dans le médulloblastome (Behesti &
Marino 2009). De fagon intéressante, chez I’Homme, des mutations de Patchedl (Ptc1) donnent
lieu & des médulloblastomes, ce qui est également retrouvé chez des souris Ptc1*. Les
mécanismes qui sous-tendent ces consequences sont liés a des interdépendances cellulaires, et
non pas seulement a la population de progeéniteurs de GC et des GC elles-mémes.

Le gradient Shh est également crucial dans les processus cellulaires puisqu’il régule tout
comme la signalisation Wnt la prolifération des progéniteurs de la zone ventriculaire et des
progéniteurs de I’EGL (Lewis et al. 2004; Vaillant & Monard 2009). La signalisation Shh, par
le biais de son expression par les PC, agit notamment sur les récepteurs Ptcl des GC, ce qui va
activer la transcription de génes liés a la prolifération cellulaire (Lewis et al. 2004). Le gradient
Shh et I’expression du récepteur Ptcl sont donc essentiels & une bonne régulation de la
prolifération cellulaire et leur dérégulation peut mener a des médulloblastomes.

La derniére voie de signalisation est reliée aux composants Notch, exprimés dans les
centres germinatifs liés a I’activation de processus immuns durant les périodes embryonnaire

et postnatale. Cette signalisation régule également la prolifération des progéniteurs et serait
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dépendante de I’activit¢ de WntSa dans la régulation de I’expression de genes liés a la
prolifération cellulaire (Machold et al. 2007; Solecki et al. 2001; Subashini et al. 2017).

De nombreuses études se sont intéressées aux PC par leur réle central dans les processus
d’intégration cérébelleuse. Des agressions pendant le neurodéveloppement sur ce type
cellulaire auraient donc des conséquences importantes et pourraient influencer le
développement d’autres régions cérébrales (Badura et al. 2018; Wang et al. 2014). Les PC
arrivent en effet parmi les premiers types cellulaires durant I’embryogenese mais c’est a partir
de la seconde semaine postnatale que ’arborisation des PC va largement se développer. En
effet, les processus liés a la complexité et la longueur de ces arborisations ont lieu entre P7 et
P14, puis c’est entre P14 et P21 que ’¢lagage synaptique se met en place (Beekhof et al. 2021).
La suppression de Wnt5a méne principalement a une hypoplasie, due en partie a une baisse de
la prolifération des PC, mais également a une arborisation dendritique anormale et a des PC
immatures (Subashini et al. 2017).

Des génes liés a la continuation et I’arrét du cycle cellulaire, comme cycline D2 et
I’inhibiteur 1B des kinases dépendant des cyclines (p27/Kipl) respectivement, sont également
liés aux processus de prolifération cellulaire. L’inhibition de cycline D2 résulte en une
hypoplasie cérébelleuse due a une réduction du nombre de GC a la suite de I’arrét de la
prolifération des progéniteurs de ce type cellulaire mais également a une augmentation de leur
apoptose (Huard et al. 1999). Inversement, 1’inhibition de p27/Kipl mene & une augmentation
du volume cérébelleux par la prolifération des GC (Miyazawa et al. 2000). Il a également été
montré que I’inactivation de la protéine proto-oncogene N-myc (N-myc) avait des
conséquences sur plusieurs types cellulaires cérébelleux, par le biais des régulateurs du cycle
cellulaire cités précédemment (Knoepfler et al. 2002).

Durant la fin de la période embryonnaire, a partir de E17.5, les PC ne forment pas encore

une couche unicellulaire, elles sont compartimentées selon leur profil d’expression de certains
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genes et molécules de surface (Sugihara & Fujita 2013). Cette organisation serait a 1’origine de
la mise en place d’une organisation cérébelleuse fonctionnelle. En effet, a ce stade,
I’organisation lobulaire et hémisphérique ainsi que 1’axe rostral-caudal sont déja présents dans
le cervelet. L organisation des PC en couche unicellulaire, avec une disposition en rayures,
n’apparait qu’a P6 (Sugihara & Fujita 2013).

Une migration cellulaire réussie résulte de I’interdépendance de chaque type cellulaire.
En effet, par le biais de souris mutantes, il a ét¢ montré que si les GC n’expriment que Unc5h3,
un récepteur aux Nétrines, ces cellules ne parviennent pas a migrer correctement, et de ce fait,
des PC se retrouvent a des positions ectopiques, ¢’est-a-dire en dehors de la couche unicellulaire
caractéristique des PC (Goldowitz et al. 2000; Przyborski et al. 1998). D’autre part, la présence
de Unc5h3 dans les GC dépend de I’expression de Pax6. Des souris Pax6” présentent des GC
ectopiques, des anomalies morphologiques dans plus de la moitié des noyaux cérébelleux
(Engelkamp et al. 1999).

Des souris mutées sur la voie de la reeline présentent un cerveau hypoplastique, résultant
de la présence de PC ectopiques, situées en dessous de la couche des GC. Ces défauts de
migration seraient liés a I’impact du manque de reeline sur les progéniteurs des PC. La reeline
étant située dans la zone marginale, au-dessus de la région ou les PC terminent leur migration,
il est proposé que la reeline joue un réle dans la fin de migration des PC immatures. Néanmoins,
d’autres molécules en aval de la voie de la reeline, comme les récepteurs aux VLDL (VLDLR)
et a I’ApoE de type 2 (ApoER?2) ainsi que la protéine Disabled-1 (Dabl), sont également en
lien avec le bon positionnement des cellules dans le cervelet (Howell et al. 1997; Trommsdorff
et al. 1999).

Des geénes codant pour des protéines liées au cytosquelette et a 1’adhésion cellulaire,
comme CTNNAZ2 codant pour la catenine a-2, exercent également une influence sur la

migration des PC (Park et al. 2002).
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Concernant la mise en place de la connectivité cérébelleuse, les PC recoivent des
informations par le biais de FG, connectées a 1’extérieur du cervelet mais également des GC
présentes dans le cervelet. L’¢limination de FG surnuméraires, mises en compétition avec les
FP, est réalisée jusqu’a ce que chaque PC soit innervée par une seule FG. Ce processus serait
relié a I’activité des récepteurs NMDA pendant la période postnatale : leur blocage par un
antagoniste a P15 et P16 ne permet pas I’¢élimination de FG surnuméraires et résulte en une

altération de la coordination motrice (Kakizawa et al. 2000).

I1l. Implications du cervelet dans les TSA

Par son r6le dans les processus cognitifs et moteurs, le cervelet représente une structure
d’intérét dans le cadre des TSA (D’Mello & Stoodley 2015). En effet, des 1958, des
dysfonctionnements cérébelleux sont observés chez des patients diagnostiqués avec des
syndromes autistiques et Asperger (Dow & Moruzzi 1958). Il a notamment été montré que la
sévérité des symptomes des TSA a I’age adulte est positivement corrélée a la gravité des 1€sions
cérébelleuses s’étant produites dans I’enfance (Limperopoulos et al. 2007). Chez les personnes
diagnostiquées avec des TSA, trois impacts cérébelleux sont majoritairement retrouvés : (i) une
perte de PC, neurones inhibiteurs, qui représentent 1’unique sortie du cervelet, (ii) une
hypoplasie cérébelleuse et (iii) des dysfonctionnements au niveau de la boucle cérébello-
thalamo-corticale (Bailey et al. 1998; Courchesne 1997). Sans le cervelet et specifiquement les
PC, une hypersensibilité est retrouvée dans les regions corticales et sous-corticales, ne
bénéficiant plus de I’inhibition cérébelleuse (Baron-Cohen et al. 2009; Phillips et al. 2015).

Les diverses implications du cervelet dans la physiopathologie sont extensivement

décrites dans la revue de la littérature publiée au cours de cette these (Thabault et al. 2022).
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A. Présentation de la revue de la littérature

Cette revue de la littérature porte sur les implications du cervelet et du striatum dans les
TSA et s’appuie sur 1’état actuel des études cliniques et précliniques. La revue met en exergue
le manque d’études longitudinales, s’intéressant a 1’age et au sexe des patients et des modéles
animaux. La revue met également en lumiére les troubles moteurs répertoriés parmi les
symptomes. En effet, comme décrit dans I’introduction, pres de 80% des patients diagnostiqués
avec des TSA présentent des troubles moteurs (Lai et al. 2014). Les travaux récents au sein du
laboratoire proposent de considérer les troubles moteurs comme des critéres de diagnostic a
part entiere, ouvrant une piste de diagnostic plus précoce chez les individus de sexe féminin (Al
Sagheer et al. 2018; Haida et al. 2019; Matas et al. 2021).

La revue est découpée en deux parties, traitant d’abord des implications cérébelleuses
dans les TSA puis des implications striatales, et celles-ci sont organisées de fagon identique.
Les aspects anatomiques sont décrits premierement, puis les aspects cellulaires et enfin les
aspects moléculaires.

En tant que co-premiere auteure de cette revue de la littérature, j’ai rédigé la partie

concernant les implications cérébelleuses dans les TSA.
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Abstract: Autism spectrum disorders (ASD) are complex conditions that stem from a combination
of genetic, epigenetic and environmental influences during early pre- and postnatal childhood.
The review focuses on the cerebellum and the striatum, two structures involved in motor, sensory,
cognitive and social functions altered in ASD. We summarize clinical and fundamental studies
highlighting the importance of these two structures in ASD. We further discuss the relation between
cellular and molecular alterations with the observed behavior at the social, cognitive, motor and gait
levels. Functional correlates regarding neuronal activity are also detailed wherever possible, and
sexual dimorphism is explored pointing to the need to apprehend ASD in both sexes, as findings
can be dramatically different at both quantitative and qualitative levels. The review focuses also
on a set of three recent papers from our laboratory where we explored motor and gait function in
various genetic and environmental ASD animal models. We report that motor and gait behaviors can
constitute an early and quantitative window to the disease, as they often correlate with the severity
of social impairments and loss of cerebellar Purkinje cells. The review ends with suggestions as to
the main obstacles that need to be surpassed before an appropriate management of the disease can
be proposed.

Keywords: ASD; cerebellum; striatum; epigenetics; motricity; autism

1. Introduction

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental condition manifested by
early onset of (i) persistent deficits in communication and social interactions and (ii) re-
stricted patterns of behaviors, activities or interests (DSM5). The severity range of each
symptom, and the fact that other abnormalities can accompany ASD, led to the “spectrum”
umbrella term. Comorbidities vary among patients, but the most common ones are: sleep
disorders (up to 80%), intellectual deficits (45%), epilepsy (up to 30%) and, interestingly,
motor abnormalities (79%) [1]. The WHO considers that ASD affects 1 in 160 children
worldwide following a ratio of 3 boys for 1 girl [2], suggesting male susceptibility. To
this day, the diagnosis age ranges from infant to adult, depending on the severity of the
symptoms and the social environment.

The etiology of ASD is still uncertain, but evidence has strongly linked genetic, epi-
genetic and environmental factors to it. The gathered knowledge in this domain is in-
terdependent with technological advances. The possibility to collect and analyze broad
genetic information for the past ten years has led to breakthroughs. The first pieces of
evidence of genetic involvement in ASD were the case studies of monozygotic twins. These
twins displayed a 60% probability to share the same ASD diagnosis, whereas dizygotic
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twins’ probability was at 10% [3-5]. More importantly, the incidence of having an ASD
child is proportional to the child’s shared genomic percentage with an ASD parent or sib-
ling [6-8]. The advancement of sequencing technics led to the possibility of analyzing the
patient’s whole genome, which helped identify more than 1200 susceptibility genes (SFARI
gene, https:/ /www.sfari.org/resource /sfari-gene /, accessed on 14 September 2021). These
genes can be broadly categorized into two families, involving either chromatin modeling
or synapse formation [9].

Perinatal factors have been identified as increasing ASD incidence, including maternal
infection and maternal toxin exposure. A 2016 meta-analysis of more than 40,000 ASD cases
highlighted an increased risk of ASD in children whose mother had a viral infection during
pregnancy, leading to hospitalization [10]. One hypothesis underlying this observation is
that maternal immune regulation leads to increased production of inflammatory cytokines.
There is not a consensus about how the cytokines could reach the fetus brain. They could
reach it by disrupting the brain-blood barrier (BBB) [11] or by the actions of proinflamma-
tory cytokines able to cross the BBB (for review, see [12]). Several pharmacological agents
are also responsible for increasing ASD incidence in children exposed during prenatal
development. For instance, valproic acid (VPA) is widely used as an antiepileptic drug and
a mood stabilizer. It has various effects, from inhibiting the histone deacetylase [13] to the
GABA signaling potentiation [14]. Pregnant women under VPA medication are four to five
times more likely to have an ASD child even when VPA was taken at the lowest doses [15]
(for review, see [16] and Table 1). We will focus on the VPA as an environmental model of
ASD in this review event, though; others have been described as the phthalic acid ester
exposition (for review, see [17]).

Some of the mutations and perinatal factors increasing ASD incidence have led to
the generation of corresponding animal models, with some showing good face validity
compared to clinical conditions. However, not all ASD symptoms can be reproduced in
rodents. For example, while social interaction and motor stereotypy can be robustly ob-
served and scored in rodents using various and complementary behavioral tests, cognitive
stereotypy and intellectual disability cannot be adequately assessed. Speech deficits are
also a symptom in patients, which cannot be directly translated in the mouse models. The
closest feature that can be measured is ultrasonic vocalizations (USVs). USVs are used by
pups separated from their mother or littermates, by juveniles when playing and by adults
during social interactions or mating. Although their exact significance is unclear, many
different USVs parameters were modified in ASD mice compared to wild type. Shank1—/~
pups emitted less isolation-induced USV with a shift in frequencies than control mice [18],
but not Shank3 / pups, where other parameters were modified [19]. Additionally, no
difference in the number of USVs emitted by pups was found between the Frm1~/~ mice
and wild type but rather a change in specific frequency [20]. Thus, it seems challenging to
observe consistent and robust USV changes through different ASD mouse models.

Since 1943 and the first description of autistic features by Leo Kanner [21], followed
almost concomitantly in 1944 by Hans Asperger [22], motor and cognitive impairments have
been within the core of ASD symptoms. Currently, studies focus more on cognitive aspects
of ASD and the corresponding physiopathology and brain regions [23,24]. The notion
linking ASD to a focal cerebral dysfunction has drastically evolved toward a consensus
of cerebral multi-regional reorganization during development. We will focus this review
on two complex brain areas involving sensory and motor functions: the cerebellum and
the striatum.
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Table 1. Various outcomes in various animal models of valproic acid administration during development in relation with species, dose and age. This table
recapitulates the different VPA models and their phenotypes. [P Intraperitoneal injection, USV: Ultrasonic vocalizations, D1R and D2R: D1 dopamine receptor and
D2 dopamine receptor, PC: Purkinje cells, MOR: Mu opioid receptor, PV: Parvalbumin interneurons, mPFC: median Prefrontal cortex, GABAP3: GABA receptor

subunit p3.
Species Treated Animal Periodicity Dose Age of Treatment Phenotype
Xenopus [13] Embryo 24h exposm.on of 55 mM Stage 8 embryo 5 T‘\f‘[ loss of gnterlor structures and shortening of anterior-posterior axis in
the eggs 5 mM 4 88% of embryos
e [/] Eye-opening delay
. Time to climb the wire and the grid
. Immobility in males
. Crossing in males
/| Grooming durati
C57BL/ 6] mice [25] Pregnant female One IP injection 450 mg/kg El12.5 : R::::::i mu;‘; ::nn
. Sociability index in males
Errors during challenging beam test
Gait abnormality
. PC number in Crus 1/2 and M1/M2
7] sity in v i 3
C57BL/ 6] mice [16] Pregnant female Ome IP injection 600 mg/kg E12 * FCdeomiiy lh young micent Pl
: . PC number in males at P40
. PV expression level but not PV neurons
& : . mPFC volume
C57BL/6] mice [26] ~ Pregnantfemale oM. 600 mg/kg E12 . KCNC1 mRNA level in forcbrain

. Kv3.1b mRNA level in forebrain
. HCN1 mRNA level in forebrain

CD-1 and GFAP-eGFP

mice [27]

. CB+ cells CB intensity and GABAP3 intensity in lobule X at P8
Pregnant female Ore IP injection 500 mg/kg E12.5 . Expression of GABP3 in ependymal glial cells
e  [] Disrupted GABAP3 expression through development
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Table 1. Cont.

Species Treated Animal Periodicity Dose Age of Treatment Phenotype
El15
. MOR1 expression in caudal striatum at P14
. Abnormal cell aggregation into striosomal patch
E12.75
FVB/N]J mice [28] Pregnant female One [P injection 400 mg/kg E11.5 or E12.75 . MOR1 expression in caudal striatum at P14

. CB number rich matrix in rostral in the ventro-medial striatum at P14
. Abnormal cell aggregation into striosomal patch
. FOXP2+ cell in layer 5 ( 51 cortex) and layer 6 (52 cortex)
. Corticostriatal synapse in rostral striatum
. Number, duration, peak frequency and peak amplitude in USV

Long Evans rats [29] Pregnant female One IP injection 600 mg/kg E12.5 i ey -anterlor,l postcrl.or e ;

i : i . Granule layer volume in vermis, anterior, posterior lobes

. Brain weight
. Errors in T-maze

R g O.mf Oral. 800 mg/kg El2 . Deficilts in females '1'n skilled reaching but improvement in male

? " administration . Time in open arms in elevated plus maze
. Dendritic branching in male
. Dendritic length; decrease spine density, decrease cortical thickness
. Body weight between P21 and P28,[%] brain weight
. Body length
. Purkinje cell size in all ten lobules
Sprague-Dawley Pregnant female Two oral 800 mg/kg E10 and E12 . Number of calbindin positive PC in all ten vermal lobules

rats [31]

administrations

. Primary dendrite thickness.

. Time to righting

. Length in limb stride

. Time to complete static beam and number of errors and of failed attempts
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Table 1. Cont.

Species Treated Animal Periodicity Dose Age of Treatment Phenotype
1 month [~ Swelling of perikarya and dendritic process
I : 3 months = ] .
il = Daily intragastric i . [7] Abnormalities of mitochondria
Winstar rats [32] Young rat s : 200 mg/kg 6 months :
: administration B ot 9 and 12 months: severe degenerative changes
12 months [#] Swollen Bergmann astrocytes
Social play behavior and sociability in 3-CT
Social discrimination ability
Winstar rats [33] Pregnant female One IP injection 500 mg/kg E125 .

[Z1DIR expression in Nucleus accumbens
Resting potential in MSNs
Altered action potential discharge pattern in MSN
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2. Cerebellar Involvement in ASD
2.1. Structure and Function of the Cerebellum

All vertebrates have a cerebellum, although not all have a cortex [34]. The cerebellum
might have first emerged in fish, providing computational analysis of sensory feedback
from their lateral lines and hair cells on their skin that help them detect their environ-
ment [35]. The primary role of the cerebellum has long been linked to coordination and
control of movement. Its implication in higher function has first been proposed by Leiner,
following the observation in higher primates of an enlargement of the cerebellum that
paralleled that of the frontal cortex during phylogenic evolution [36]. A few years later,
Middelton and Strike provided anatomical evidence of cerebellar and basal ganglia involve-
ment in higher cognitive function [37]. Since then, many studies highlighted the eminent
role of the cerebellum in cognitive and emotional function, and that was attributed to its
connections with cortical and subcortical centers [38,39]. In addition, extensive connections
between the cerebellum and frontal associative cortical areas suggest a critical role in treat-
ing sensory motor information from visual, auditive and sensory input, as well as a role in
memory, language processing and planification [40].

Although relatively simple in its general structure, as well as afferent and efferent
projections and cellular organization, the anatomy of the cerebellum can be difficult to
describe. This is mainly due to three factors: (i) the structure/function of the cerebellum is
quite different depending on whether one is considering the anteroposterior or parasagittal
plans; (ii) each part of the cerebellum can have several names depending on the user and the
current trend; (iii), not all authors agree on what each part encompasses. When viewed from
the anteroposterior axis, the cerebellum is formed from three lobes: the vestibulocerebellum,
the posterior cerebellum and the anterior cerebellum, which are separated by deep fissures.
Each lobe is constituted by lobules numbered I to X, giving the cerebellum its folded shape.
The vestibulocerebellum (also called lobule X) comprises a median nodule and flocculus
lateral ones. It 1s directly connected to the vestibular nucler within the bramstem and
receives projections from the auditory nerve. Most of the efferent projections from the
cerebellum originate from four deep cerebellar nuclei within the vestibulocerebellum that
receive projections from collateral fibers, parallel fibers and Purkinje cells (PC). This is the
oldest part of the cerebellum phylogenetically, and it is shared among all vertebrates. It
handles perception of self-motion and spatial orientation through the auditory system of
the head’s position and motion. The anterior lobe is composed of lobules I-V and includes
the medial vermis part. It receives proprioceptive information from the body and limbs, as
well as from the visual and auditive systems. It sends projections toward the cortex and the
spinal cord, modulating the descending motor system. The anterior lobe is responsible for
balance, posture and consequent movement adjustments in time and space. The posterior
lobe is composed of lobules VI-IX. This lobe constitutes the cerebellar hemispheres and is
the most recent and evolved part of the cerebellum. It is only present in higher mammals
and is particularly enlarged in the human species. The posterior lobe receives projections
exclusively from the cerebellar cortex and sends projections to the ventrolateral part of the
thalamus. It is thought to be implicated in movement planification, motor learning, timing,
language processing and emotional, cognitive and social functions.

From a parasagittal perspective, the central part of the cerebellum is constituted by
the vermis, followed by the paravermis and ending laterally by the cerebral hemispheres,
which constitute the most significant part in the primate’s cerebellum. Each lobule can
have a different function and set of projections, depending on its parasagittal plan. Of
interest to us here are crus [ and crus II that constitute the lateral parts of lobules VI and
VII, respectively, within the posterior lobe and that are affected in ASD. Crus I and crus II
are homologous in human and non-human primates. However, rodent crus I corresponds
to crus I and crus I in primates [41], while rodent crus II may be homologous to HVIIB.

At the cellular level, the cerebellar cortex is organized into three layers that are, from
the surface to the white matter: (i) the molecular layer, a cell-poor layer containing stellate
and basket cells as well as PC dendrites connected to parallel fiber axons from granule
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cells and to climbing fibers. The climbing fiber axons are also found in the granular
layer, (ii) the PC layer, a thin single cell layer and (iii) the granule cell layer containing
what is thought to constitute more than 50% of whole nerve cells within the brain (up to
10 neurons) [42]. Granule cells receive projections from mossy fibers originating from the
vestibular nuclei. In turn, they project excitatory parallel fibers to PC dendrites within the
molecular layer, each parallel fiber contacting 100 PC. Each PC receives an approximate
number of 150,000 synapses from parallel fibers and projections emanating from a single
climbing fiber [43] originating from the inferior olive. The PC are large neurons with flat
and rich dendritic arborization. Their inhibitory GABAergic axon projects through the
granular layer to the vestibular nuclei and constitutes the sole efferent projection from the
cerebellar cortex (Figure 1).

ASD Cerebellum

Basket cells

dumd | Stellate cells

...... ; TP, e m e mmmmm e mm e [ MOUEEUIT

Motor impairments
Stereotyples
Social deficits
Gait disturbances

Graruiar layer

L

Deep cerebellar nuclei

Pontine nuclei Inferior clive nuclei
B casa
B Giutamate
B 5D dystunctions Cortex |{mmp| Thalamus

Figure 1. The cerebellum is involved in both motor and social impairments reported in ASD. Dys-
functional Purkinje cells (PC) seem to be at the center of these impairments as they represent the sole
output of the cerebellum and receive inputs from both inhibitory and excitatory cells. PC dysfunctions
are reported in ASD clinical settings and in animal models (A, B, C). PC intrinsic changes (A) such as
reduced PC density was shown in Fmr1 KO mice [44], TSC2f/- mice [45], Mecp2 deficient mice [46],
VPA mice [47], polyl:C mice [48] and Shank3AC/AC mice [49], with regional lobular differences
between males and females. Low PC numbers associated with a decrease in soma size and an increase
in ectopic PC number were also reported in VPA rats [50], especially in lobule VII hemispheres (crus
I and II) that are involved in sensorimotricity. Impaired inputs from granule cells through parallel
fibers (B) were also reported. For instance, the mGluR-long term depression (LTD) was altered at
the PF-PC synapse in both PC-specific Grip1/2 KO mice and Fmr1 KO mice [51,52]). Furthermore,
PC abnormal dendritic branching and reduced density of dendritic spines were found to impair
synapse formation in VPA rats [53,54] and in Fmr1 KO mice [44,51]. Outputs from PC onto deep
cerebellar nuclei (C) are also impacted, as PC firing pattern is impaired in mice lacking Calbindin,
with decreased complex spike duration and pause, as well as decreased simple high spike firing
rate [55]. In the Shank2 KO mice, an increased irregularity in simple spike PC firing accompanied by
increased inhibition was only found in the posterior cerebellum [56]. Altogether, these PC-focused
alterations would lead to dysfunctional cerebellar loop up to the thalamus and cortex leading to both
motor and cognitive impairments. MF: Mossy fibers, CE: climbing fibers, PE. parallel fibers.
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The various functions of the cerebellum that have been described to date, whether
motor or cognitive, seem to converge toward a peculiar capacity of the cerebellum to
estimate and keep track of time. James Albus proposed that the anatomy and physiology
of the cerebellum both point toward a pattern-recognition data processing that allows the
handling and storage of information based on trial (intent) and error (action) and that this
is achieved by weakening the synaptic weights rather than by strengthening them [36,57].
Clumsiness and deficits in motor coordination and manual dexterity, abnormal balance gait
and posture are all dependent on the cerebellar function and are affected in ASD [58-60].
These deficits can be detected even in the first months of life, with affected babies exhibiting
difficulties positioning their body when carried, hypotonia and uncoordinated movements.

Based on the existing knowledge of the sensory motor role of the cerebellum and
suspecting its implication in psychiatric disorders, Dow and Moruzzi developed test
batteries early in 1958 on patients with various psychiatric disorders. They reported severe
cerebellar-type impairments in what was referred to as patients suffering from autistic
and Asperger syndromes [61]. Since then, a growing number of papers have reported
substantial implications of the cerebellum in motor and non-motor deficits in ASD. From
this aspect, the severity of cerebellar injury in premature infants is predictive of the severity
of ASD symptoms in adult age [62]. Indeed, there are three cerebellar-related deficits
reported in ASD patients based on imaging and post-mortem histological observations:
(i) a decrease in the number of PC, (ii) reduced cerebellar volume and (iii) disrupted circuitry
between the cerebellum and connecting brain areas, such as the thalamus, the pons and
the cortex [63,64]. As PC are inhibitory, this, in turn, leads to hypersensitivity of cerebellar
target areas [65,66].

2.2, Anatomical Evidence of Cerebellar Involvement in ASD

The involvement of cerebellum in the ASD context is also supported by genetic evi-
dence. Indeed, 38 genes, whose expression is enriched in the cerebellum, were identified as
ASD-linked susceptibility genes [25]. Several studies showed that ASD patients displayed
hypoplasia (—12% [67,68], for review, see [63]). Using magnetic resonance imaging (MRI)
in both adult ASD and healthy patients, Murakami et al. reported a reduced size of both
vermis and hemispheres in ASD patients without and with mild mental retardation [67].
This alteration is not always found in ASD mouse models and could be due to the spectrum
of the disease or the heterogeneous way of assessing it at the levels of (i) methodology
(stereology vs. MRI), (ii) diversity of genetic background of ASD animals, (iii) animal
age and (iv) gender (for review, see [69]). A decrease in cerebellar volume has also been
reported in multiple genetic pathologies related to ASD, including fragile X syndrome
(EXS) [70,71], Rett syndrome [70-72], the Phelan-McDermid syndrome, including Shank3
deletion [73,74] (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2), and NLGN4 (Neurologin-4)
associated non-syndromic X-linked ASD [46]. Decreases in cerebellar volume can also
be observed in corresponding animal models, such as the Fmr1 Knock-out (KO) [44] and
Nlgn4 KO [75] mice models (Table 2).
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Table 2. Cerebellar dysfunctions in ASD. This table recapitulates cerebellar dysfunctions found in patients and animal models.

Children Teenagers Adults Animal Models
<5 years old 5to 14 years old 14 to 21 years old =121 years old

. No consistent changes [57]
Global cerebellar

aToie . N/A . N/A . N/A . Hypoplasia [55,56] [] Fmr1KO [54] and Nignd4KO~ [55],

E = Shank3%“/AC, VPA and Poly L:C models [25,66,67]
‘White matter (WM) o . No change [69]
= . ok = -0 =
el changes o [Z]wmeses +  Local thikeninginboys [f071] ©  Nochange[69] . N/A « N/A
E . [L] in at least 30 mouse lines for Crus [/11
E = . ]i] in right Crus [ and left projections [78]
2 ivi L < in the right Crus I and left inferior parietal lobule [76 i -
B Connectvily * N/A ]_| 7 B vl mPFC [77] . [Ll PC firing in left mPFC when right crus L is
£ inhibited [76]
: - ]il Right during motor task [72]
[d in the left supplementary motor areas [72]
Global right overconnectivity [73]
. [] PC density [25,66,67,83]
% - e [5] PCdensity [51,80-82 1i| PC density [63]
3 Purkinjecell(PC) ~ ®  [%] axonnumbers [79] [+] axen numbers [79] e [&]PCdensity [50] e [3] soma size & ectopic PCin b] PC arborization in LPS rats [84]
g molecular layer [81,82] m Dendritic spine density in VPA rats [30]
g . u Increased ectopic PC in VPA rats [29,30]
='é Bergmann cells . . Activated /reactivated in PC loss . Activated / reactive in PC loss area in
g & v N » HA s Hia area [51,85] Fmrl~/~ [64] and VPA rat [32
Microglia e N/A e High global microglial activation [85] e Nochanges in poly I:C mice [67]
A . Impaired mGluR LTD [65-51]
N 4 ] 84 - ity [86 -
g o - - [ exisity [56] « [LJaMpaRdensity[se] [S] AMPAR density [85] o [7] mGluRS expression in Grip1 /2-PC, Fmrl
L] I i i > ]

E ][l] ;g!ustfmate & glutamate metabolite . Ijt g;;:at:l;he 1?'. ]t:—. i M levels of EAAT1/2 58] B and Shank2 / [90,92-94]
- evels [7] metabolite levels [57] m mGluR5 expression in Shank34¢/4¢ [s4]
&1 - . norma iring pattern in Calbindin
E - Abi 1 PC firing p Calbindi
g « [SlcaBraps o [Jcasaaa Gasasri deficient mice [95]
3 GABA o8] e [3] GABA-A B3 level [95] s [M]GABA-A B3 level [55] density, GADS5/67 levels [96,97] [+] GABA-A p3 levels in VPA model [27]

o [lcasaa p3level 5] [%] GABA-A 1 & B2 levels in Fmrl KO [99]

N/A: not applicable.
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PC loss has been consistently described in ASD patient brains, and cerebellar hypopla-
sia was found in most cases [49,62,63,75]. In our previous articles, three ASD mice models
(Shank34¢/AC [49], VPA [47] and polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C) [48]) displayed
no global changes in cerebellum size, although they did show PC loss predominantly in crus
I and II. Beyond the cell count, cerebellar connectivity is also affected in ASD, and white
and gray matter abnormalities have been observed by voxel-based morphometry. Analysis
of cerebellar white matter in low- and high-functioning ASD young male children shows a
significant increase in white matter volume compared to a typical children group [77]. That
characteristic has been robustly used as a prediction for ASD diagnosis in this same study.
A specific change in cerebellar white matter is typical in 2-3-year-old ASD children, which
isnot observed in older ASD children and adolescents [78]. A few studies have investigated
tiber tracts and myelin differences in ASD patients using diffusion tensor imaging (DTI),
revealing changes in white matter structure and projections. The evaluation of white matter
in male ASD children (6-12 years old) shows a thickening of the left cerebellar peduncle
and of both middle cerebellar peduncles compared to typical children [76]. Interestingly,
motor-related structures were also affected, such as the left putamen and the corticocortical
pathway [76]. Considering motor deficits in ASD, another study assessed, contingently,
motor function and DTI in ASD children (5-14 years old, twelve males and one female)
compared to a non-ASD control age group [100]. In this study, ASD children displayed
the poorest motor function scores (manual dexterity, ball skills and balance) compared to
neurotypical children. Additionally, these motor deficits were correlated with a decrease
in fractional anisotropy (white matter microstructural integrity index) bilaterally in the
superior cerebellar peduncle [100], the efferent cerebellar tract to the midbrain being mainly
composed of the cerebellothalamic tract. Taken together, these white matter analyses reveal
an alteration of cerebellar motor pathways in ASD.

Lateralization of functional connectivity patterns is modified in ASD, revealing changes
in functional topography. Noonan et al. assessed the functional connectivity of ASD brains
by asking adult patients to perform a memory task while undergoing an MRL They selected
high functioning ASD adult males who showed the lowest score at general word recog-
nition and source recognition performance compared to a control group. Although ASD
and control groups showed no differences in functional connectivity in the left hemisphere,
ASD patients showed greater connectivity in the right hemisphere, including the right sup-
plementary motor areas and the cerebellum [101]. This right overconnected lateralization of
the ASD cerebellum was also observed in ASD children and adolescents [81]. Interestingly,
the performance of a simple motor task (self-paced button press with the dominant thumb)
by young ASD adults and control patients while being imaged revealed that the magnitude
of activation of the ipsilateral anterior cerebellum is strongly increased in ASD patients [65].
Moreover, the authors found that contralateral and posterior cerebellar regions that are not
generally associated with simple motor tasks were abnormally active in ASD patients [68].

Consequently, based on the over-recruitment of crus I and Il in ASD patients, as well
as in cerebral regions involved in both cognitive and motor tasks, these regions might be
essential for understanding the behavior impairments in ASD patients. From this aspect,
MRI analysis in young children showed that ASD children with repetitive movements
had a negative correlation with cerebellar vermis area of lobule VI and VII (crus I and
IT) [82]. Evidence from 10-year-old ASD children revealed higher functional connectivity
between the right crus I and the left inferior parietal lobule than neurotypical children [102].
This connectivity is not the only one impaired in ASD. Similar observations were reported
regarding projections originating from the right crus I to the left mPFC in ASD patients [79]
and in 30 out of 94 ASD mice models [83]. Consequently, chemogenetics-specific inhibition
of PC in the right crus I in the tuberous sclerosis complex 1 (Tsc1) ASD mouse model led to
increased firing in the left mPFC associated with improved sociability behavior, inflexibility
and motor stereotypies [80]. This pathway is polysynaptic, as it anatomically relays on
the ventral medial thalamus. In the Tsc1 ASD mouse models, the optogenetic inhibition
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of these specific thalamic neurons was sufficient to prevent both social impairments and
repetitive behavior [83].

The posterior cerebellar circuits allow the processing and integration of multisensory
information, including visual, proprioceptive and somatosensory, which may be reduced
in ASD patients. This raises the hypothesis of compensating mechanisms in ASD patients
regarding their sensory forward control deficits in prehension, gait and postural control.
When high-functioning ASD children have been asked to perform a simple motor task,
such as a “grip”, they displayed an increase in the grip to load force, suggesting temporal
dyscoordination. Since Vilensky’s study in the 1980s, ASD patients’” walking features
have been highly investigated, and a dozen differences were found, such as increased
stance duration, reduced stride length, toe striking and increased angular motions [103].
Interestingly, these features are also modified in some ASD mice models. ASD patients
seem to slow down their movements in relation to task difficulty and need more practice
than typical individuals. These deficits in complex social motor skills could be associated
with social and imitation impairments and over-reliance on proprioceptive feedback in
motor control and learning (for review, see [104]).

2.3. Cellular Correlates

The PC number decreases from 35 to 95% in ASD patients [49,63,75,84], and their
soma size and, consequently, their density [29,84], are affected too. Differences in the
extent of the reported decreases seem to result from a high variability both in subjects and
methods. One of the pioneer post-mortem studies found PC loss and ectopic PCs within
the molecular layer only in adults, whereas PC inclusions were described in a sole child
case [30]. In parallel, fewer axons were found in PCs from ASD children (male and female,
3.6-13.3 years old) using diffusion MRI tractography [31]. These findings highlight age
as a crucial parameter in ASD cellular consequences. The spectrum of symptoms in this
disorder might account for the difficulty in obtaining homogenous results in both patients
and animal models. This is even the case with genetic mouse models of ASD, where
different cellular outcomes have been reported. For instance, PC density was reduced in
both Fmr1 KO mice (C57BLJ6], P30) [44] and mice with a specific deletion of the tuberous
sclerosis complex 2 (TSC2) [45], whereas an increase was observed in Mecp2-deficient
mice [46]. In our study, Shank3%/¢ mice displayed an extensive loss of PC in both crus
I and II, but only in males [49]. While gait was disrupted only in males, deficits in social
novelty were observed in both sexes. In environmental ASD models, our previous studies
showed PC loss in both crus II and 7cb in males and PM in females, with poly :C prenatal
insult [48]. In the VPA mouse model (E12.5; 450 mg/kg) (Table 1), PC number was reduced
in crus I in males and crus Il in females [47]. This sex-specific reduction was correlated
with behavioral tests assessing sociability and motor impairments. Sexual dimorphism
was also found in another study that reported PC decrease only in VPA males in the
cerebellar lobules VI, VIII, IX and the paramedian one [16]. Clinical studies also established
correlations between sex and regional-specific PC loss. For instance, Skefos et al. found that
ASD male patients (7-56 years old) exhibited a 21% decrease in regional volume-weighted
mean compared to females (421 years old). Only males presented a reduction in PC in
the lobule X of the flocculonodular lobe. The posterolateral region seems to be the most
affected, specifically the lobule VII hemispheres, which are crucial sensorimotor areas with
reciprocal interaction with the PFC and the posterior parietal cortex [105] (Table 2).

Differences between males and females in ASD seem to find their origin in the brain
masculinization during brain development, a critical period that puts males at risk re-
garding neurodevelopmental disorders. During the second postnatal week, arachidonic
acid and estradiol production peak. It has been shown that inflammation or nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) result in impaired play behavior in males [106]. Even
though it is still assumed that the cerebellum is not sexually dimorphic, as opposed to the
preoptic area, for example, specific subregions such as lobules VI and VII have been demon-
strated to represent a particular sexual orientation dimorphism related to emotion and
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sensation [106]. In the cerebellum, prostaglandins stimulate aromatase and local estradiol
production. PCs respond to prostaglandin E2 (PCE2) and 17-estradiol (E2) levels. Indeed,
E2 induced BDNF expression at physiological levels and promoted PC dendritic growth,
spinogenesis and synaptogenesis during neonatal life. High E2 levels stop dendritic growth
and reduce excitatory synapses number [89,106]. Given that E2 is the primary hormone
in females, this raises the hypothesis that E2 could protect females from environmental
insults, whether toxic, pharmacologic or immune. Indeed, only male rats exposed to LPS or
PGE2 during the second postnatal week displayed reduced PC arborization and impaired
juvenile social play behavior [107] (Table 1).

Unfortunately, not all studies separate male and female groups; many use only males,
and some studies even pool the data from both sexes, undermining sex differences. For
instance, rats (male and female pooled) prenatally exposed to a single VPA dose exhibited a
reduced number of neurons in the cerebellum, abnormal dendritic branching and reduced
density dendritic spines affecting axonal projections of PC [53,54]. Double-dose VPA-
exposed rats (male and female pooled, E10 and E12 800 mg/kg) exhibited an increased
number of ectopic PCs correlated with a 21% reduction in soma size compared to control
ones in all ten vermal lobules. While lobules IV and VIc were both affected in decreased
PC soma size (30 and 39%, respectively) and PC number (55 and 36%, respectively),
lobule VII seemed to be less affected, with only a 9% decrease. In the same study, VPA
gestational exposure induced a reduction in Calbindin across all ten vermal lobules. Only
65% of vermal PC were Calbindin positive compared to control animals that were 90%
PC Calbindin positive [50]. In this model, Calbindin-positive PC dendrites were shorter
and showed reduced branching complexity, in accordance with a previously reported
slight increase in spine length and volume in Calbindin KO mice [85], suggesting that
a lack of Calbindin could lead to impaired spine morphology, hence reducing synapse
formation. Interestingly, no significant changes were observed in the Parvalbumin KO
mice. Nonetheless, double transgenic KO mice for the two EF-hand type Ca?* binding
proteins (Calbindin and Parvalbumin (PV)) showed significant differences in PC spine
morphology compared to wild type [85]. Synapse establishment is a crucial process for
PC to engage in cognitive and motor tasks. It has been known that mutations of genes
coding for SHANK are impaired in autistic patients [32]. These mutations lead to fewer
mature dendritic spines due to impaired spine induction and morphology. In detail, this
leads to reduced mature glutamatergic synapses, which would affect cognitive functions.
Studies on the male Fmrl KO mouse model also showed dendritic impairments in the
cerebellum, with PC exhibiting longer and immature dendritic spines [44,88]. The eye-blink
conditioning, a behavior managed by the cerebellum and mainly the interpositus nucleus,
was impaired in both Fmrl KO and PC-specific Fmrl KO mice [88] (Table 1). Although
eye-blink conditioning was impaired in FXS patients [88,108], repeated training led to
improvements in adult patients [108].

Bergmann cells are cerebellar astrocytes that are crucial for PC dendritic formation
and maintenance. Post-mortem analysis of six male ASD patients revealed that these cells
were activated and reactive in cerebellar areas where PC were reduced [64,90]. This was
also observed in VPA rats [86] and Fmr1 KO mice [44]. The microglia oversee the proper
neuronal development and have been demonstrated to be involved in synaptic density,
spatial localization, morphology, process retraction and thickening, resulting in synaptic
pruning. The co-activation of microglia and astroglia seems to correlate with degenerating
PC, granule cells and axons. Indeed, post-mortem analysis of ASD patients’ cerebellum
(male and female, 5-44 years old) showed a pattern of high microglial activation compared
to control tissues [90]. However, in our study, no change in microglia was found in the poly
I.C animals (P45) [458]. Since microglia are known to be activated during a specific time win-
dow, a more detailed investigation of the timing of these processes is needed. In addition,
microglia and astroglia activation in post-mortem samples could be an independent event
that may not be linked to ASD but rather to traumatic cause of death (listed in [90]). PCs
seem to be at the center of the gliosis found in ASD patients and animal models through
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auto-toxic mechanisms, independent of adaptative immunity. Indeed, markers found in
the perineural compartment of PCs raise the hypothesis of complement system involve-
ment in immunopathogenic means, similarly to what is reported in neurodegenerative
disorders. These findings indicate that cerebellar abnormalities found in ASD patients
could be due not only to prenatal developmental insults but also to glia-mediated chronic
neuroinflammatory processes persisting throughout life.

Other cerebellar cell types, such as basket and stellate cells, seem to be preserved in
ASD patients [109]. These observations reinforce the hypothesis that PC density loss could
be due to an insult during late prenatal periods, when PCs and inferior olivary neurons
establish their connections [105]. Only one study found a decreased granule cell number in
ASD patients [90], but findings in this cellular population rarely constitute a perfect match
through animal models of various cerebellar pathologies.

2.4. Neurotransmission Systems Implicated

Glutamate and GABA have consistently been reported to be the most affected neuro-
transmission systems in ASD. The nature of motor and cognitive impairments in ASD points
toward an excitatory/inhibitory imbalance within the cerebellum (for review, see [87]). The
CGABA-glutamate imbalance was thought to be responsible only for seizures occurring
in some schizophrenic and ASD patients, but recent evidence has proven a wider array
of pathologies [51]. For instance, glutamate has been extensively related to neurogenesis,
synaptogenesis and neuronal maintenance in relation with emotional behavior acquisi-
tion. The cerebellum contains various AMPA, NMDA and kainate glutamate receptors.
Using microarrays, autoradiography and western blot on post-mortem patient samples,
Purcell et al. compared markers of glutamatergic neurotransmission in ASD subjects (5-
54 years old) and neurotypical ones (2.4-53 years old) and reported a decreased AMPA
receptors (AMPAR) density in patients” cerebellum [110]. Since glutamatergic interacting
proteins 1/2 (Grip1/2) regulate AMPAR ftrafficking and synaptic strength, PC-AMPAR sig-
naling in ASD was recently examined in a PC-specific knockout mouse model. The specific
loss of expression of Gripl/2 in PC resulted in an increased repetitive self-grooming in 3-
month-old male mice and impaired mGluR long-term depression (LTD) at the parallel fiber
(PE)-PC synapses [51]. In addition, mGluR5 and Arc were increased in a possible attempt
to compensate for AMPAR inefficient recycling in the absence of Grip 1/2 [51]. However,
no PC loss was found in this animal model [109]. Both excitatory amino acid transporter
1 (EAAT1) and 2 (EAAT2) mRNA and proteins were increased in ASD patients [87]. The
EAAT1 and 2 are mainly expressed by Bergmann astroglia in the cerebellum, which is
highly activated in ASD patients. The glutamatergic extracellular concentrations are thus
suspected to be abnormally elevated in ASD subjects, resulting in an imbalance in ex-
citation/mnhibition. This may implicate a glutamate-mediated strong activation of PCs,
which in turn would lead to cerebellar inhibition. Interestingly, the precursor of the gluta-
mate synthesis, glutamine, is also upregulated in the left cerebellum of ASD patients [52].
However, a few studies did not report any increase in the ASD glutamatergic system.
For instance, DeVito et al. used proton magnetic resonance spectroscopic imaging (1H
MRSI) to detect various low-molecular-weight metabolites in vivo in young male ASD
patients (6-17 years old) and control subjects (6-16 years old) [111]. Among the studied
metabolites, both N-acetyl aspartate and glutamine were reduced in the cerebellum of
ASD patients compared to controls, suggesting not only neuronal loss or dysfunction but
also reduced levels of glutamate. These results suggest widespread reductions in gray
matter neuronal integrity and a dysfunction of cerebellar glutamatergic neurons in ASD
patients. However, it is to be noted that no females were used in this study, contrary to
the work from Hassan et al. [52]. This is of relevance, as the menstrual cycle influences
women’s neurotransmitter levels across cortical regions [112]. Further studies with a larger
cohort, including sex, age and menstrual cycle parameters, are required to determine
parameters influencing the glutamate and glutamine levels in the ASD cerebellum [113].
Clutamatergic transmission is also modified in ASD animal models. Shank2-deficient mice
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(Shank2 /) displayed abnormal and repetitive behaviors, as well as autism-like social
deficit behaviors [114]. The cerebellar synaptosomes from these mice had fewer AMPA
receptor subunits (GluA1 and GluA2) than control without affecting dendritic arborization
and postsynaptic density. Electrophysiological recordings in these animals revealed deficits
in long-term potentiation (LTP) in PF-PC [114]. In line with these findings, mice with a
Shank2 deletion restricted to PC (Pep2-Cre;Shank2fl/fl mice) displayed an interesting pheno-
type that only partially related to ASD symptomatology [98]. Indeed, social behavior and
repetitive behaviors were not observed in this mouse line, as these transgenic mice showed
mainly motor coordination impairments and increased anxiety. The PC lacking Shank2
protein (Pcp2-Cre; Shank2fl/fl mice) displayed fewer miniature excitatory postsynaptic cur-
rents (mMEPSC) and fewer GluA1,GluA2,GluN2C, VGIuT1 and GluD2 protein levels than
control [98]. Specific loss of the TSC1 in the PC (L7Cre; Tsc1flox/1 and L7Cre Tsclflox/flox)
results in ASD behaviors [96]. Indeed, mice carrying this mutation displayed an increase in
stereotypic movements, abnormal behavior and changes in PC electrophysical properties.
PC lacking Tscl had a decrease in action potential frequency and EPSCs, but not IPSCs.
This modification led to a decrease in the Excitation:Inhibition (E:I) ratio in mutant mice
compared to control [96].

GABA has been studied to a lesser extent in the cerebellum compared to glutamate.
Indeed, even though PC generate a GABAergic output, their cerebellar inputs are mainly
glutamatergic, except for interneurons regulating PCs’ firing pattern. Interestingly, Cal-
bindin reduction in mice resulted in abnormal firing patterns in PC, such as decreased
complex spike duration and pause and simple high spike firing rate [55]. These findings
suggest that GABAergic inputs on the PC could be partially dependent on Calbindin levels.
Lower densities of the two GABA receptor subtypes—GABA-A and GABA-B—have been
found in ASD individuals. The GABA-A receptor is known for its fast inhibitory action,
whereas GABA-B receptor activation results in excitatory/inhibitory regulation. The sub-
units GABA-A « protein levels and GABA-B R1 receptor density and levels of glutamic acid
decarboxylase (CAD) 65 and 67 proteins, in charge of glutamate to GABA conversion, were
all found to be decreased in the cerebella of ASD patients [97,115]. Furthermore, ASD chil-
dren (5-15 years) showed increased GABA concentration in their plasma [116]. GABAp3 is
a subunit of the GABA-A receptor, with a high affinity for GABA, providing the receptor
with low desensitization upon activation. The GABAp3-composed GABA-A receptor plays
an important role in regulating GABAergic transmission during the postnatal development
of the cerebellum [27]. In the VPA model, GABAp3 is decreased by 43% in the lobule
X [99], in charge of the gaze coordination. Importantly, GABAp3 level linearly increases
during typical development, but not in the VPA model, as it chronically decreases at each
studied time point (P4: —54%, P30: —83%) [99]. A significant reduction of GABA-Af1 and
GABA-AP2 levels were also observed in the cerebellum of Fmr1 KO mice. Interestingly, the
decrease in GABA-AB1 mRNA is only observed in the cerebellum, whereas GABA-AR2
mRNA levels also drop in the cortex, hippocampus and diencephalon [117]. In this mouse
model, the administration of a GABA-A (Diazepam) or GABA-B (STX209) agonists results
in the improvement of several behavioral deficits and a partial rescue at the molecular
level [95,118] (Table 2).

Excitatory /inhibitory imbalance is one of the major hypotheses explaining ASD symp-
toms. Of interest is the finding that both ASD patients and ASD mouse models (FMRP)
displayed surprising GABA dysregulations and glutamate receptor subunit changes, even
in post-mortem cerebella of ASD subjects, without FXS or FMRP being downregulated,
which was associated with increased levels of mGluR5 and decreased levels n GABA-A (33
subunits [92]. Fmr]l KO mouse models confirmed these findings, as PSD-95 (Postsynaptic
Density protein 95) and mGluR5 were found to be increased in the cerebellum [93,94,119].
In our study, mGluR5 levels were reduced in the cerebellum of Shank3AC/AC males [49].
These findings suggest that mGluR5 plays a crucial role in the synaptic targeting and
postsynaptic assembly of the Shank3 scaffolding complex. Drug therapies targeting this
protein could be of interest, as the administration of 3-Cyano-N-(1,3diphenyl-1H-pyrazole-
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5-y1) benzamide, which increases mGluR5 activity, was shown to alleviate functional and
behavioral ASD defects [91]. In another study, the Fmr1 KO mouse model showed abnor-
mal presynaptic vesicle dynamics and increased LTD induction at the PF-PC synapse [88].
Other models, such as Shank2 KO mice and specific patDP/+ mutant mice, also showed
impaired LTD associated with dysfunctional intrinsic plasticity [56]. The latter is based on
findings in ASD patients with mutations in 15q11-q13, a genetic region involved in GABA
A B3 subunits and two other subunit candidate genes for ASD [120]. The patDp/+ mice
mutants within the cerebellum exhibited impairments in motor coordination, learning,
eye-blink conditioning, along with abnormal climbing fiber elimination of the PCs [55].
In the Shank2 KO mice, an increased irregularity in simple spike PC firing, accompanied
by increased inhibition, was only found in the posterior cerebellum, possibly underlying
cognitive impairments in this model. mGluR1 receptors are expressed by PC mediating
LTD plasticity with parallel fiber [121]. In the postnatal developing cerebellum, the mGluR1
activating pathway is involved in axon pruning [122]. The inactivation of this receptor in
mice (mGluR1~/ ") leads to a lack of motor coordination [123]. Even though the role of
these receptors is crucial in glutamatergic transmission in the cerebellum, there is yet no
direct evidence of mGlurl dysfunction in ASD. In conclusion, there is an imbalance of the
excitation/inhibition inputs in the cerebellum of ASD animal models and patients, with
a significant reduction in GABA amount due to a reduction of its synthesizing enzy mes
GADG65 and GAD67. This is accompanied by a decrease in GABA receptors’ activity, causing
an increase in the activity of mGluR5. The mGluR signaling has been shown to be involved
in GABA-A receptor stabilization at the synaptic membrane [124] in a healthy context.
This may underly the fact that mGluR dysfunctions in ASD are often linked to GABA-A
dysregulations. However, it appears that a reduction of the activity of mGluRS5 can also
lead to social deficits. Pharmacological treatments in animal models indicate that either
activating the GABAergic system or inactivating the mGluR5 receptor may be of interest in
managing some of the ASD symptoms where a reduced activity of the GABAergic system
is reported. In the case of a decrease in mGIuRS5 levels or activity, the activation of mGluR5
reduces social deficits by restoring the excitation/inhibition balance.

2.5. Evidence from Our Previous Work

We have recently set up a series of studies on environmental and genetic animal
models of ASD [47-49]. Our choice of the models was based mainly on their reported strong
construct and face validity, as they were known to replicate both the etiology of the disease
and at least some of its cardinal behavioral symptoms. The predictive value of animal
models is hard to achieve, especially when no known treatment for the corresponding
illness is available, which is the case for ASD. Our main aims when starting these studies
were: (i) to determine whether different animal models of the same pathology would
yield a spectrum of behavioral and cellular outcomes, mirroring the large and variable
range of ASD symptoms in clinical settings, i.e., whether the nature (motor, social, gait)
and the severity of the symptoms are variables depending on the eticlogy of the disease;
(i1) to determine whether we can replicate the sexual dimorphism reported in clinical
settings, as ASD affects three times more males than females [2], and again, whether sexual
dimorphism is observed whatever the animal model and with the same proportion; (iii) to
determine whether motor and gait deficits are observed in all animal models and whether
they are correlated with the severity of social deficits. All experiments were performed
within a relatively short timeframe (4 years in total), in the same laboratory and animal
facility, using the same behavioral and bench equipment and software. For this, we have
chosen two environmental animal models: the VPA and the poly I:C, a maternal immune
activation (MIA) animal model and a genetic animal model bearing a Shank3 deletion. All
three animal models showed major motor and gait deficits that were more pronounced in
males than in females, but to a variable extent.
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VPA animal models were obtained by injecting the drug i.p. at 400 mg/kg to pregnant
females at E12.5 [47,125] (Table 1). In this model, we have found that the male offspring,
but not females, expressed severe social deficits. However, both sexes showed motor
coordination and gait deficits that were more pronounced in males than in females in
their severity and variety. Cellular consequences accompanied these differential social and
behavioral phenotypes. We reported a decrease in the number of PC found in the crus I
cerebellar subregion in males and in crus Il in females. In addition, only males showed a
reduction in the number of neurons within the motor cortex. No neuronal decrease was
found in the striatal region. Of interest is the finding that the severity of motor and gait
disturbances was directly and strongly correlated to deficits in social behavior, as mice that
had the most motor coordination deficits were the ones that had major social deficits and
the highest decrease in PC within the cerebellar cortices.

In order to induce MIA, pregnant mice received a single i.p. injection of poly I:C
(20 mg/kg, a double-stranded RNA analog polyinosinic:polycytidylic acid, which presents
strong construct and face validity toward ASD and is the preferred MIA paradigm com-
pared to direct injection of viruses [48,126]. Mice that received a Poly L.C injection at the
prenatal age of 12.5, inducing an MIA phenotype, showed less dramatic social and motor
behavior alterations than those following VPA injection [48]. Only males showed deficits in
social behavior and motor coordination. Of interest is that neither gait nor walking skills
were affected in either males or females. A reduced number of PC in the cerebellum was
found to be more widespread and within distinct lobules in males than in females.

The Shank3¢/4¢ mice that we have used for our studies are those with C-terminal
508 deletion in the Shank3 gene following a frameshift in exon 21, which includes the
homer-binding site in the sterile alpha motif domain. Consequently, there is a partial or
total loss of the major naturally occurring isoforms of Shank3 proteins in heterozygotes
and homozygotes, respectively [127]. This mutation has a strong construct validity, as it
mimics a human mutation, which is not the case for several other Shank3 mutations in
mice [127]. In homozygote animals, we reported significant impairments in social novelty
preference, stereotyped behavior and gait. These were accompanied by a decreased number
of PC in restricted cerebellar sub-regions and decreased cerebellar expression of mGluR5.
Heterozygote mice showed impairments only in social novelty preference, grooming and
decreased mGluR5 expression, but to a much lesser extent than in homozygote mice. All
reported deficits were more pronounced in males than in females (Table 2).

Several elements of conclusion can be drawn for our studies: (i) The severity of ASD
phenotypes, whether behavioral, cellular or molecular, varies from one animal model to
another. This recapitulates in some way the spectrum of the disease, where variability
may be due to its etiology, i.e., to what initially caused it. In our study, the VPA model
yielded the most robust and severe phenotypes at all explored behavioral and cellular
levels. (ii) Females are globally less affected than males in all the paradigms explored,
whatever the treatment or the mutation. This is in line with clinical settings, where ASD is
reported to be present three times more in males than in females. Notably, females showed
no social deficits but still exhibited motor and gait alterations. In addition, the decrease
in the number of PC was found in different sub lobules in females than in males. This
suggests that ASD may be expressed differently in relation to sexual dimorphism. Thus,
the proportion of affected ASD females may be higher than previously suspected if one also
investigates motor and gait behavior. Such behaviors may be of relevance to implement in
clinical exploration to help diagnose the disease. (iii) When the phenoty pes explored are
robust, as with the VPA animal model, the magnitude of social deficits can be correlated to
both motor and gait deficits and PC cell number. In line with the previous conclusion, this
further suggests that exploring motor and gait deficits may constitute an objective, early
and quantitative diagnosis tool in ASD.
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3. Striatal Involvement in ASD
3.1. Anatomical Evidence of Striatal Invelvement in ASD

The basal ganglia are a group of subcortical nuclei involved primarily in motor skills.
The term “Basal Ganglia” refers to the striatum and the globus pallidus, while the substantia
nigra (mesencephalon), the subthalamic nuclei (diencephalon) and the pons are related
nuclei [128]. The basal ganglia and their related nuclei can be split into three groups: input
nuclei receiving incoming information from different cerebral areas, output nuclei sending
basal ganglia information to the thalamus and intrinsic nuclei located in between, playing
the role of a relay. The striatum is the largest subcortical structure and the only input
nucleus of the basal ganglia (Figure 2). Although it has been remarkably conserved through
the evolution of the vertebrate lineage for 530 million years, the striatum enhanced its role
from primarily motor relay in amniotes to a complex circuitry capable of motor control
(action selection), dealing with emotions and motivational state in mammals [129,130]. In
primates and humans, the striatum is formed by the caudate and the putamen, separated
by the internal capsule in the dorsal part and the nucleus accumbens in the ventral part.
For the rest of the mammalians, the striatum is divided into two parts: the dorsal and
ventral striatum. The dorsal striatum receives inputs from the sensory and motor cortices,
the insular cortex and the orbital cortex on its lateral part (i.e., on the putamen in primates
and humans) and the visual cortex, the anterior cingulate cortex, the ventral hippocampus
and the amygdala on its medial part (i.e., on the caudate). The nucleus accumbens receives
inputs from prelimbic and infralimbic cortices, the amygdala, the hypothalamus and the
ventral hippocampus. This input organization leads to each territory’s specializations from
the motor to associative and cognitive mechanisms, from dorselateral to dorsomedial and
ventral striatum [129,130].

In the late 20th century, several studies took an interest in symptoms and brain struc-
tures other than the cardinal ones by studying the link between ASD and the cerebellum, as
we discussed before. First evidence of the involvement of the striatum in the physiopathol-
ogy of ASD was obtained from imaging studies [131-133]. Studies over the last decades
highlighted anatomical differences between ASD and non-ASD subjects regarding the
striatum and reported a wide range of modifications and inconsistencies. On the one hand,
only the putamen and nucleus accumbens volumes appear to increase by, respectively, 22%
and 34% in ASD patient brain compared to age-matched controls. The caudate volume was
not significantly different between groups [84]. On the other hand, all the striatum, ie., the
caudate, was found to be more prominent in ASD patient brains than age-matched controls
in magnetic resonance imaging studies [134-136]. Thus, the larger right caudate volume
seems to be positively correlated with repetitive and stereotyped behavior [134-136] and
negatively correlated with insistence on sameness [135]. Interestingly, neuroanatomical
changes of the striatum are also found in animal models of ASD but can be different from
one model to another: Neuroligin3 Knock-In (B6/129F2 strain, 15 weeks of age), Shank3~/ —
(B6/5V129 strain, 22-23 weeks of age) and Cm—napil‘f — (C57BL/ 6] strain, 8-9 weeks of
age) transgenic mice, for example, have bigger striatum than control littermates [69], while
16p11*/~ mice (B6/129F2 strain 32-35 weeks of age) have a bigger nucleus accumbens [137].
Idiopathic models of ASD, such as the BTBR mice (C57BL/ 6] strain, 11 weeks of age) show
a reduction of their striatal volume [138]. Although no modification of the global striatal
volume has been reported in FVB/N]J mice exposed in utero to valproic acid (VPA) (Na-
tional Laboratory Animal Center, Taipei, Taiwan), the balance between striosomes and
the matrix is reported to be impaired at postnatal day 8 (P8) depending on the time of the
VPA administration. These two compartments receive different cortical inputs: the matrix
compartment receives inputs from the cortical sensorimotor areas, while the striosomal
compartment receives inputs from prelimbic and insular cortices. The authors reported
that both striosomal and matrix areas were affected and could be linked with both social
and motor impairments in ASD, highlighting the heterogeneous nature of the disease [28]
(Table 2). These differences align with the inconsistencies reported in humans and reflect
the large scale of striatal neuroanatomical changes. More generally, all three parts of the
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striatum are involved in functions that are altered in one way or another in ASD. The
dorsolateral striatum has been linked to motor stereotypies in a large range of species, from
rodents [139] to monkeys [140], and to insensitivity to reward devaluation [141]. The dor-
somedial striatum has been linked to executive dysfunctions and abnormal reactivity [142],
and the nucleus accumbens has been linked to the inability to process and respond to social
cues [33].

Taken together, these sets of results indicate that all three striatal parts are affected in
ASD patient brains and animal models of ASD, reinforcing the link between the striatum
and ASD symptoms.

3.2. Cellular Consequences Correlates

Despite increasing their volume, the numerical density of neurons is reported to
decrease by 15% in the nucleus accumbens and 13% in the putamen in patients diagnosed
with ASD and comorbidities [84]. These findings need to be more thoroughly replicated, as
7 out of 14 patients included in the study (50%) were diagnosed with seizure, and death
was seizure related for 5 of them. Similar variations in striatal cellular alterations were also
found in ASD animal models. In VPA mice and rats, no drastic striatal neuronal loss has
been described. A recent paper strongly suggested that the lack of PV staining observed
in the striatum of VPA mouse model should not be attributed to cell loss but rather to a
decrease in PV protein contents within the interneurons, as the cell can still be observed
using another marker (Vicia Villosa lectin, VVA) [26,143]. Nevertheless, the general cellular
organization within the striatum appears to be disturbed, with an impaired aggregation
of striosomal cells into cell clusters [28] (see Table 1). This could cause (or enhance) an
imbalance between sensorimotor and cognitive inputs on the striatum, leading to social
and motor impairments.

Representing more than 95% of the striatal neuronal population, medium spiny neu-
rons (MSNs) are the striatum’s main neuronal population and are the striatum’s only
output. They are segregated into at least two subtypes according to their axonal projection
patterns: striatonigral MSNs, or direct pathway MSNSs, expressing dopamine receptor D1
(RD1) and striatopallidal MSNSs, or indirect pathway MSNs, expressing dopamine receptor
D2 (RD2) [129,144]. All MSNs share a similar morphology and exhibit similar properties,
except for excitability, which appears to be increased in DRD2-expressing MSN [145]. Male
and female 5-week-old Shank3®~/~ MSNs exhibit increased neuronal complexity, increased
total dendritic length and surface area, but a lower spine density compared to Shank38+/+
littermates [146]. At the age of 2—4 months, a reduced MSNs spine density is also found
in Shank3®~/~mice, in both males and females, only in DRD2-expressing MSNs [147].
This is particularly relevant to human findings, where regional quantification revealed
that RD2, but not RD1, was significantly more expressed in both caudate and putamen of
4-20-year-old ASD male patients, with multiple ethnicities and non-comorbidities-related
death [148] (Table 2).
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Figure 2. Basal ganglia modifications in ASD. Basal ganglia network is shown to be deeply affected in
ASD models. The main alterations are found at 4 points of interest (A,B,C,D). Striatal local inhibition
mediated by PV interneurons. (A) is altered in some ASD models like Shank1 =/~ and Shank3B~/~
mice [149], VPA mice [26] or Cnmap2—f ~ mice [143]. Responsible of feed-forward inhibition, al-
teration of these interneurons may lead to altered MSNs’ functionality. Interestingly, corticostriatal
pathway (B) is widely described as altered in ASD models. For instance, in Ngln= ~ mice, NgIn3~/~
mice, Shank3~/~ mice [150] or Shank2~/~ rats [151], alterations of the glutamatergic transmission
onto MSNis are reported. Thus, alterations of plasticity were also highlighted in Shank3e4-22-/~
mice [91]. However, the dichotomy between direct and indirect pathway allows to highlight some
pathway-specific alteration. On the one hand, some alterations were found to be specific of the
indirect pathway (C), like an increase of DRD2 expression in the striatum, leading to a dopaminergic
imbalance in favor of the indirect pathway [148,152]. On the other hand, some alterations were found
to be specific to the direct pathway (D) as alteration of synaptic transmission has been highlighted in
DRD1 MSNs but not DRD2 in NL3-cKO mice [153]. Thus, in Nlgn1l ~/~ mice, the AMPA /NMDA ratio
was found to be reduced specifically in direct pathway MSNs [154], leading to an altered response.

The striatal interneurons are responsible for local inputs and regulation, which play
a major role in the striatum’s functionality. A conjoint depletion of the PV fast-spiking
and cholinergic interneurons in the dorsal striatum leads to autism-like behavior in male
mice [155], but not in females, suggesting that interneurons, including cholinergic interneu-
rons, could be involved in ASD physiopathology and could take part in the reported sexual
dimorphism in ASD patients and animal models [47-49]. The central role of cholinergic
interneurons is further highlighted, as they are also involved in other brain pathologies.
For instance, they have been directly linked to Tourette’s syndrome or attention deficit
hyperactivity disorder [156] and motor stereotypies, as a lesion of these cells in the dor-
sal striatum significantly prolonged their duration [157,158]. A significant increase in the
stereotyped behavior was also found in mice (C57BL/6, 6-21 weeks) with a loss of MeCP2 in
somatostatin-expressing interneurons, including in the striatum [159]. Nevertheless, there
is no available information regarding the involvement of striatal somatostatin-expressing
interneurons in ASD physiopathology.
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The striatal PV fast-spiking interneurons, responsible for gamma oscillations and feed-
forward inhibition onto MSNs, are important in the excitatory /inhibitory balance [129,160].
The inactivation of the PV gene in mice leads to reduced social interactions, reduced
ultrasonic vocalizations and repetitive and stereotyped patterns of behavior [161]. This
ASD-like phenotype of PV~/~ mice is also directly correlated with brain morphological
abnormalities similar to those reported in patients. This is accompanied by functional
disturbances, as PV~ fast-spiking interneurons exhibit a lower excitatory post-synaptic
current facilitation, ie., a lower excitatory synaptic plasticity [161]. Interestingly, these
striatal PV fast-spiking interneurons are not only related to ASD-like mechanisms when
targeted but are commonly affected in ASD models. PV expression levels are reduced in the
striatum of Shank1~/~ and Shank3®~/~ mice, the two mice models of ASD, without a loss
of PV interneurons [149]. Similar findings are reported in VPA mice [26] or CntnapZ"’ -
mice [143]. Given that PV—/~ mice ASD-like phenotype is strongly relevant to human
ASD core symptoms and related abnormalities and that PV fast-spiking interneurons are
affected in a wide range of ASD models, a PV hypothesis of ASD has been formulated
recently [162] (Table 2).

Glal cells, including astrocytes and microglia, are now well known to influence
synapse formation and function, as astrocytes, for example, can make contact with multiple
neurons and express receptors and ion channels that are also expressed in neurons [163].
The role of astrocytes in ASD physiopathology has been demonstrated by re-expressing
Mecp2 in whole-brain astrocytes in Mecp2 / mice (C57BL/6 strain, 4-8 weeks of age),
leading to the recovery of motor symptoms [164]. However, no striatum-specific astroglial
changes in Shank3*/2¢ and Cntnap2 ~/~ male mice (C57BL/ €] strain, 5-6 months of age)
were reported [165]. The overexpression of the eukaryotic translation mitiation factor 4E
(eIF4E) in macrophages in mice, i.e., in microglia in the central nervous system, leads to
elevated protein synthesis and abnormal morphology of microglia, as well as an increase
in their size and number within the striatum of both males and females (C57BL/6 strain,
2-6 weeks of age). This overexpression of eIFAE in microglia has no phenotypic conse-
quences in females, but it causes ASD-like phenotype in male mice [166], suggesting that
microglial impairment could cause ASD with a sexual polarity. Thus, a significant increase
in the size and number of microglial cells in the striatum has been reported in Pten*/~
and Fmrl/~ mice [166]. These two models exhibit core ASD features, such as social
deficits [167,168] and repetitive behavior [169,170], suggesting that microglia could also be
impaired due to ASD.

3.3. Neurotransmission Systems Implicated

In the early 2000s, John Rubenstein and Michael Merzenich formulated the excita-
tion/inhibition (E/I) imbalance hypothesis of ASD, suggesting that the physiopathology
of ASD and their related comorbidities may reflect a disturbance in such a balance [87].
Even though their work focused only on the cortical networks, it may be easily extended
to striatal networks, as the striatum receives major excitatory inputs from cortices areas
and major inhibitory inputs from the local interneurons network [142]. Added to the
dopaminergic and serotoninergic neuromodulations, this would lead to a balance within
the striatum, which is essential for its functioning. Another argument suggests an E/I im-
balance in the striatum is found in the numerous genes involved in ASD physiopathology.
According to the SFARI database, nearly one-third of genes (68 out of 213) used to model
ASD in mice directly concern synaptic establishment, strength and/ or transmission or are
associated with receptors in pre- and/or post-synaptic compartments. Most of these genes
are expressed in the striatum, although not exclusively.
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Table 3. Striatal dysfunctions in ASD. This table sums up the striatal dysfunctions identified in patients and animal models of ASD.

Children Teenagers Adults Animal Models
<5yo 510 14 yo 14 to 21 yo >21 yo
. e [7] Volume of putamen and nucleus accumbens but not of the [~] Striatal volume in entnap2 ko mice [57]
S § Volume N/A caudate [82] [+] Striatal volume in btbr mice [137]
g § . JL| Volume of putamen, accumbens &
‘g‘ fc._ . N/A caudate [133-136]
RS M;:t:;::f::;:zﬁme N/A . N/A . N/A Impaired balance in vpa exposed mice [28]
. . [#] Neuronal complexity, [ 7] dendritic length and surf [*] Spine density i
Med I plexity, endritic length and surface area, pine density in
g g o N/A Shank3B KO mice [145]
= e Decreased neuronal density in nucleus accumbens and [7] Spine density in DRD2-expressing msns in Shank3B~/~ mice [147]
la- putamen [82] [%] ePSCs [155]
E PV interneurons N/A m PV expression [26,143]
= No cell loss [143-156]
3 Astrocyte N/A . N/a No striatum-specific changes in shank3*/ % or cninap2 ko mice [160]
Microglia N/A e N/a [] Size and number of microglial cells [161]
[] sEPSCs amplitude and frequency [171]
[~] NMDA / AMPA ratio [170] & [»] NMDA-R function [172]
= Glutamate N/A . N/A . N/A . N/A m AMPA mediated mEPSCs amplitude & frequency, no defect in paired-pulse ratio [146]
'E_ [%] NMDA /AMPA ratio but no changes in mEPSCs amplitude or frequency [173]
,5_ Abnormal distribution and [ 7] expression of mGluR5 in MSNs in [119]
£ [%] mIPSCs amplitude [171]
[ T T .
E GABA N/A . N/A N/A . N/A [] mIPSCs frequency in ventral DRD1-expressing MSNs only [174]
z [7] sIPSCs & mIPSCs frequency in Fmrl KO mice [175]
Dopamine N/A . N/A [7] DRD2 mRNA in MSN [148] . N/A [] DAT level in BTBR and Fmr1 KO mice [176]

N/ A: not applicable.
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Both ionotropic and metabotropic receptors mediate the glutamatergic responses in
the striatum and are differentially expressed throughout the striatal territories at the pre-or
post-synaptic compartments. While metabotropic receptors are involved in long-term
synaptic plasticity, the ionotropic receptors, i.e.,, AMPA-R and NMDA-R, are responsible
for the neurotransmission itself in the striatum [172,177]. In ASD, alterations of the gluta-
matergic transmission are reported in several models, such as Nlgn1—/~ mice, NgIn3~/~
mice, Shank3 ™/~ mice [150] or Shank2~/~ rats [151]. In Ngln1~/~ mice (C57BL/6 strain,
P15-P38), the NMDA / AMPA ratio is reported to be decreased in the dorsal striatum and
can be restored to WT levels with the application of D-Cycloserine (DCS), a co-activator of
NMDA-R. This rescue of NMDA-R function also lowers the increased grooming behavior
observed in Nlgn1—/~ mice [178]. Interestingly, in the same mice that are 2-3 weeks old,
the NMDA /AMPA ratio is reduced in the direct pathway (DRD1-expressing MSNs) but
not in the indirect pathway (DRD2-expressing MSNs) and is directly driven by a decrease
in GluN2A-containing NMDA-R currents. However, the strength of the synapse, measured
by input/output curves, as well as the short-term plasticity, are not reported to be impaired
in KO mice compared to WT littermates [154]. Such a dichotomy between direct and
indirect pathway has also been described regarding endocannabinoid (CB)-mediated LTD
in a model of selective loss of TSC1 in either DRD1-expressing MSNs or DRD2-expressing
MSNs (C57BL/6 strain, P40 to P50) [179]. Here, the authors highlighted impairments
of CB-mediated LTD in TSC1 / DRD1-expressing MNSs but not in DRD2-expressing
MSNSs. In Fmrl—/— mice (C57BL/ 6], males only, adult), a loss of LTD has been described in
ventral MSNs, without any CB1-R functional alteration [173]. These findings suggest that
impairments of glutamatergic neurotransmission and plasticity are directly linked to the
neuromodulation system specificity in ASD.

In another neuroligin model of ASD (R451C-NL3 male mice, B6/] strain, 2 months),
a high-frequency stimulation (HFS) protocol failed to induce LTD in R451C-NL3 mice,
while it did do so in WT littermates. Furthermore, the application of quinpirole to activate
D2 receptors, known to be involved in the establishment of LTD during HFS protocol,
did not prevent the induction of LTD in the dorsal striatum of mutated mice [180]. Male
and female Shank3B~/~ mice (C57BL /6 strain, 5 weeks) exhibited a lower MSNs popula-
tion spike amplitude than control and reduced miniature AMPA-mediated post-synaptic
currents (MEPSCs) amplitude, suggesting a reduction of the post-synaptic response on
available synapses [146]. Shank3B~/~ MSNs also exhibited a reduced mEPSCs frequency,
but there were no defects in the paired-pulse ratio, suggesting that the number of func-
tional synapses is decreased. These findings indicate that cortico-striatal impairments
are occurring at the post-synaptic, i.e., striatal disturbances. In another Shank3 mouse
model (Shank3**“ mice, C57BL/6 strain, 3-4 weeks), the NMDA/AMPA ratio signifi-
cantly decreased at glutamatergic synapses on MSNs from both Shank3**%*/~ and KO
mice compared to WT. Nevertheless, no difference in mEPSCs amplitude of frequency has
been highlighted [181]. However, in another mouse model of ASD (elF4E overexpressing
mice, males only, 2-6 months), increased mEPSCs amplitude but not frequency has been
highlighted [182]. The authors suggested that the increased expression of this translation
initiation factor may lead to exaggerated cap-dependent protein synthesis, such as mGluR5
pathway, as it has been described in the hippocampus of Fmr1—/¥ mice (C57BL/6], males
only, 3-6 weeks). Considering that no AMPA-mediated disturbances have been reported
in several models and that mGluRS5 are involved in the potentiation of NMDA response,
these findings suggest that the disturbances at glutamatergic synapses are due to decreased
NMDA-R function. The mGluR5 receptors are mainly involved in the potentiation of
INMDA responses in striatal MSNs and are reported to be abnormally distributed and
accumulated in striatal MSNs in Shank3¢+22-/— mice (C57BL/ 6 strain, 2-5 months). These
same mice’s MSNs also exhibit enhanced excitability and a loss of plasticity through impair-
ments of high-frequency stimulation (HFS)-induced LTD. All this information suggests that
mGluR5 receptors could be dysfunctional and involved in electrophysiological changes
observed at excitatory synapses on striatal MSNs in mice models of ASD. To further test
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such a hypothesis, the authors proposed a pharmacological enhancement of mGluR5 with 3-
cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazole-5-yl)-benzamide (CDPPB) and showed that it restores
Shank3**22~/~ MSNs normal excitability and plasticity, as well as behavioral ASD-like
behavior [91]. Tn Shank3A11~/~ mice (C57BL/6 strain, 3 months), pharmacological en-
hancement of mGluR5 with CDPPB leads to a total recovery of NMDA receptor functions,
compared to WT littermates [91].

Although GABAergic transmission is crucial for proper striatal function, this transmis-
sion is far less studied in an ASD context. The first apparent involvement of the GABAergic
transmission in ASD physiopathology is following the knock-out of either GABA-A re-
ceptor subunit o5 or B3 in mice that leads to ASD-like phenotype [171,174]. In Chd8*/ -
mice (C57BL/ 6 strain, males only, 6-8 weeks), the MSNs of the ventral striatum exhibited
decreased miniature inhibitory postsynaptic currents (mIPSC) amplitude, compared to
WT littermates, while no changes were observed in mIPSC frequency. The authors also
report increased spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSC) amplitude and
frequency but no changes in mEPSCs [175]. This suggests that the observed enhancement
of the excitatory transmission is partly allowed by a local decrease in inhibitory transmis-
sion. In the NL3-cKO mice (C57BL/ 6 strain, males only, 46 weeks), a reduction in the
mIPSC frequency, but not amplitude, is reported in ventral striatum D1-MSNs only. The
authors also report no changes in the paired-pulse ratio of evoked IPSCs or short-term
plasticity and no changes in excitatory transmission. Added to a significant decrease in
inhibition/excitation ratio, measured by the ratio between GABA receptor-mediated inhibi-
tion and AMPA receptor-mediated excitation, this suggests that the GABAergic alterations
observed in inhibition of D1-MSNs of the ventral striatum could be responsible for a shift
of balance between synaptic excitation and inhibition [153]. Little is known regarding
the implication of dorsal striatum GABAergic transmission in ASD. To date, the most
comprehensive study on that topic concerns the Fmrl~/~ mouse model, in which extensive
GABAergic disturbances have been reported [183]. In this study, the authors found that
dorsal striatal MSNs of Fmr1~/~ mice (C57BL/6 strain, 2-3 months) have a higher sIPSCs
and mIPSCs frequency than WT littermates, but no changes were found in sIPSCs and
mIPSCs amplitude and kinetic properties. In addition, the paired-pulse ratio of evoked
[PSCs is lower in Frm1~/~ mice than WT littermates at 50 ms interstimulus interval, but
not at 80 ms interstimulus interval. Taken together, these findings suggest that alterations
may occur in pre-synaptic neurons, but in an action-potential-independent manner.

Post-mortem analysis of striata of ASD young patients revealed an increase in RD2
mRNA within M5Ns in both the caudate and putamen using radioisotopic in situ hybridiza-
tion histochemistry [148]. This suggested a dopaminergic imbalance in favor of the indirect
pathways in ASD patients [152]. This may support dopaminergic targeted therapeutics that
are currently used to manage ASD-related symptoms, such as irritability or aggression. In-
deed, treatments with D2 antagonists result in improved sociality (under risperidone) [184]
and a decrease in stereotypy scores (under aripiprazole) [185]. Interestingly, it seems that
the direct pathway is only dysfunctional when activated during a task. A study in young
ASD adults using PET ([''C]raclopride, a D2-antagonist) simultaneously with magnetic
resonance scanning during an incentive task revealed a decrease in phasic dopaminergic
release in the putamen and caudate nucleus, suggesting an impairment in the learning and
goal-directed reinforcement [186]. The dopaminergic content is not extensively studied in
ASD due to the result disparateness among animal models, especially regarding the striatal
dopaminergic content, tyrosine hydroxylase staining and dopaminergic transporter (DAT)
levels (for review, see [176]). Dysfunction in the striatal direct pathway in ASD animal
models leads to deficits in social interactions and an increase in grooming [153,187,188].
Optogenetic stimulation of the nigrostriatal pathway (ii) was shown to reduce the pref-
erence for the social target in the 3-chamberts test (3-CT) with an increase in rearing but
no change in grooming or digging behaviors. The stimulation also caused an increase
in p-ERK1/2 and p-CAMKIIx levels in the dorsal caudate nucleus-putamen (CPu) [1587].
The indirect pathway seems to be not as affected as the direct pathway in ASD mouse
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models, but studies on early life stress in D2R*/~ heterozygous mice showed that these
mice display ASD-like phenotype [188] (Table 3).

Alterations in the dopaminergic and glutamatergic systems have been found in several
animal models of ASD. For example, a diminution of DAT level is observed in the BTBR
mice and Fmrl KO mice models [188]. It is also interesting to note that in both models,
there is an increase in tyrosine hydroxylase-positive neurons (TH+) coupling with VGlutl+
neurons [188] due to the existence of a strong link between VGlutl and mGluR5 [189].
The inactivation of adenylyl cyclase 5 (AC5), an effector of the D2R and mGluR3 receptor
in the striatum, induces ASD-like behaviors in mice [190]. Interestingly, mGluR3 has
an antagonistic effect on mGluRS5, mirroring the interrelation between DIR and D2R. In
the case of WT mice, either the activation of mGluR5 (with DHPG) or the inactivation
of mGIuR3 (with LY341495) is sufficient to induce ASD-like behaviors [190], as is the
inactivation of either GluA1 or GluN2B.

4. Epigenetic Alterations in the Brain of ASD Animal Models

Interactions between specific genes and environmental factors play an essential role in
the development of ASD, acting directly or indirectly on the transmission and transduction
systems detailed above [191]. Environmental factors can affect gene expression without
causing changes in the DNA sequence, but by acting via epigenetic mechanisms: DNA
methylation, histone modifications or post-transcriptional regulation by non-coding RNAs.
Thus, the exposure to environmental factors can cause changes in the expression of critical
genes in a crucial period of embryonic and fetal development, resulting in an increased
risk of inducing ASD [192]. This is a significant focus of current research, specifically
in deciphering the link between environmental insults that occur very early in life and
a pathological phenotype that is only observed later in childhood or even adulthood.
Epigenetic modifications may be essential molecular mechanisms that can translate early
aggressions into lasting brain pathologies that could even be transmitted to the descendants.
The best-characterized epigenetic modification is DNA cytosine methylation [193]. This
mechanism is already known to be involved in neurodevelopmental disorders, such as
Prader Willy/ Angelman or Fragile X syndromes, which are major causes of ASD with
intellectual disability that have been known for a long time in humans [194]. Methylated
cytosines are mainly localized at CpG islands, corresponding to regions of the genome
enriched in GC and essentially present in the promoter regions of genes. The primary
known function of cytosine methylation at these islands is to repress transcription of the
downstream gene(s) [195]. However, there are many exceptions, and the mechanism
by which DNA methylation regulates transcription may be specific to different contexts,
such as gene content, locus and time of development. Furthermore, DNA methylation is
thought to be more abundant in gene bodies, where it probably plays a primary role in fine
alternative splicing and expression regulation [196].

In the mouse prefrontal cortex, significant reconfiguration of the methylome occurs
throughout synaptogenesis from fetus to young adult [197]. This is thought to be a critical
process in defining the molecular identity of neurons [197]. In humans, DNA methylation
alterations in the cortex and anterior cingulate gyrus have been observed in patients
with ASD [198]. The differentially methylated genes were primarily related to microglial
cell specification and synaptic pruning during brain development [195]. More recently,
Nardone et al. refined these observations more selectively on neurons after FACS cell
sorting of the prefrontal cortex. In doing so, they identified differences in DNA-specific
methylation profiles in neuronal nuclei affecting genes related to synaptic, GABAergic
and immune processes [199]. This is the first characterization of neuron-specific DNA
methylation changes in ASD and is consistent with observations by Lister et al. in mice
that showed a specific distribution of methylation in neurons that appeared very different
from other tissues, with as many methylated cytosines outside of GC-rich regions as in
CpG islands [197]. Epigenetic changes in specific brain structures other than the cortex
have only rarely been reported. Notably, the differences in methylation and acetylation
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of lysine 27 of histone 3 (H3K27) in the cerebellum have been detected in autistic patients
compared to controls [200]. Furthermore, in the developing human prefrontal cortex, the
3D organization of chromatin forms loops around synapse-related genes, allowing the
regulation of their expression [201]. The formation of these loops is probably regulated by
DNA methylation [196]. Other yet unresolved functions of DNA methylation likely play
major roles in brain development and neurodevelopmental disorders such as ASD.

Regarding transmission systems, the GABA and Glutamate pathways have already
been linked to epigenetic changes. Indeed, an increase in glutamate concentration was
identified in the blood of ASD patients compared to healthy subjects [201]. This increase in
glutamate metabolism, which could be associated with ASD in children, could be genetic
in origin and under epigenetic control. Similarly, the alterations in synaptic physiology in
PV interneurons previously described may be related to a deficiency in genes encoding
GABA-related enzymes, which alters neurcnal GABA content [202].

Concerning the link between epigenetics and environmental insults known to increase
the risk of ASD, Richetto et al. [203] showed that maternal infections mimicked by poly
L.C injection result in persistent changes in DNA methylation. These changes are visible
in many different genomic regions and are related to the timing of prenatal infection.
Indeed, late prenatal infection during pregnancy induced methylation changes in significant
genes of GABAergic cell development, while early prenatal infection seemed to affect
mainly the WNT signaling pathway, involved in the nervous system development [203].
These epigenetic mechanisms have been suggested to be involved in maintaining the
long-term effects of prenatal insults, as well as maintaining the cellular dysfunctions they
generate [203,204].

In addition, a growing body of evidence proposes the gut microbiota as a likely key
player modulating the effect of environmental factors on brain function. This could occur
through changes in the immune system and epigenetic machinery. Changes in microbiota
composition have been found in patients with behavioral disorders and autism spec-
trum disorders [205], adding further complexity to the already multifactorial pathogenic
mechanisms associated with neurodevelopmental and psychiatric disorders. Epigenetic
changes in ASD could notably be induced by metabolites produced by an abnormal gut
microbiota [206].

5. Conclusions and Future Direction

Although we better understand the implication of the cerebellum and the striatum in
ASD, further studies are needed on at least two aspects. First, more knowledge should be
gathered on a widespread population of ASD patients without gender or age bias. This
means systematically including women and middle-aged and senior ASD patients that are
often left out of clinical studies. The state of the brain and its maturation are both sex- and
age-dependent. Second, there is an urgent need to focus on developing effective treatments
to alleviate ASD symptoms, and knowledge of cellular and molecular correlates of the
disease is key to help in this research avenue. Motor social and cognitive functions are
common features between the cerebellum and the striatum, which are only two synapses
away from each other. A better and more thorough assessment of the corresponding
interconnections may lead to breakthroughs in this field.
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CHAPITRE 3 : Les acides gras polyinsatureés

I.  Généralités sur les AGPI

A. Définition

Les AG sont des acides carboxyliques aliphatiques composés d’une chaine linéaire
carbonée hydrophobe de 4 a 36 carbones, d’'un groupement méthyle et d’un groupement
carboxyle. Les AG peuvent étre catégorisés selon leur degré d’insaturation en (i) acides gras
saturés (AGS) avec des liaisons simples entre deux atomes de carbone (C-C), (ii) acides gras
monoinsaturés (AGMI) avec une seule double liaison (C=C) ou bien (iii) en acides gras
polyinsaturés (AGPI) avec au moins deux doubles liaisons systématiquement séparées par trois
atomes de carbone (Guesnet et al. 2005) (Figure 18). Les différents types d’AG peuvent
également étre classés selon la longueur de leur chaine carbonée ainsi que le nombre, la position
et la structure spatiale (cis, trans) de leurs doubles liaisons. lls sont notés x : y n-z, ou X
correspond au nombre de carbones, y au nombre de doubles liaisons et z a la position de la
premicre double liaison apres le groupement méthyle terminal. Il existe plusieurs types d’AG
insaturés basés sur cette dénomination, notés n-9, n-7, n-6 et n-3. Par exemple, les AGPI de
type oméga 3 (n-3) ont leur premiere double-liaison sur le troisieme carbone aprés le
groupement méthyle terminal (van Elst et al. 2014).

11 existe deux familles principales d’AGPI : (i) les omégas 6 (w6 ou AGPI n-6) incluant
I’acide linoléique (LA), I’acide arachidonique (AA) et I’acide docosapentaénoique (DPA n-6)
et (i) les omégas 3 (w3 ou AGPI n-3) incluant I’acide a-linolénique (ALA), I’acide
eicosapentaénoique (EPA), [I’acide docosapentaénoique (DPA n-3) et [Dacide

docosahexaénoique (DHA) (Figures 18 et 19 ; Tableau I11).
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Figure 19 : Structure, nomenclature et exemples des différentes catégories d’acides gras

Les acides gras saturés (AGS) avec [’acide stéarique, les acides gras monoinsaturés (AGMI) avec
’acide oléique et les acides gras polyinsaturés (AGPI) avec I’acide linoléique et [’acide a-linolénique.
Adapté de Guesnet et al. 2005

Tableau 111 : Classification des principaux AGPI n-6 et n-3

Nombre d’atomes Nombre de svmbol
de carbone double liaison ymbole

Linoléique (LA) 18 18:2 n-6

AGPI n-6
Arachidonique (AA) 20 4 20:4 n-6
a-linoléique (ALA) 18 3 18:3 n-3
AGPI n-3 Eicosapentaénoique (EPA) 20 5 20:5 n-3
Docosahexaénoique (DHA) 22 6 22:6 n-3

N N Ny e VN NN
e NN AN AN NEEPAN

Figure 20 : Structure des AGPI a longue chaine : acide eicosapentaénoique (EPA) et acide
docosahexaénoique (DHA)
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B. Sources alimentaires et métabolisme des AGPI

Les AGPI sont d’origine animale et végétale. Les AGPI essentiels, comme I’ALA (18 :3
n-3) et le LA (18 :2 n-6) proviennent d’huiles végétales, et ne peuvent pas étre synthétisés par
le métabolisme des mammifeéres. En effet, les mammiferes ne possedent pas certaines enzymes
désaturases, A12 et A15, responsables de I’insertion de doubles liaisons Cis aux positions n-3 et
n-6 (Wallis et al. 2002). Les précurseurs ALA et LA peuvent ensuite étre allonges et désaturés
en AGPI a longue chaine (AGPI-LC) comme le DHA (22 :6 n-3), ’EPA (20 :5 n-3) et ’AA
(20 :4 n-6) grace a des A 9-, A6- et A5-désaturases et des élongases 2, 4 et 5 (Figure 20),
présentes de facon trés majoritaire dans le foie par rapport aux autres tissus, dont le cerveau
(Cho et al. 1999; Rapoport et al. 2007; Wang et al. 2005b). De facon intéressante, ces
désaturases et élongases sont communes aux AG n-3 et n-6, ce qui entraine une compétition
entre ces AG pour ces enzymes (Green et al. 2010). De fait, ALA (n-3) et LA (n-6) sont en
compétition pour les mémes enzymes dans la voie de synthése des AGPI n-3 et n-6,
respectivement.

La synthese d’AGPI-LC n’est pas suffisante pour combler les besoins énergétiques de
I’organisme. D’aprés 1’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail (ANSES), chez ’Homme, la conversion d’ALA en EPA et DHA
est tres faible, inférieure a 1% pour ce dernier (ANSES 2011). La quasi-totalité des AGPI-LC
retrouvés dans le corps humain est donc issue de 1’alimentation, majoritairement dans la viande,
les abats et les ceufs. Il est par ailleurs intéressant de noter que ’activité in vitro des désaturases
chez le rat est dix fois plus importante que chez I’Homme, ce qui suppose une plus grande
conversion des AGCC en AGPI-LC (Descomps 2003).

Le DPA et le DHA ont une place particuliére dans cette chaine métabolique puisque leur

conversion est réalisée dans les peroxysomes a la suite d’une f-oxydation partielle de leurs
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précurseurs respectifs a 24 carbones. De facon intéressante, le DHA peut notamment étre

reconverti en EPA dans les peroxysomes (Grgnn et al. 1991).

LA ALA
18:2 n-6 18:3 n-3
l A6-désaturase l
18:3 n-6 18:4 n-3
l Elongase 5 l
20:3 n-6 20:4 n-3
l A5-désaturase l
AA EPA
20:4 n-6 20:5n-3
l Elongase 2 i

DPA
22:4 n-
n-6 22:5n-3
l Elongase 2 i
24:4 n-6 24:5n-3
l A6-désaturase l
24:5n-6 24:6 n-3
l B-oxydation l
DPA DHA
22:5 n-6 22:6 n-3

Figure 21 : Synthése des AGPI n-3 et n-6

C. Apports nutritionnels conseillés et études épidémiologiques de
consommation

L’ANSES a actualis¢é en 2011 ses recommandations sur les apports nutritionnels
conseillés (ANC) pour les AG en France préalablement établis en 2001 (ANSES 2011). Il a été
montré qu’un apport lipidique inférieur a 30% de 1’apport énergétique (AE) conduit a des
apports insuffisants en AGPI, et notamment en DHA, dans le contexte alimentaire occidental.
Une valeur de 35-40% de I’AE en AG totaux constitue donc un besoin physiologique minimal
recommandé pour un AE de 2000 kcal/jour chez I’adulte. Il est aussi recommandé d’équilibrer
ses apports en LA et ALA avec un rapport LA/ALA de 4 et d’apporter au minimum 500 mg/j

d’EPA+DHA pour un ratio n-3/n-6 de 1/4 dans ces mémes conditions (Tableau 1V).

109

——
| —



Tableau 1V : Apports nutritionnels conseillés en acides gras déefinis en 2011
On remarque que les besoins en AGPI-LC n-3 comme DHA et EPA sont augmentés chez [’adulte

comparés aux autres types d’AG qui restent inchangés avec [’dge.
Adapté des ANC 2011, ANSES

Enfants Adolescents et adultes
0, Y
G AT o) it 910 &6 e AL De3a9ans A partir de 10 ans

Lipides totaux 35 a2 40% 35 a2 40%
Acides laurique+myristique+palmitique <8% < 8%

Acide oléique 15 a 20% 15 a 20%

LA 4% 4%

ALA 1% 1%

Ratio LA/ALA <5 <5
DHA 125 mg 250 mg
EPA+DHA 250 mg 500 mg

Ratio n-6/n-3 4 4

En 2015, ’ANSES a produit un avis concernant ces ANC en les mettant en perspective
avec les résultats de 1’étude individuelle nationale de consommation alimentaire (INCA 2)
(2006-2007). Cet avis permet donc de compléter les recommandations en apport d’AG tout en
décrivant la situation d’un pays occidental, la France, au regard de ces ANC. Cette étude met
en lumiére les différences de consommation en AG en fonction du sexe, de 1’age et des niveaux
de contribution énergétique des lipides. Seulement 41% des enfants (3-17 ans) et 36% des
adultes (18-79 ans) sont dans la fourchette recommandée des ANC. Néanmoins, leurs apports
moyens en lipides totaux sont estimés a 37% de I’AE chez les enfants et 38% de I’AE chez les
adultes, ce qui se situe dans la fourchette des 35-40% recommandés de I’AE des ANC en lipides
totaux.

Concernant le ratio LA/ALA, il est supérieur au niveau recommandé de 4 chez 99% des
enfants et 97% des adultes. Ce ratio a tendance a rester élevé chez les seniors, mais est
statistiquement inférieur a celui des jeunes. En effet, 99 % des enfants (3-17 ans) et des adultes

sont exposés a un risque d’insuffisance en ALA, ce qui explique ce ratio déséquilibré en faveur
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des AGPI n-6 plutét que des AGPI n-3. De plus, la consommation journaliere en EPA et DHA

est estimée a 286mg, contrairement aux 500mg recommandés par les ANC.

D. Mécanismes de transport des AGPI vers le cerveau

Une fois ingérés, les lipides sont hydrolysés en AG libres non estérifiés (Figure 21). Ceux-
ci sont ensuite absorbés au niveau de la paroi intestinale par diffusion passive et par le biais de
protéines de transport (FATP). lls sont ensuite transportés dans le cytoplasme des entérocytes
par le biais de FABP pour étre de nouveau estérifiés afin de former des triglycérides, des
phospholipides (PL) et des esters de cholestérol au niveau du réticulum endoplasmique. Une
fois absorbes, les lipides sont couplés a des lipoprotéines plasmatiques de faible ou trés faible
densité (LDL ou VLDL) et les AG libres sont liés a I’albumine afin d’étre amenés directement
au cerveau ou au foie via la circulation sanguine.

Leur absorption hépatique sous forme de chylomicrons est réalisée par le biais de FATP
ou bien de FAT/CD36 (Nguyen et al. 2008). Chaque transporteur possede des affinités
spécifiques et il est notamment connu que CD36 par exemple, transporte sélectivement les
AGPI n-6 tels que LA et AA tandis que FATP a une affinité pour les AGPI n-3 tels que ALA
et DHA (Guo et al. 2013; Melton et al. 2011). Une fois dans les hépatocytes, les AGPI non
estérifiés vont étre liés a des FABP et a 1’acyl-coenzyme A binding protein pour interagir avec
au niveau du noyau avec des facteurs de transcription tels que les Peroxisome Proliferator
Activated Receptor (PPAR), HFN4, le récepteur X des rétinoides (RXR) ou encore les
récepteurs hépatiques X (LXR) (Jump et al. 2013). L’interaction des AG avec ces différents
facteurs de transcription donne lieu a des modifications d’expression d’une grande variété de
génes liés au métabolisme, a la B-oxydation, a la lipolyse, a la lipogenése et au transport des
AGs dans le foie. L expression nucléaire d’autres facteurs de transcription tels que le sterol

regulatory element binding protein-1 (SREBP-1), le carbohydrate regulatory rlement-rinding
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protein (ChREBP), le max-like factor X (MLX) et le facteur nucléaire kappa B (NF-xB) peut
également étre diminuée par des actions directes ou indirectes des AG (Jump et al. 2013). Ces
facteurs de transcription sont liés au métabolisme des glucides et des lipides mais aussi a
I’inflammation. Les AGPI sont ensuite ré-estérifiés pour étre absorbés dans les cellules
hépatiques, et peuvent ensuite repartir via la circulation sanguine, comme décrit précédemment,
pour rejoindre le cerveau.

Au niveau des cellules endothéliales de la BHE, les AG a longue chaine nécessitent
I’utilisation de transporteurs comme CD36 ou MFSD2A, tandis que les lipoprotéines sont
hydrolysées par la lipoprotéine lipase pour étre transportées via FABP ou bien par diffusion
passive, comme c’est le cas pour les AGCC (Chen & Subbaiah 2013; Goldberg et al. 2009). En
effet, des études in vivo chez le rongeur ont montré que des AGPI non estérifiés radioactifs
injectés dans le plasma pouvaient passer la BHE par diffusion passive (DeGeorge et al. 1989;
Nariai et al. 1991; Rapoport et al. 2001; Washizaki et al. 1994). De facon intéressante, la forme
estérifiée des AGPI-LC n-3 reste la plus efficace pour le passage de la BHE, et notamment le
DHA, dont 55% est associé avec la lysophosphophatidylcholine et transporté spécifiquement
par MFSD2A (Lagarde et al. 2001; Nguyen et al. 2014).

Ces lipides vont pouvoir finalement entrer dans le cerveau par diffusion passive ou via
FATP. Apres leur arrivée dans le cerveau, ils doivent étre transportés pour étre utilisés dans les
différents régions cérébrales. Néanmoins, il n’existe pas a 1’heure actuelle de consensus

concernant les mécanismes de ce transport intracérébral.
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Figure 22 : Mécanismes de transport des AGPI de la circulation sanguine vers le cerveau

Les AGPI provenant de la circulation sanguine peuvent passer la BHE sous plusieurs formes : sous
forme estérifiée, ¢ est-a-dire comme lipoprotéines ou lysophospholipides (LPL) ou bien sous forme non
estérifiée. Les lipoprotéines comme les low-density lipoproteins (LDL) peuvent interagir avec le
récepteur a LDL (LDR) afin d’entrer dans les cellules endothéliales de la BHE (1). Les lipoprotéines
peuvent aussi étre hydrolysées par la lipoprotéine lipase (2) et produire des LPL qui sont transportés
dans les cellules endothéliales par le major facilitator superfamily domain-containing protein 2A
(MFSD2A) (3), ou bien des acides gras non estérifiés (4). Les acides gras non estérifiés peuvent étre
couplés a ’albumine (5) et étre transportés dans les cellules endothéliales via des transporteurs comme
CD36 (6), ou bien via diffusion passive (7). Au sein des cellules endothéliales de la BHER, les
lipoprotéines peuvent étre hydrolysées en acides gras polyinsaturés (AGPI) (8) pour ensuite étre
associés avec des FABP (9) et entrer dans le cerveau par diffusion passive (10) ou par le biais des FATP
(11). Les AGPI peuvent ensuite étre utilisés pour le métabolisme cérébral (12).

D’apreés Bazinet & Layé 2014

I1. AGPI et cerveau

A. Composition lipidigue du cerveau

Les lipides sont au centre du métabolisme et représentent environ un tiers des apports
énergétiques journaliers. IIs représentent entre 50 et 60% du poids sec du cerveau d’un
mammifére adulte et y sont présents sous différentes formes. On y retrouve les glycolipides
(40%), le cholestérol et le cholestérol ester (10%), de rares triglycérides mais surtout
majoritairement des phospholipides (50%) (Sastry 1985). Une étude récente a confirmé,
contrairement & ce qui est communément cité, que les AGPI estérifies sous forme de PL ne

représentent que la moitié des lipides totaux dans le cerveau humain ou 60% chez le rongeur
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(Choi et al. 2018). En effet, ce serait dans d’autres tissus que les PL constitueraient 90% des
lipides, notamment dans le foie, le cceur et les reins des rongeurs (Choi et al. 2018). Les 3
classes majoritaires de PL dans lesquelles sont incorporés des AGPI sont les
phosphatidylcholines (PCh, 42-44% des PL totaux), les phosphatidyléthanolamines (PE, 36-
40% des PL totaux) et les phosphatidylsérines (PS, 11-13% des PL totaux) (Sastry 1985). Il
existe d’autres classes minoritaires comme les phosphatidylinositols (PI, 2-3% des PL totaux)
ou les sphingomyélines (SM, 5-6% des PL totaux) (Sastry 1985). Ce sont les PE et les PS qui
sont les plus enrichis en AGPI-LC n-3 comme le DHA et le DPA n-3, tandis que I’AA est
incorporé majoritairement par les PC et les P, et ’EPA préférentiellement par les PI (Bazinet
& Layé 2014; Chen et al. 2009; Garcia et al. 1998). De facon générale, 25 a 30% des
phospholipides sont constitués d’AGPI-LC (Sastry 1985).

De facon intéressante, pres de 75% des lipides retrouvés chez les mammiferes présentent
des profils de concentration spécifiques au cerveau (Bozek et al. 2015). Ces lipides cérébraux
peuvent étre enrichis ou réduits, et de facon intéressante, leurs niveaux de concentration sont
corrélés aux niveaux d’expression des enzymes correspondantes. Par exemple, les
diacylglycerophosphocholines voient leur concentration cérébrale réduite, tandis que les
enzymes liées a cette famille de lipides, le membre 6 de la famille des phospholipases (PLD6)
et le 3-hydroxybutyrate dehydrogenase type 1 (BDH1), présentent des niveaux d’expression
cérébrale plus importants chez I’ Homme comparé a d’autres espéces (Bozek et al. 2015). Ces
enzymes sont liées a la biosynthése et au couplage des lipides. Les fonctions cérébrales sont
donc largement dépendantes du lipidome cérébral, plutdt conservé entre les espéces mais de
plus en plus complexe dans I’évolution avec une plus grande variété et spécificité (Bozek et al.
2015; Crawford et al. 1999). En effet, chez les primates, les niveaux de lipides cérébraux
enrichis tendent a évoluer quatre fois plus vite que dans les autres tissus mais cela varie

également selon la région cérébrale étudiée. Il existe trois fois plus de changements

114

——
| —



d’enrichissement de lipides corticaux chez ’Homme par rapport au chimpanzé, tandis
qu’aucune différence n’a été mise en évidence dans le cervelet (Bozek et al. 2015). Cela a
entrainé des changements anatomiques au niveau du cortex mais également au niveau
moléculaire, notamment par 1’apparition d’enzymes spécifiques aux lipides enrichis dans cette
région (Bozek et al. 2015). Une étude a par ailleurs montré que la découverte des produits de
la mer, enrichis en AGPI-LC n-3, et leur incorporation dans I’alimentation humaine coincide
avec le développement rapide du cortex, caractéristique unique de I’Homme et de ses
comportements (Broadhurst et al. 2002).

Malgré quelques différences détaillées plus haut, ’'Homme et le rongeur possedent des
profils lipidiques assez similaires pour permettre 1’utilisation de rongeurs comme modéles dans
des pathologies ou le métabolisme des lipides est impacté, comme c’est le cas dans les maladies
neurodégénératives ou des lésions cérébrales ischémiques (Chan et al. 2012; Jain et al. 2014).

L’AGPI le plus représenté dans le cerveau humain et celui du rongeur reste le DHA, qui
représente plus de 10% des AGPI dans les structures cérébrales (Joffre et al. 2016). L’AA est
également fortement présent, puisque le ratio DHA/AA est de 3 pour 2 (Sastry 1985).
Néanmoins, les autres AGPI-LC comme le DPA n-3, le DPA n-6 et I’EPA sont présents en trés
faible quantité dans le cerveau. Les niveaux bas d’EPA seraient maintenus par des mécanismes
de B-oxydation, de baisse d’incorporation, d’élongation en DPA n-3 ainsi qu’un taux diminué
de recyclage de phospholipides (Chen et al. 2009; Kaur et al. 2013). Ces AGPI-LC proviennent
quasi exclusivement de la circulation sanguine, ce qui explique la faible proportion cérébrale
de précurseurs des AGPI-LC n-3 et n-6, ALA et LA respectivement (Qi et al. 2002; Sastry

1985).
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B. Distribution régionale et cellulaire des AGPI dans le cerveau

La distribution cérébrale des AGPI varie d’une région a I’autre, en lien avec un
métabolisme cérébral hétérogene entre les régions. Par exemple, les AGPI-LC n-3 et n-6, tels
que le DHA et I’AA respectivement, sont présents en grandes quantités dans le cerveau et de
maniére décroissante dans le cortex préfrontal, I’hippocampe, le cervelet, le reste du cortex,
I’hypothalamus et le tronc cérébral chez la souris adulte (Carrié et al. 2000; Joffre et al. 2016;
Xiao et al. 2005) (Tableau V).

Le cortex préfrontal et I’hippocampe sont deux structures tres sensibles aux changements
en apports d’AGPI n-3. En effet, la concentration en AGPI n-3 de ces régions, notamment de
DHA et d’EPA, est fortement réduite suite a 3 mois d’alimentation déficiente en AGPI n-3 chez
la souris C57BL/6J. On retrouve par exemple une baisse des niveaux de DHA de 43% dans le
cortex préfrontal et de 47% dans I’hippocampe (Joffre et al. 2016). Cette méme alimentation a
mis en évidence que 1’hippocampe, région contenant peu d’AGPI n-3 par rapport aux régions
cérébrales précédentes, était plus résistant a cette déficience, avec une baisse de 25% des
niveaux de DHA. D’autres études chez la souris ont corrélé une déficience en AGPI n-3 dans
I’hippocampe et le cortex préfrontal avec des troubles comportementaux comme des troubles
de la mémoire spatiale et une augmentation de symptémes dépressifs, associés a une plasticité
synaptique dégradée (Fedorova & Salem 2006; Lafourcade et al. 2011; Moranis et al. 2012;
Xiao et al. 2005). De plus, un déséquilibre entre les taux cérébraux de DHA et AA cérébraux
provoque également une altération des capacités cognitives et d’apprentissage (Joffre et al.
2014). Ces troubles de I’attention et de la mémoire semblent étre liés a des modifications de la

transmission synaptique monoaminergique et cholinergique (Chalon 2006).
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Tableau V : Composition en acides gras dans différentes régions cérébrales chez la souris C57BL6/J
adulte

Les données sont exprimées en pourcentage par rapport aux AGPI totaux.

AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés,
DMA : diméthylacétal, AA : acide arachidonique, DPA n-6 : acide docosapentaénoique n-6, EPA :
acide eicosapentaénoique, DPA n-3 : acide docosapentaénoique n-3, DHA : acide docosahexaénoique.
Adapté de Joffre et al. 2016

Cortex

45,0 45,7 40,0 42,2 46,0 36,4
(+0,56) (+0,31) (+0,64) (+0,84) (+1,24) (+0,43)
AGMI 19,2 18,8 27,9 24,0 22,9 33,3
(+0,72) (+0,19) (+0,23) (+1,03) (+0,72) (+0,83)
AGPI 27,9 27,6 21,7 23,3 22,9 17,8
(+1,17) (+0,60) (+0,69) (+0,75) (+1,27) (+0,77)
DMA 7,9 7,9 10,3 10,3 8,2 17,8
(+0,50) (+0,60) (+0,15) (+0,41) (+0,55) (+0,77)
AA 9,7 10,2 6,5 7,7 8,5 5,5
(+0,12) (+0,57) (+0,09) (+0,29) (+0,27) (+0,18)
0,7 0,6 0,3 0,5 0,5 0,2
DPA n-6 (+0,14) (+0,15) (+0,04) (+0,11) (+0,08) (+0,05)
EPA <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 =
0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
DPA n-3 (+0,06) (+0,03) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01)
DHA 14,3 13,7 12,2 11,9 10,1 8,2
(+1,13) (+0,30) (+0,58) (+0,46) (+0,94) (+0,66)
. 0,68 0,75 0,54 0,65 0,85 0,67
Ratio AA/DHA (+0,06) (+0,06) (+0,02) (+0,01) (+0,06) (+0,04)
Ratio n-6/n-3 0,89 0,98 0,69 0,88 1,19 0,93
(+0,06) (+0,07) (+0,03) (+0,02) (+0,09) (+0,05)

Ces concentrations d’AGPI différentes peuvent étre expliquées par les spécificités
cellulaires et structurales de chaque région cérébrale (Bourre et al. 1984) (Tableaux V et VI).
De plus, la composition en AG des régimes alimentaires peut également étre un facteur de
variation des teneurs cérébrales en AGPI. En effet, le taux de renouvellement des AGPI-LC
comme le DHA peuvent étre différents selon la structure cérébrale. Par exemple, il semblerait
que I’hypothalamus ait un taux de renouvellement de DHA plus faible que celui de
I’hippocampe ou du cortex préfrontal. De plus, plusieurs mécanismes permettant le passage des
AG dans le cerveau ont été étudiés et proposés, mais il n’existe pas aujourd’hui de consensus
sur leur probabilité d’événement ou leur spécificité en fonction des structures cérébrales (Joffre

etal. 2016; Liu et al. 2015). Enfin, le genre et 1’age sont susceptibles d’accentuer ces différences
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structurelles. En effet, une étude longitudinale a montré qu’une alimentation enrichie en AGPI
n-3 administrée a des femelles C57BL/6J deux semaines avant 1’étape de reproduction et
jusqu’a 16 semaines apres le sevrage chez la descendance, voyait ses effets potentialisés avec
I’age (Feltham et al. 2019). La concentration en DHA et en AGMI du cervelet et du tronc
cérébral, ainsi que I’expression de facteurs liés a la myélinisation, est augmentée avec 1’age. De
plus, les femelles semblent étre plus sensibles aux effets de 1’alimentation, avec des
changements de composition cérébelleuse en acides gras plus prononcés, comparé au tronc
cérébral (Feltham et al. 2019).

Tableau VI : Composition membranaire en AGPI de différents types cellulaires chez des souris agées
de 2 mois soumises a un régime enrichi en huile de soja

Les données sont exprimées en pourcentage par rapport aux acides gras totaux.

LA : acide linoléique, AA : acide arachidonique, DHA : acide docosahexaénaique.

Adapté de Bourre et al. 1984

LA 6,9 2,7 1,2

AA 10,3 9,3 10,3
DHA 8,3 5,1 12,1
Ratio n-3/n-6 0,5 0,33 0,76

Le DHA et I’AA retrouvés dans le cerveau proviennent majoritairement du stock
plasmatique (Spector 2001) mais peuvent également, dans une moindre mesure étre synthétises
par des cellules gliales telles que les astrocytes mais aussi par les cellules endothéliales (Moore
etal. 1990, 1991). Ces AGPI-LC sont incorporés aux membranes des cellules du SNC, qu’elles
soient de type neuronal ou bien de type glial englobant les astrocytes, les oligodendrocytes et
la microglie (Tableau VI).

Ces différences de composition en AGPI selon la structure peuvent entrainer des
conséquences sur les processus inflammatoires étant donné que les AGPI sont précurseurs de

métabolites lipidiques bioactifs impliqués dans I’inflammation.
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C. Temporalité de ’incorporation des AGPI dans les membranes cérébrales

L‘incorporation des AGPI dans les membranes cérébrales est plus ou moins importante
selon 1’age. En effet, elle s’effectue de fagon accrue lors de la période périnatale, c¢’est-a-dire
du dernier trimestre de grossesse jusqu’a 1’dge de 18 mois environ (Clandinin et al. 1992;
Lauritzen 2001) et de facon similaire chez le rongeur, préférentiellement entre E14 et E17 puis
pendant la période d’allaitement (Green & Yavin 1996). Il a par ailleurs été montré dans des
études cliniques que la consommation hebdomadaire de poissons pendant la grossesse
augmentait les scores développementaux des enfants (Daniels et al. 2004; pour revue, Starling
et al. 2015).

Des supplémentations en DHA et EPA pendant la grossesse et 1’allaitement a des taux
bien supérieurs a ceux recommandés par les ANC donnent lieu a des scores de quotient
intellectuel (QI) plus importants chez des enfants de 4 ans comparés a des enfants avec une
alimentation basée sur I’huile de mais depuis la grossesse (Helland et al. 2003), mais également
a des améliorations cognitives, sociales et des symptémes de TDAH (pour revue, Janssen &
Kiliaan 2014). Néanmoins, les effets bénéfiques de ces AGPI dans les périodes prénatale et
périnatale sur la cognition pourraient ne pas persister dans le temps. En effet, dans une étude
sur des enfants prématurés nourris avec du lait contenant des AGPI-LC, des capacités
cognitives plus importantes étaient retrouveées a 6 mois, mais plus a 9 mois ou a 12 mois
(O’Connor et al. 2001). Néanmoins, ces enfants présentaient une amélioration de leur
développement moteur a 12 mois.

Il manque a I’heure actuelle des études sur I’impact des AGPI-LC pendant la période
neurodéveloppementale sur les capacités cognitives des enfants de plus de 2 ans ainsi qu’une
posologie de supplémentation personnalisée en fonction de I’historique alimentaire et médical

(Eilander et al. 2007; van der Wurff et al. 2020).
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D. Roles des AGPI dans la signalisation cérébrale

Les AGPI influencent la fluidité des membranes cellulaires, ce qui modifie la
fonctionnalité de récepteurs membranaires et leur recyclage (Pinot et al. 2014). En effet, au
niveau des plaquettes mais aussi dans le cerveau, une proportion importante d’AGPI n-3 comme
le DHA augmente la fluidité membranaire tandis que les AGPI n-6 comme I’AA la réduisent
(20 :4 n-6) (Hashimoto et al. 2006; van Elst et al. 2014; Yang et al. 2011).

Il a été par ailleurs été montré que de grandes quantités membranaires de AA et DHA
facilitent la synaptogénese et la maturation des cénes de croissance (Martin & Bazan 1992).
D’aprés Chalon et collaborateurs, les AGPI n-3 ont un r6le important dans la neurotransmission
monoaminergique au niveau des synapses mais également dans d’autres voies de transduction
comme les PKC (Chalon et al. 2001; Kim et al. 2004).

Par leur forte présence membranaire et leur implication dans les processus synaptiques,
les AGPI n-6 et n-3 ont des fonctions diverses, notamment liées a la différentiation cellulaire,
la myélinisation, 1’homéostasie lipidique et le développement. Ces AGPI représentent des
ligands endogenes aux PPAR. Ces récepteurs agissent comme des facteurs de transcription et
sont fortement localisés dans I’hippocampe, impactant 1’apprentissage et la mémoire. Il a
notamment été montré qu’une déficience en AGPI-LC n-3 pendant la gestation, la lactation et
apres le sevrage a des conséquences négatives sur la maturation des oligodendrocytes et la
myélinisation en général (Decoeur et al. 2022; Leyrolle et al. 2021). Cette baisse de
my¢linisation diminue la connectivité fonctionnelle entre I’hippocampe et le cortex préfrontal,
ce qui est corrélé avec des comportements répétitifs et stéréotypés, une anhédonie et des déficits
d’apprentissage (Leyrolle et al. 2021). Une alimentation déficiente en AGPI-LC n-3 pendant la
gestation est également liée a une désorganisation de I’ultrastructure et a une baisse de la densité
des cellules microgliales situées dans la substance blanche pendant le neurodéveloppement

(Decoeur et al. 2022).
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Les AGPI agissent donc sur les signaux cellulaires par le biais de ces PPAR mais

également au niveau de la transmission synaptique.

E. Les AGPI et les TSA

Plusieurs études ont montré une diminution des niveaux sanguins de DHA, de EPA et de
AA chez les patients avec des TSA avec une augmentation du ratio des AGPI n-6/n-3
(Mazahery et al. 2017; Parletta et al. 2016; Vancassel et al. 2001) mais aussi dans les
phospholipides membranaires des érythrocytes (Bell et al. 2004). Ces taux sanguins aberrants,
notamment de DHA, ont également été corrélés avec des comportements autistiques (Parletta
et al. 2016). Chez I’animal, une alimentation déficiente en AGPI n-3 et enrichie en AGPI n-6
(ratio n-6/n-3 de 53.1 pour 1) chez la souris gestante a donné lieu a une détérioration de certains
symptomes de TSA tels qu’une augmentation de 1’anxiété et une sociabilité réduite (Jones et
al. 2013).

Plusieurs hypothéses sont a 1’étude pour expliquer ces taux anormaux d’AGPI. L’une
d’entre elles propose qu’un apport nutritionnel insuffisant en AGPI-LC ou en précurseurs n-3
et n-6 en soit a I’origine. De fagon intéressante, de faibles taux de DHA et AA ont été retrouves
dans les préparations de lait maternel et ceci a été associé avec un risque plus important de
développer des TSA chez les nourrissons, en comparaison avec des nourrissons nourris au sein
(Schultz et al. 2006). Des taux importants de LA et ALA durant la grossesse permettent de
baisser drastiquement le risque de développer des TSA. En effet, plus la supplémentation en
AGPI est faible, plus le risque de développer des TSA augmente (Lyall et al. 2013). Une méta-
analyse récente prenant en compte 33 articles avec des supplémentations en EPA et DHA
pendant la grossesse et la lactation a d’ailleurs montré des effets bénéfiques de 6 a 11% sur le

développement cognitif de I’enfant (Nevins et al. 2021).
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Certaines études néanmoins vont a I’encontre de ces résultats et montrent des niveaux
d’AGPI anormalement élevés, notamment d’ALA, de LA et de DHA, associés avec un ratio
d’AGPI n-6/n-3 bas (Esparham et al. 2015; Sliwinski et al. 2006). Dans une étude ou aucune
difféerence dans les apports nutritionnels entre les enfants avec des TSA et les enfants
neurotypiques n’a été trouvée, les niveaux sanguins de DHA et de EPA étaient augmentés et
ceux de AA diminués (Yui et al. 2016). Ces résultats sont en accord avec I’hypothése
métabolique chez les patients avec des TSA. Ces derniers présentent des déficiences
mitochondriales qui pourraient expliquer des difficultés de synthese des AGPI (Clark-Taylor &
Clark-Taylor 2004). Il a par ailleurs été montré que les femmes ont un taux de conversion
métabolique de I’ALA en AGPI-LC n-3 qui est plus important que les hommes (Burdge &
Wootton 2002), ce qui pourrait expliquer des différences de susceptibilité nutritionnelle entre
les sexes.

D’autres résultats viennent consolider le lien entre AGPI et TSA, avec notamment
I’existence de nombreux polymorphismes de génes liés aux AGPI donnant lieu ala
susceptibilité de développer des TSA comme FABP3, 5 et 7, la désaturase des acides gras
(FADS) et I’élongase des acides gras (ELOVL) (Shimamoto et al. 2014; Sun et al. 2018). De
facon intéressante, transposés dans des modeéles animaux, les souris KO pour Fabp3, 5 ou 7 ne
montrent pas le méme phénotype. Tandis que les souris Fabp5 ne présentent aucun phénotype
délétere, les souris Fabp3” disposent d’une mémoire spatiale et d’un comportement de
recherche de la nouveauté réduites et les souris Fabp7”" montrent de I’hyperactivité et un
phénotype anxieux (Shimamoto et al. 2014).

Une autre hypothése est celle d’une mauvaise capacité de conversion des précurseurs LA
et ALA liée a une déficience des désaturases et élongases. Le gene de la delta-6 désaturase par

exemple, se trouve sur le chromosome 11g22-23 1ié a I’autisme (Hérault et al. 1994; Horrobin

1999). L’augmentation du catabolisme des AGPI serait également une piste a étudier. En effet,
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I’activité de la phospholipase A2 (PLA2) est augmentée chez les patients avec des TSA et le
gene de la PLA2 (8g24) est situé sur le chromosome 8g22 a proximité de sites génétiques liés
a l’autisme (Bell et al. 2004; Bolton et al. 1995). Enfin, la derniére possibilité serait une
diminution de I’incorporation des AG dans les membranes des phospholipides.

Les patients avec des TSA présentent également des problemes reliés a la substance
blanche et a la connectivité cerébrale (Won et al. 2013) et la formation de connexions via la
substance blanche est trés sensible au ratio en AGPI n-6/n-3 (Durand et al. 2013). Une
déficience en DHA donne lieu a une altération de 1’activit¢ GABAergique, qui n’est pas
présente dans le cadre d’une supplémentation en DHA chez 1’animal (Takeuchi et al. 2003).
Une augmentation des niveaux d’AA augmente 1’excitabilité neuronale par I’inhibition de la
neurotransmission GABA-A par le biais de 1’expression de PLA2 et de ’activation de la
phospholipase C (Schwartz & Yu 1992). D’autres systémes de neurotransmission sont
également touches par une déficience ou une supplémentation en AGPI n-3 et sont dépendants
du temps d’exposition et de la structure cérébrale. En effet, le cervelet et le striatum semblent
plus sensibles aux changements de niveaux d’ AGPI compar¢ au cortex frontal, notamment dans
le cas d’une supplémentation en ALA, le précurseur des AGPI-LC n-3 comme le DHA et ’EPA
(Delion et al. 1994, 2002).

Associés a ce déséquilibre des AGPI n-6 et n-3, des niveaux élevés de cytokines pro-
inflammatoires et de NF-xB sont également retrouvés dans le sang des patients avec des TSA
(Mazahery et al. 2017; Simopoulos 2002). Plusieurs études rapportent en effet qu’environ 60%
des personnes avec des TSA présentent un dysfonctionnement immunitaire systémique associé
a des allergies et a une inflammation générale (Pardo & Eberhart 2007). L’exposition a I’TFN-
a, une cytokine pro-inflammatoire, a d’ailleurs pour effet d’augmenter le ratio AA/EPA+DHA
plasmatique et 1’expression de TNF-a mais aussi la coleére et de I’irritabilité (Lotrich et al.

2013).
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Les cytokines pro-inflammatoires comme les prostaglandines dérivées de I’AA et autres
AGPI n-6, sont associés a un accouchement avant le terme tandis que les prostaglandines
dérivées des AGPI n-3 ont I’effet inverse (Olsen et al. 1992). En lien, les personnes
diagnostiquées avec des TSA sont souvent des enfants nés prématurément. En effet, une
naissance prématurée a des effets délétéres sur le développement cérébral et augmente le risque
d’apparition de symptémes autistiques (Mahoney et al. 2013). Des taux anormaux d’ AGPI n-6
et n-3 sont donc corrélés a des probléemes neurodéveloppementaux et une supplémentation
d’AGPI n-3 pour restaurer cet équilibre serait donc une voie pertinente a explorer (Hagberg et
al. 2012).

L’inflammation provoque des comorbidités importantes dans les TSA comme les
problemes Gl évoqués dans ce manuscrit. Babinska et ses collaborateurs ont montré qu’environ
89% des enfants et adolescents autistes présentaient des Gl, avec 97% de filles affectées au
moins une fois par semaine contre 88% de garcons, traduisant une sensibilité liée au sexe. Ce
phénomeéne est d’autant plus visible lorsque la fréquence de ces troubles est portée a plusieurs
fois par semaine ou par jour (70% de filles contre 44% des garcons) (Babinska et al. 2020). De
facon intéressante, les enfants autistes présentent une sélectivité alimentaire (69%) et des
difficultés dans la prise des repas (64%) associées a des Gl, ce qui restreint et perturbe leur
consommation de certaines denrées alimentaires, pouvant causer des déficiences nutritionnelles
(Babinska et al. 2020). La fréquence de ces troubles liés a 1’alimentation a été corrélée
significativement avec la sévérité des symptdmes autistiques tandis que des interventions
alimentaires, comme une supplémentation en AGPI n-3, n’ont pas été corrélés avec les
différents troubles étudiés et le comportement des enfants et adolescents étudiés (Babinska et
al. 2020; Ferguson et al. 2019). La piste des supplémentations en AGPI n-3 est pourtant a

I’étude depuis plusieurs années. En effet, une méta-analyse récente a montré que les enfants
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autistes consomment plus d’AGPI, mais moins d’ AGPI n-3 spécifiquement (Esteban-Figuerola

et al. 2019).

F. Les AGPI et le microbiote

Il est désormais connu que le microbiote intestinal joue un réle central dans le
métabolisme des AGPI, et notamment sur I’enrichissement cérébral en AGPI, par 1’axe intestin-
cerveau (Madore et al. 2020). Dans le cadre de I’inflammation, la composition du microbiote
intestinal est capitale, puisqu’un déséquilibre microbien entraine une dysbiose qui peut étre a
I’origine de pathologies neurodéveloppementales ou neurodégénératives comme les TSA ou la
maladie d’Alzheimer respectivement (Angelucci et al. 2019; Liu et al. 2019). Chez la souris
gestante, des évenements stressants ou bien des modifications du régime alimentaire
provoquent chez la descendance une dysbiose intestinale associée a des problemes de
sociabilité, qui est un des criteres de diagnostic des TSA (Buffington et al. 2016; Vuong et al.
2020).

Des problémes liés & 1’alimentation chez des patients avec des TSA sont également
présents, notamment par une sélectivité alimentaire et un comportement agressif a I’heure des
repas (Babinska et al. 2020). De ces comportements peuvent découler des carences
nutritionnelles importantes et contribuer a la dysbiose intestinale retrouvée chez ces patients.

Cette dysbiose a pour conséquence une augmentation de la perméabilité intestinale et de
I’inflammation, résultant en des troubles GI, une des comorbidités associées aux TSA
(Thomson et al. 2020). Cette inflammation se traduit par I’augmentation anormale de
métabolites inflammatoires, notamment des AGCC comme le butyrate, le propionate et
’acétate, produits en grande quantité par les bactéries lors d’une dysbiose intestinale (Davoli-
Ferreira et al. 2021). Les AGCC peuvent traverser la BHE, et sont notamment retrouvés a de

fortes concentrations dans le LCR de patients diagnostiqués avec des TSA (Bojovic et al. 2020;
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Silva et al. 2020). Ces études indiquent un lien entre les lipides, les TSA et le microbiote
intestinal.

Par le biais des neurones du nerf et leurs récepteurs aux AGCC, la composition du
microbiote intestinal va directement influencer la neuroinflammation (Bonaz et al. 2018;
Madore et al. 2020). Le microbiote intestinal peut également influencer de facon indirecte le
nerf vague. En effet, les fibres afférentes du nerf vague innervent toutes les couches de la paroi
intestinale et expriment des récepteurs a cytokines et chémokines (Bonaz et al. 2018). De ce
fait, le nerf vague est sensible a une inflammation intestinale provoquée par une dysbiose. En
effet, le nerf vague représente une voie de communication bilatérale entre le tractus intestinal
et le SNC. La dysbiose intestinale pourrait donc avoir un effet pro-inflammatoire sur I’activité
microgliale et résulter en une transmission synaptique cérébrale altérée ainsi que des
comportements de type autistique, comme des difficultés d’interaction sociale (Davoli-Ferreira
et al. 2021).

De fagon intéressante, Buffington et ses collaborateurs ont montré qu’une alimentation
riche en graisse chez la souris gestante résultait en une dysbiose du microbiote intestinal, une
réduction des comportements sociaux mais aussi de la production d’ocytocine et de la plasticité
synaptique dans I’aire tegmentale ventrale (VTA) chez la descendance (Buffington et al. 2016).
Cette étude a montre une restauration de la totalité de ces parametres par ’ajout de la bactérie
Lactobacillus reuteri dans I’eau de boisson. L’alimentation peut donc avoir des conséquences
importantes sur les fonctions cognitives, qui pourraient étre compensées voire restaurées par la

présence de certaines souches de bactéries aux propriétés anti-inflammatoires.

126

——
| —



Host

\ fn-3 PUFA
: ln-GIn-S
~ AP =
\\\,\} Gut microbiota [5:5]
N N @
n "
| /ﬂill s el +
E. coli ™= ILPS e+
=
I @ | Metabolic
obdidienates o ity Endotoxemia

Liver

Fat

IL-1B
" NFkB ’
‘ XXXX Iﬁ Muscle

Chronic Low-Grade Metabolic
Inflammation Syndrome

Figure 23: Mécanismes liés au déséquilibre en AGPI n-6/n-3 sur la paroi intestinale et
inflammation

LPS : lipopolysaccharide; TLR4 : Toll Like Receptor 4; MD2 : Myeloid Differentiation factor 2; Myd88
: Myeloid Differentiation primary response 88; IRAK : Interleukin-1 receptor-associated kinases; TNF-
o . Tumor necrosis factor alpha; TRAF6 : TNF receptor-associated factor 6; IL-6 : interleukine-6; IL-
15 : Interleukine-1-béta; NF-«B : nuclear factor-kappa B.

D’apres Kaliannan et al. 2015

Il a par ailleurs été montré que les AGPI n-6 augmentent I’endotoxémie métabolique et
provoquent une inflammation systémique et chronique de faible intensité contrairement aux
AGPI n-3 qui réduisent les conditions endotoxémiques et inflammatoires (Kaliannan et al.
2015) (Figure 22). Les AGPI n-3 augmentent la production et la sécrétion de la phosphatase
alcaline intestinale (PAI), une enzyme permettant la détoxication du LPS et I’homéostasie
inflammatoire intestinale, par les entérocytes de 1’épithélium intestinal, ce qui a pour
conséquence de promouvoir un profil microbien intestinal anti-inflammatoire de type

Bifidobacterium avec une proportion réduite de Proteobacteria (Enterobactericaee, E.coli,
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gamma et delta proteobacteria) (Kaliannan et al. 2015). Ce changement de composition a pour
effet de diminuer la production de LPS ainsi que la perméabilité intestinale. L’implication du
microbiote intestinal dans ces processus inflammatoires semble assurée puisque les effets
bénéfiques des AGPI n-3 peuvent étre inverses par un traitement antibiotique ou la cohabitation
d’animaux (Kaliannan et al. 2015). Il a d’ailleurs été démontré qu’une diete enrichie de 5%
d’huile de mais promeut la croissance des Proteobacteria (Kaliannan et al. 2015). Une
alimentation riche en AGPI n-3 apparait également bénéfique chez des patients souffrant de
polyarthrite rhumatoide ou de sclérose en plagues (Kremer 2000; Weinstock-Guttman et al.
2005) mais également chez des rongeurs obeses atteints du diabéte de type 2, puisqu’il a été
montré que la proportion de bactéries productrices de LPS était trés importante dans ce modeéle

(de La Serre et al. 2010; Liu et al. 2013).
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Plusieurs travaux ont montré que la composition de 1’alimentation pouvait influencer le
comportement social et moteur dans les TSA. Les enfants atteints de TSA présentent des
intéréts et comportements restreints, ce qui peut se traduire sous la forme d’une alimentation
limitée, souvent riche en glucides et avec des apports désequilibrés en AG. La nature et la
composition de I’alimentation pourraient avoir des effets déléteres sur les symptdmes associés
aux TSA, notamment par le biais de 1’axe cerveau-intestin. Les TSA étant une pathologie
neurodéveloppementale, des supplémentations alimentaires lors des périodes prénatale et
postnatale sont désormais a I’étude.

Mon travail de thése se base sur des études précliniques et cliniques qui ont montré
I’importance des AGPI n-3 pendant le développement prénatal et postnatal. La majorité de ces
¢tudes ont mis en exergue qu’un déficit en AGPI n-3 chez la femme enceinte et la souris
gestante peut augmenter le risque de développer des TSA chez la descendance et qu’a I’inverse,
une supplémentation de ces acides gras spécifiques peut, du moins partiellement, compenser
certains symptomes caractéristiques des TSA. Néanmoins, ces travaux antérieurs présentent de
nombreuses limites puisqu’ils sont souvent réalisés dans un contexte de déficits en AGPI n-3
et qu’ils ne distinguent pas clairement le potentiel des précurseurs AGPI n-3 et des AGPI-LC
n-3 ou les conséquences d’un déséquilibre dans le ratio AGPI n-6/n-3.

L’objectif de cette thése a donc été d’explorer les propriétés préventives des différents
types d’AGPI n-3, précurseurs ou a longue chaine, par le biais de deux alimentations sur le
développement de symptdémes de type autistique dans un modéle animal de toxicité
environnementale au VPA. Le VPA est un agent pharmacologique GABAergique utilisé pour
la régulation de I’humeur et contre les crises épileptiques. Il s’agit d’un modéle animal robuste
et chez lequel les conséquences comportementales, cellulaires et biochimiques de I’exposition
embryonnaire au VPA sur ’apparition de symptdmes dans la sphere des TSA ont été tres

largement documentés.
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Les souris femelles, dés leur gestation et jusqu’au sevrage de leur progéniture ont été
soumises a deux alimentations équilibrées, partageant le méme ratio de précurseurs n-6 et n-3
LA/ALA de 6. La premiére alimentation ne contient que des AGPI n-3 sous forme de ALA, qui
nécessitent une métabolisation en longue chaine comme le DHA et I’EPA pour étre incorporés
dans les membranes cérébrales tandis que la deuxieme alimentation est enrichie en AGPI-LC
n-3, i.e. en DHA et EPA. A partir du sevrage, la descendance est ensuite soumise & la méme
alimentation que leurs meres jusqu’a leur sacrifice en fin d’expérimentation.

Cette ¢tude longitudinale s’est intéressée a identifier les différents effets de I’alimentation
et du traitement sur la mére lors de la gestation mais aussi sur la progéniture présentant des
symptdmes de type autistiqgue. Nous nous sommes intéressés a une région cerébrale fortement
impliquée dans les TSA : le cervelet. Plusieurs approches ont permis d’établir d’une maniére

exhaustive les conséquences d’une telle alimentation différentielle a différents niveaux :

Au niveau comportemental : le comportement maternel a été étudié ainsi que le
développement, le comportement social et moteur chez la progéniture.

- Au niveau moléculaire : les profils d’acides gras dans le cervelet et le foie chez les
meres et la descendance ainsi que les marqueurs d’inflammation dans le cervelet ont
été analysés.

- Auniveau cellulaire : le nombre de cellules de PC a été quantifié dans le cervelet de
la descendance, spécifiqguement dans crus I et crus |1, deux régions impliquées dans
les fonctions cognitives et motrices.

- Auniveau de I’axe cerveau-intestin : les séquences liées au microbiote intestinal ont
été étudiées, concernant la composition et la richesse bactérienne ainsi que leur
abondance relative.

Dans leur ensemble nos résultats montrent qu’une alimentation équilibrée, correspondant

aux besoins en AGPI n-3 et n-6, permet de contrer les effets du traitement au VPA et protége
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contre des symptomes de type autistique. Une alimentation enrichie en AGPI-LC n-3 n’apporte
que peu de bénéfices additionnels.

Ces travaux sont d’un intérét particulier car ils démontrent pour la premicre fois qu’une
alimentation équilibrée en AGPI n-3 et n-6 semble suffisante pour prévenir les risques de
développement de TSA et que dans ces conditions, une supplémentation en AGPI-LC n-3 ne
semble apporter que des benéfices additionnels. Ces travaux orientent de fait vers une approche
personnalisée qui devrait prendre compte de 1’histoire nutritionnelle de la mére avant de
proposer des potentielles supplémentations. Enfin, nos travaux indiquent également que
I’homéostasie lipidique cérébrale est importante et nécessaire dans le cadre du
neurodéveloppement.

En perspective, nos travaux ouvrent la voie vers une investigation plus poussée visant a
déterminer la ou les peériodes critiques durant lesquelles les deux alimentations étudiées

permettent de protéger contre un phénotype autistique face a une agression environnementale.
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CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES
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Afin de réaliser ce projet de these longitudinal, nous avons utilisé une grande variété de
matériels et méthodes. Nous avons eu recours a un modele animal murin environnemental de
TSA pour nous permettre d’étudier extensivement les aspects comportementaux, cellulaires,
moléculaires et métaboliques de la physiopathologie en lien avec une alimentation
supplémentée en AGPI-LC n-3.

Tout d’abord, nous avons fait le choix du modéle murin environnemental d’exposition
in utero au VPA de TSA. Ce modele a été extensivement caractérisé, notamment au sein de
notre laboratoire, et présente une bonne validité de construction, apparente et prédictive (Al
Sagheer et al. 2018; Mabunga et al. 2015; Nicolini & Fahnestock 2018). Pour cela, nous avons
utilisé des souris femelles C57BI1/6J (Laboratoires Janvier, Etats-Unis) qui ont recu du VPA
(450mg/kg ; Sigma-Aldrich, P4543) par le biais d’une injection intrapéritonéale (i.p.) & E12.5
afin de générer une descendance aux symptémes autistiques (Al Sagheer et al. 2018).

Nous avons congu avec 1’aide de collaborateurs et de ’entreprise SAFE (SAFE, Augy,
France), deux aliments isocaloriques aux différents niveaux et composition d’AGPI n-3 (LNA
vs DHA/EPA) et un ratio LA/ALA équilibré de 6 pour répondre aux objectifs énoncés de cette
these. Ces deux aliments ont été fournis aux souris femelles gestantes des leur premier jour de
gestation, tout au long de la lactation, puis directement a leur descendance apres le sevrage, a
la quatrieme semaine post-natale (P28), jusqu’a leur sacrifice a I’dge adulte. L’aspect

longitudinal est au centre de cette étude.

.  Comportement animal
Nous avons commencé notre étude en explorant le comportement animal chez les méres
et la descendance de fagcon longitudinale. Les males et les femelles des différentes portées ont

éteé étudiés de facon séparée.
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A. Test de récupération des souriceaux (P9)

Ce test réalisé au P9, consiste a séparer la mére et sa portée pendant 5 minutes, puis de
les remettre dans leur cage d’hébergement et d’enregistrer en vidéo du dessus le comportement
maternel pendant 15 minutes. L’analyse a été réalisée sur Solomon Coder (Andras Péter, Keele,

UK) et nous a permis de quantifier des parameétres dirigés et non dirigés vers la portée.

B. Réflexe de redressement (P9, P11 et P13) et ouverture des yeux (de P12 a
P16)

Le réflexe de redressement est réalisé a P9, P11 et P13 pour étudier I’évolution de ce
réflexe qui consiste a placer le souriceau sur le dos et a quantifier le temps que prend le
souriceau a se remettre sur ses quatre pattes. L’observation de I’ouverture des yeux est quant a
elle réalisée tous les jours de P12 a P16, ou I’on score 1’animal selon le nombre d’yeux

ouverts (0, 1 ou 2).

C. Test des trois chambres (entre P45 et P60)

L'interaction sociale a été évaluée a l'aide du test des trois chambres. L'appareil est
constitué d'un caisson en Plexiglas (60x45x22 cm) cloisonné en trois chambres avec des portes
escamotables. Une habituation de 5 minutes dans la chambre du milieu est réalisée avec les
portes fermées. La premiere phase consiste a proposer deux stimuli non sociaux identiques
(gobelets métalliques inversés) placés dans les deux chambres. La deuxiéme phase comprend
un stimulus non social et un stimulus social (une souris naive sans contact préalable avec
I'animal testé). Chaque phase dure 10 minutes, durant lesquelles le temps passé dans chaque

chambre est quantifié.
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D. Test du cylindre (entre P45 et P60)

Le test du cylindre permet de mesure 1”'activité spontanée de 1’animal. Les souris ont été
placées dans un cylindre de plexiglas transparent (diametre : 12 cm) et leur activité a été filmée
pendant 10 minutes. La fréquence et la durée cumulée de redressements et d’auto-toilettage ont

été quantifiés.

E. Analyse de la marche (entre P45 et P60)

L’analyse de la marche a été réalisée au cours de trois essais de marche spontanée de
I’animal a l'aide d'un systeme automatisé (GaitLab, Viewpoint). L'appareil est constitué d'un
couloir en verre de 1,5 m de long avec une faible lumiere verte projetée sur la passerelle en
verre. Une caméra placée en dessous capture les paramétres spatiaux et cinétiques des

empreintes. Plusieurs parameétres cinétiques, temporaux et spatiaux ont été analysés.

Il.  Analyses stéréologiques

Apres les tests comportementaux, un maximum de 2 animaux de méme sexe et de méme
portée a été sélectionné au hasard pour I'analyse histopathologique, les profils d’acides gras, les
marqueurs d’inflammation ainsi que le séquencgage du métagénome du microbiote intestinal.

Pour les analyses stéréologiques, des coupes flottantes du cervelet en série de 50 um ont
été réalisées au cryostat (CryoStar NX70, Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham,
Massachusetts) et stockées a -20°C jusqu'a utilisation. Une section de cervelet sur quatre a été
montée sur des lames recouvertes de gélatine, les PC du cervelet ont été identifiés par coloration
au crésyl violet/rouge neutre. Des estimations stéréologiques ont été effectuées a l'aide de la
méthode du fractionnement optique et d'un échantillonnage aléatoire systématique pour obtenir
le nombre total de PC dans les régions crus I et crus 1. Chaque région d'intérét a été décrite sur

la base de I'atlas du cerveau de la souris a un objectif de 2,5% et les neurones ont été comptés a
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un objectif de 40 x a I'aide du logiciel Mercator (Explora Nova). Des zones de garde supérieure
et inféricure de 1 um ont été définies en haut et en bas de la section pour exclure les profils

perdus et chaque neurone ou noyau visible a été compte.

1.  Analyses des profils d’acides gras

Pour les analyses des profils d’acides gras et les marqueurs d’inflammation, les souris ont
été profondément anesthésiées par le biais d’une injection i.p. de pentobarbital sodique dilué
dans de la solution saline a 0,9% (120 mg/kg) et perfusées par voie transcardiaque avec un
tampon phosphate alcalin (PBS) a 4°C. Le cerveau ainsi que le foie ont ainsi été récupérés et
congelés a I’aide d’un dispositif de congélation rapide Snapfrost (Alphelys, Plaisir, France).
Les profils d’acides gras cérébelleux et hépatique ont été obtenus par 1’équipe du Dr Niyazi
Acar (CGSA, Dijon, France) selon la méthode décrite dans 1’article inclus dans cette these.
Nous avons fait le choix de nous focaliser sur les AGPI n-3 et n-6, et de fagon plus extensive
sur les AGPI-LC n-3 et n-6, le DHA et I’AA respectivement, pour étudier I’impact des deux

alimentations différenciées sur ces niveaux.

IVV. Analyses des marqueurs d’inflammation

Ces analyses de marqueurs d’inflammation sont basées sur des travaux antérieurs de
I’équipe du Dr Sophie Layé (Chataigner et al. 2021). L'ARN d’un I'hémi-cervelet des méres et
des descendants males et femelles a été extrait a lI'aide du kit d'extraction TRIzol (Invitrogen,
Life Technologies, Saint-Quentin-Fallavier, France). Des amorces spécifiques TagMan® ont
été utilisées pour amplifier les genes d'intérét : TNF-o (Mm00443258 ml), cytokine pro-
inflammatoire, tumor growth factor béta 1 (TGF-p1) (MmO01178820_m1), géne microglial et
anti-inflammatoire, et arginase 1 (ARG-1), géne microglial et anti-inflammatoire

(MmO00475988 m1). Les données ont été analysées a l'aide de la méthode du cycle de seuil
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comparatif (Ct) et les résultats ont été exprimés sous forme d’expression relative par rapport au

gene de menage, la B-2-microglobuline (B2m; Mm00437762_m1).

V. Analyses du microbiote intestinal

Ces travaux ont été réalises en collaboration avec le Dr Maxime Pichon de I’équipe du
Dr Christophe Burucoa du CHU de Poitiers (Inserm U 1070). Pour étudier le microbiote
intestinal des souris, les féces ont été recueillis a trois temps : P15, P20 et P22 chez la mere,
correspondant a la période de lactation ainsi qu’a P36, P41 et P43, période post-sevrage chez
la descendance. Les échantillons ont ensuite été conservés dans un tampon contenant des
inhibiteurs de RNAses (RNA Protect, Qiagen, Venlo, Pays-Bas) a + 4°C pendant quelques jours
puis a -80°C jusqu’a extraction et la quantification de I’ADN, puis la préparation des librairies
et le séquencage. La raréfaction (sous-échantillonnage a 5000 séquences par échantillon) a été
effectuée avant la détermination des mesures de diversité alpha (indices de Chaol et de
Shannon) et les mesures de diversité béta (indices de dissimilarité de Bray-Curtis et de UniFrac
pondéré (Lozupone et al. 2007) ont été estimées. L’analyse de la composition microbienne
(ANCOM) a été réalisée afin d’identifier les genres différentiellement abondants parmi les

groupes (Mandal et al. 2015).
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CHAPITRE 1: A Dbalanced omega-6/omega-3
polyunsaturated fatty acid diet suffices to prevent autism
spectrum disorder symptoms in an environmental mouse
model

. Résumé

Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes intéressés aux effets des AGPI n-3 sur les
symptomes des TSA. En effet, il a été montré précédemment qu’une supplémentation en AGPI
n-3 par le biais de 1’alimentation, et notamment en AGPI-LC n-3, réduisait les symptomes
moteurs et sociaux caractéristiques des patients avec des TSA mais aussi des modeles animaux
génétiques et environnementaux de TSA.

Nous nous intéressons ici au modéle de TSA reconnu et pertinent dans notre étude :
I’exposition in utero au VPA chez la souris gestante. Ce modele environnemental est largement
étudié et reconnu pour ses validités de construction, apparente et prédictive. Peu d’études
néanmoins s’intéressent aux potentiels effets thérapeutiques des AGPI n-3 sur ce modéle, et de
facon encore plus rare aux potentialités liées aux longues chaines ou précurseurs ou au ratio n-
6/n-3 L’objectif de ce projet a donc été d’étudier les effets protecteurs contre les TSA de deux
alimentations des le premier jour embryonnaire jusqu’au sacrifice de I’animal a I’age adulte.
L’une dispose d’un apport d’AGPI n-3 sous la forme du précurseur ALA et un ratio LA/ALA
de 6, et I’autre est largement enrichie en AGPI-LC n-3, DHA et EPA, et avec le méme ratio
LA/ALA de 6. Par leurs ratios LA/ALA égaux et équilibrés par rapport une alimentation
industrielle (LA/ALA 15-25), ces deux alimentations sont considérées comme bénéfiques.

Une grande variété de matériels et méthodes a été utilisée dans le cadre de ce projet,
présentée dans la section Matériels et Méthodes de ce manuscrit et détaillée dans I’article ci-

apres et qui est soumis pour publication au moment de I’impression de la these.
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Nous avons pu montrer tout d’abord que le comportement maternel n’était ni influencé
par le traitement au VPA ni par I’alimentation. En effet, aucun des parametres étudiés lors du
test de récupération des souriceaux réalisé a P9 n’a montré de différences entre les groupes
experimentaux maternels. Concernant la descendance, nous avons réalisé une analyse
comportementale longitudinale, dont les détails des comparaisons statistiques sont situés en
annexe. Nous avons commencé par une observation de I’ouverture des yeux (de P12 a P16) et
du réflexe de redressement (P9, P11 et P13), représentant des étapes développementales
cruciales chez le souriceau. Ces deux approches qualitatives ont révélé que 1’alimentation
enrichie en AGPI-LC n-3 donne lieu a un retard développemental chez les males et les femelles,
dépendamment du traitement. Une analyse comportementale a I’age adulte a ensuite été
réalisée, avec une focalisation sur la sociabilité, la motricité et la marche. De fagon intéressante,
tous les groupes expérimentaux, indépendamment du sexe, du traitement et de 1’alimentation,
présentent un comportement social typique et sans stéréotypies motrices. Seules la fréquence
et la durée cumulée des évenements de redressements lors du test du cylindre ont montré que
I’interaction entre le traitement au VPA et I’alimentation équilibrée avec le précurseur d’AGPI-
LCn-3, ALA, donnent lieu a une augmentation de ces parameétres. L’alimentation supplémentée
en AGPI-LC n-3 permet de normaliser ce comportement, et ce, chez les deux sexes. L’étude de
lamarche, quant a elle, montre que différents types de parametres sont affectés par le traitement,
selon le sexe. Les souris males exposées au VPA et a I’alimentation enrichie en AGPI-LC n-3
présentent le plus de différences avec les autres groupes, notamment dans les parameétres
morphologiques (largeur, longueur et aire de la patte) et de marche (longueur de la foulée et
temps de balancement). Les souris femelles exposées au VPA et a I’alimentation équilibrée
déficiente en AGPI-LC n-3 présentent une diminution de parameétres cinématiques. Ces

différences restent néanmoins modestes dans leur amplitude, leur nombre et leur variété par
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rapport aux troubles moteurs identifiés dans plusieurs modeles animaux de TSA, qu’ils soient
génetiques ou environnementaux.

Associées a cette étude comportementale, nous avons realise des études cellulaires et
moléculaires. Une perte neuronale significative au niveau des PC dans les sous-lobules
cérébelleux crus | et crus Il avait été documentée dans plusieurs modeles animaux de TSA, y
compris dans notre propre équipe (Al Sagheer et al. 2018; Haida et al. 2019; Matas et al. 2021,
Thabault et al. 2022). Dans le cadre de ce projet de thése, nous avons montré que les deux
alimentations protégent contre cette perte neuronale induite par le VPA.

Concernant les profils d’acides gras, nous avons montré que les niveaux d’AGPI-LC n-3
et n-6 comme le DHA et I’AA respectivement étaient fortement influencés par le type
d’alimentation. En effet, I’alimentation enrichie en AGPI-LC n-3 a augmenté de fagon drastique
les niveaux de DHA dans le foie et diminué les niveaux de AA dans le foie et dans le cervelet,
indépendamment du traitement, chez les deux sexes de la descendance ou chez les meéres.
Néanmoins, les niveaux de DHA dans le cervelet étaient équivalents chez les males et chez les
meres. Ceci indique qu’un apport direct et conséquent en DHA par 1’alimentation ne permet
pas une augmentation drastique des niveaux de DHA cérébelleux, et qu’une alimentation avec
ALA comme seule source d’AGPI n-3 est suffisante pour atteindre des niveaux de DHA
importants.

Les AGPI n-3 et n-6 étant reliés aux processus pro- et anti-inflammatoires
respectivement, nous avons étudié 1’expression des marqueurs inflammatoires dans le cervelet.
De légéres différences ont été retrouvées mais exclusivement chez les femelles et dans un seul
parameétre (TNF-o), ne permettant pas de conclure & une augmentation majeure de
I’inflammation. Le microbiote intestinal est également relié¢ aux processus inflammatoires et de
ce fait, les diversités alpha et béta ainsi que I’abondance des phyla bactériens ont été étudiés.

Nous n’avons pas observé de différences majeures entre les groupes expérimentaux chez la
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descendance, que cela soit chez les méles et femelles. Chez les méres néanmoins, le traitement
VPA a augmenté¢ la dissimilarité quelle que soit I’alimentation, avec le groupe exposé au VPA
et supplémenté avec des AGPI-LC n-3 le plus dissimilaire. De plus, 1’abondance relative des
Bacteroidetes et des Actinobacteria a également été augmentée dans ce groupe.

Les résultats que nous avons obtenus mettent en exergue différents effets des AGPI-LC
n-3, selon le sexe, I’age de I’animal et 1’état physiologique. En effet, malgré le retard
développemental di aux AGPI-LC n-3, les animaux adultes avec cette alimentation ne montrent
pas de deficits comportementaux majeurs. lls présentent une sociabilité normale sans
stéréotypies motrices, avec quelques parameétres de marche modérément impactés avec une
prévalence plus importante chez les males. Nous avons pu montrer ici qu’une supplémentation
en AGPI-LC n-3 était suffisante pour normaliser les niveaux d’activité globale de I’animal
exposé in utero au VPA. L’activité globale est communément un paramétre observé dans des
modeles d’anxiété et de dépression, des comorbidités retrouvées chez les patients et les modéles
animaux avec des TSA.

De plus, I’analyse de la marche a permis de mettre en évidence des différences entre
males et femelles, les femelles étant davantage protégées du traitement VPA avec I’alimentation
supplémentée en AGPI-LC n-3. Ceci pourrait étre lié a des différences métaboliques relatives
aux estrogenes entre les deux sexes. De facon intéressante, les résultats de comptage
stéréologique cellulaire dans les régions cérébelleuses crus | et crus Il sont en phase avec les
résultats comportementaux et notre hypothese principale. En effet, il n’y a pas de différences
entre les groupes expérimentaux dans ces deux analyses, que nous interprétons comme une
suffisance de 1’alimentation équilibrée mais déficiente en AGPI-LC n-3 pour protéger contre
les symptdmes comportementaux et corrélats cellulaires de TSA. Les résultats des profils d’AG
cérébelleux confirment également cette hypothese. En effet, les niveaux de DHA cérébelleux

sont équivalents, quel que soit le traitement ou I’alimentation, avec 1’exception des femelles
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VPA ou I’alimentation €quilibrée n’est pas suffisante pour atteindre les niveaux de DHA des
autres groupes expéerimentaux ; cependant cette différence reste modérée en amplitude. Ceci
indique qu'au-dela d'un régime alimentaire équilibré en n-6/n-3, la supplémentation en AGPI-
LC n-3 n’est pas gage de niveaux élevés cérébelleux et qu’une alimentation avec ALA comme
seule source d’AGPI n-3, permet a elle seule d’augmenter les niveaux de DHA cérébelleux.
Les AGPI-LC n-3 et n-6 jouant un rdle crucial dans les processus inflammatoires, nous avons
cherché a savoir si le profil inflammatoire du cervelet était altéré par nos régimes alimentaires.
Chez les femelles exclusivement, les niveaux de TNF-a augmentent Iégérement en relation avec
le traitement et 1’alimentation, ce qui n’indique pas obligatoirement une augmentation notable
de l’inflammation. Dans leur ensemble, ces résultats sur les profils d'acides gras et
inflammatoire mettent en évidence quelques différences entre males et femelles et une relative
sensibilisation des femelles a la supplémentation en AGPI-LC n-3.

Les patients atteints de TSA souffrent de probléemes GI qui seraient liés a une dysbiose
intestinale, c'est-a-dire d'un déséquilibre de la composition microbienne. Des différences de
diversité alpha et béta ainsi qu’un déséquilibre entre les phyla Bacteroidetes et Firmicutes ont
été systématiquement retrouvés dans le modéle de souris VPA de TSA. Il a été démontré que
la supplémentation en AGPI-LC n-3 contribue a la diversité et a I'noméostasie du microbiote.
Ici, nous n'avons trouvé aucune différence dans la diversité alpha, la diversité béta ou
I'abondance des phyla chez les descendants males ou femelles, quels que soient le sexe, le
traitement ou le régime alimentaire. Cela renforce encore notre hypothése selon laquelle la
supplémentation en AGPI-LC n-3 avec du DHA et de I'EPA n'apporte que des bénéfices limités
par rapport a une alimentation équilibrée en AGPI n-6/n-3, et que I'ALA suffit a protéger des
symptdmes de TSA induits par le VPA et des effets cellulaires, biochimiques, et les

conséquences métaboliques.
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En conclusion, nous avons pu montrer que les deux alimentations suffisaient pour
protéger la descendance de la majorité des symptomes des TSA engendrés par 1’exposition in
utero au VPA. Les femelles, comparées aux males, semblent bénéficier d’un effet protecteur
modéré de I’alimentation supplémentée en AGPI-LC n-3. Cette étude révéle aussi que les meres
semblent étre les plus touchées par le VPA, notamment au niveau de leur microbiote intestinal
et des profils d’acides gras au niveau du cervelet. Seule 1’alimentation supplémentée en AGPI-

LC n-3 serait bénéfique dans ces conditions.
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Abstract (293 words, limit is 300)

Exploration of potential nutritional therapies in autism spectrum disorder (ASD), notably through
omega-3 polyunsaturated fatty acid (n-3 PUFA) supplementation, have been explored but remain
elusive as to their specific contribution to the phenotype and their potential in ameliorating cardinal
symptoms of the disease. Here, we compared the effects of two diets that differ in their n-3 PUFA
species on ASD symptoms in the valproic acid (VPA) mouse model. For this, pregnant C57BL/6J
females were i.p. injected with VPA at embryonic day 12.5 (E12.5; 450mg/kg) and fed with either a
balanced diet (n-3 bal) with alpha-linolenic acid (ALA) as the only n-3 PUFA source or a n-3 long-
chain PUFA (LCPUFA) supplemented diet (n-3 supp) with docosahexaenoic acid (DHA) and
eicosapentaenoic acid (EPA) as the major n-3 PUFA species. Diets were provided starting EO,
throughout lactation and on to the offspring after weaning through adulthood. Maternal and pup
behaviors were investigated followed by social, motor and gait behavior in young adult offspring.
Post-mortem investigations included cerebellar Purkinje cell (PC) count, liver and cerebellar fatty
acid (FA) composition, inflammation markers’ levels and microbiota composition. All experiments
were performed separately on male and female offspring. Developmental milestones were delayed in
the n-3 LCPUFA groups, whatever the treatment. VPA-exposed offspring did not show social
deficits, stereotypies, or PC loss. Global activity and gait were altered by diet and treatment with sex
differences. TNF-alpha cerebellar levels were slightly increased by n-3 LCPUFA supplementation,
only in females. With both diets, VPA did not alter microbiota composition in male and female
offspring nor cerebellar n-3 LCPUFA levels, except in females. Our results indicate that a balanced
n-3/n-6 PUFA diet may suffice to protect from ASD symptoms and physiopathology, and that n-3
LCPUFA supplementation brings limited benefits in the VPA mouse model.
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Introduction

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by persistent
deficits in communication and social interactions, and restricted repetitive behaviors, interests, or
activities . Imaging and post-mortem studies in ASD patients have identified the cerebellum as one
of the major affected brain regions with reduction of its volume and decreased Purkinje cell (PC)
number 2. Similar findings were observed in both genetic and environmental animal models, where
the cerebellar regions crus | and crus Il involved in motor and cognitive functions were shown to be
the most affected by PC loss, with sex differences 3. Many comorbidities are also associated with
ASD including inflammation, gastrointestinal and eating disorders &7. There is currently no cure or

preventive strategies for this disease other than symptomatologic.

Polyunsaturated fatty acids (PUFAS) from the omega-6 and omega-3 (n-6 and n-3) families are found
in large quantities in brain cell membranes and are crucial for brain function and development &°.
Linoleic acid (LA, n-6) and alpha-linolenic acid (ALA, n-3) are essential fatty acids (FA) that cannot
be synthetized by mammals and need to be provided through diet. Consumed LA and ALA are
metabolized into long-chain (LC) PUFA, arachidonic acid (AA, n-6) and eicosapentaenoic acid (EPA,
n-3)-docosahexaenoic acid (DHA, n-3), respectively. Additional dietary supply from fatty fish is

necessary to reach the recommended DHA and EPA brain levels °.

PUFAs from the mother are crucial for the developing fetus brain during the perinatal period °. Studies
showed that high n-6/n-3 ratio in this critical period may lead to aberrant brain lipid composition,
metabolism, and signaling pathways 112, This in turn may be associated with neurodevelopmental
and psychiatric disorders 81314, Thus, n-3 PUFA supplementation during the perinatal period for

prevention and at adulthood for correction of ASD have been studied in clinical and animal settings.

While several studies point to potential benefits of PUFA supplementation during the perinatal period,
the exact contribution of n-6 and n-3 PUFAs species (i.e precursor versus long-chain) and the
contribution of the n-6/n-3 ratio on neurodevelopmental disorders are not well defined. This, along
with the conflicting results obtained in clinical ASD studies, prompt us to perform a large scale and
a side-by-side comparison of two diets. The first is a balanced diet (n-3 bal) with linolenic acid (ALA)
as the only n-3 PUFA source and the second is a n-3 long-chain PUFA (LCPUFA) supplemented diet
(n-3 supp) with docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA) as the major sources
of n-3 PUFA species. This was performed in the valproic acid (VPA) mouse model of ASD, in males

and females analyzed separately. Prior to this study, we had recently performed a full-scale analysis
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of this ASD mouse model on a wide range of behaviors with molecular and cellular correlates from
early postnatal age to adulthood with special focus on motor behavior and cerebellar implications
under a regular animal facility diet . We showed major social deficits, stereotypies and cerebellar
motor and gait disorders in the VPA ASD mouse model which were correlated with cerebellar
regional PC loss in crus | and crus II. This allowed us to obtain a solid starting point to investigate n-
3 LCPUFA supplementation effects on the ASD phenotype. Here, we extend our analysis to
inflammation and FA parameters with microbiome, to determine their implication in dam and in male

and female offspring behavioral, cellular and metabolic responses to differential diets.

Methods and Materials
Animals and treatment

Animal housing and experimental procedures were performed in accordance with the European
Union directive (2010/63/EU) and validated by the ethics committee (Approval #
202002051628899). C57BL/6J mice (Charles River Laboratories) were housed in ventilated cages
with access to food and water ad libitum. Room temperature was maintained at 23°C on a 12-h-light/-
dark cycle (08:00-20:00).

A total of 337 mice were used in this study: 55 females and 44 males were used for mating, resulting
in 120 female and 118 male offspring. From the first gestational day (EO) and throughout gestation
and nursing, pregnant females were fed with a balanced isocaloric diet supplemented with n-3
LCPUFA (DHA and EPA) (n-3 supp) or not (n-3 bal) until weaning of their litter (SAFE, Augy,
France). Both diets had a LA/ALA ratio of 6, meaning that they share the same amount of n-3 and n-
6 precursors but not of n-3 LCPUFA (detailed description of diets are provided in Suppl. Table I).
Pregnant females received a single i.p. injection of either VPA (450mg/kg, Sigma-Aldrich, P4543)
or saline solution (NaCl 0.9%) at gestational day E12.5 as previously described 315, After giving birth,
dams were allocated to four experimental groups depending on prenatal treatment and diet: SAL
without n-3 LCPUFA (SAL/n-3 bal), VPA n-3 without LCPUFA (VPA/n-3 bal), SAL n-3 LCPUFA-
supplemented (SAL/n-3 supp) and VPA n-3 LCPUFA-supplemented (VPA/n-3 supp) (timeline and
experimental procedures are detailed in Suppl. Fig. 1). Male and female offspring were separated at
weaning (postnatal day 28, P28) into one of the following 8 groups for behavior analysis: 29 males
and 39 females SAL/n-3 bal, 36 males and 27 females SAL/n-3 supp, 27 males and 28 females

VPA/n-3 bal, and 26 males and 26 females VPA/n-3 supp. For microbiota, FA profile and
4
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inflammation markers, the same animals were used: 5 randomly selected animals per group, with a

maximum of 2 animals from the same litter and sex.
Maternal and offspring behavior procedures

Maternal behavior experiments were performed on SAL/n-3 bal (n=15), SAL/n-3 supp (n=14),
VPA/n-3 bal (n=13), and VPA/n-3 supp (n=12) groups. Dam performances on pup retrieval were
assessed at P9. For this test, both the litter and the dam were removed and separated from the home
cage for 5 minutes before being placed back. Dam behavior directed towards the pups, or the
environment was recorded for 15 minutes and analyzed on Solomon Coder (Andras Péter, Keele,
UK).

Developmental milestones on all offspring were assessed by measuring righting reflex at P9, P11 and
P13 as well as eye opening from P12 to P16. Spontaneous activity in the cylinder was recorded at
P48 for grooming and rearing scoring using Solomon Coder (Andras Péter, Keele, UK) as previously
described 6. Spatial, temporal, and kinematic gait parameters were analyzed during spontaneous
walk at P49 using an automated gait analysis system (Gaitlab, Viewpoint, France) as previously
described 2. Social interaction was assessed between P50 and P60 using the three-chamber test (3-

CT) as previously described 3*7.
Tissue processing, immunohistochemistry and stereology counting

Animal perfusion, brain retrieval, tissue sectioning and cresyl violet/neutral red staining were
performed as previously described 4. Stereological estimates of Purkinje cell (PC) number within crus
I and 11 cerebellar regions were obtained using the optical fractionator method (Mercator Software,
Explora Nova, France) and systematic random sampling as previously described * in the following
groups: [Crus I: SAL/n-3 bal (males n=11 and females n=13), SAL/n-3 supp (males n=11 and females
n=7), VPA/n-3 bal (males n=10 and females n=11) and VPA/n-3 supp (males n=10 and females n=9)]
and [Crus Il: SAL/n-3 bal (males n=11 and females n= 12), SAL/n-3 supp (males n=12 and females
n=9), VPA/n-3 bal (males n=10 and females n=11) and VPA/n-3 supp (males n=10 and females n=9].

Fecal microbiome analysis

Fecal samples were collected from both the dam through lactation period (P15, P20 and P22) and the
litter after weaning (P36, P41 and P43). Samples were conserved at -80°C in nucleic acid conservative
buffer until DNA extraction (RNA Protect, Qiagen, Venlo, The Netherlands). Wet-lab and

bioinformatic analysis were performed as previously described 1819, After verification on rarefaction
5
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curve, rarefaction (subsampling to 5000 sequences per sample) was performed before determination
of alpha diversity metrics (Chaol’s and Shannon’s indexes), and beta diversity metrics (Bray-Curtis
dissimilarity and weighted UniFrac 2°). ANCOM was used to identify differentially abundant genera
among the groups 2. Raw data are available under the SRA accession numbers (SRR19906240 to
SRR19906299).

Analysis of inflammation makers by qPCR

RNA expression of major genes implicated in inflammatory process was investigated as previously
described . Briefly, RNA from hemi-cerebellum of dams and male and female offspring was
extracted using TRIzol extraction kit (Invitrogen, Life Technologies, Saint-Quentin-Fallavier,
France). Purity and concentration of RNA were determined using a Nanodrop 1000
spectrophotometer (Nanodrop technologies, Wilmington, DE, USA) and a bioanalyzer (Agilent, Les
Ulis, France). Reverse transcription was performed on one or two micrograms of RNA by Superscript
IV (Invitrogen, Life Technologies, Saint Aubin, France). TagMan® specific primers were used to
amplify genes of interest as previously described 22 with a focus on tumor necrosis factor alpha (TNF-
alpha, Mm00443258_m1), transforming growth factor-beta 1 (TGF-beta 1, Mm01178820_m1) and
Arginase 1 (Argl, Mm00475988_m1l). The housekeeping gene was beta-2-microglobulin (B2M,
MmOQ0437762_m1). Fluorescence was determined on a LightCycler® 480 instrument Il (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 mMRNA expression.
Analysis of fatty acids in cerebellum and liver

FAs from the liver and the cerebellum were analyzed as previously described 23-25. Briefly, liver and
cerebellum FAs were extracted according to the Folch’s method 26, FAs were transmethylated
according to Morrison and Smith’s method 2’ and FA methyl esters (FAMESs) were analyzed on a
FOCUS GC gas chromatograph (Thermo Electron Corporation) equipped with a split injector and a
flame ionization detector. FAMEs were identified by making a comparison with commercial

standards. FA composition is expressed as the percentage of total FAs.
Statistical analyses

For experiments related to behavior, data are expressed as mean + Standard Error of the Mean while
cellular and metabolic experiments, data are expressed as median + min to max and analyzed using

GraphPad Prism-9 software (La Jolla, California, USA). Data were analyzed using two-way or three-

6

153

——
| —



way analysis of variance (ANOVAs) followed by Tukey post-hoc multiple comparisons test. For all
analyses, a p value < 0.05 was considered significant. Raw data and detailed statistical analysis on all
groups are available upon request.

Results
Maternal behavior is not affected by either VPA treatment or diet

VPA-exposed juvenile mice produce aberrant patterns of isolation stress-induced ultrasonic
vocalizations 2. This may influence in return maternal behavior, which is key to normal social and
motor development of offspring 2°. Here, we assessed various parameters related to maternal behavior
following pup separation in relation with treatment and diet (Suppl. Fig. 2). Two-way ANOVA
analysis indicated no differences between experimental groups, whatever the treatment or diet in
maternal care, nesting and stress related behaviors. In summary, our results indicate that VPA
treatment did not affect maternal behavior when mothers were fed either n-3 LCPUFA or its

precursors only.

Developmental milestones of offspring are delayed by n-3 LCPUFA supplementation

We have recently shown that prenatally VPA-exposed mice exhibit significant early postnatal
behavioral impairments 3. Here, we investigated eye opening time-period and righting reflex from P9
to P16 in relation to treatment and diet (Fig. 1). Eye opening was delayed in both male and female
SAL/n-3 supp mice compared to SAL/n-3 bal mice at P13 and only in males at P14. Eye opening was
also delayed in VPA/n-3 supp females compared to VPA/n-3 bal females at P13 and P14. In addition,
SAL/n-3 supp males showed an aberrant righting reflex at P9 and P13 compared to the SAL/n-3 bal
group and compared to the VPA/n-3 supp group at P13 only. Similar differences were found in
females at P11 but not at P13.

These results indicate that n-3 supp diet affected sensorimotor development in conjunction with VPA
treatment and sex of the animals.

No major behavioral or cellular alterations following VPA treatment whatever the diet
Among others, we have reported that prenatally VPA-exposed mice consistently show reduced social

behavior in the 3-CT test with mice under a regular animal facility diet 353, Here, using the same

experimental procedures in the same housing conditions, both diets prevented the VPA-induced
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sociability impairments in male and female young adult mice (Fig. 2A). Three-way ANOVA showed
that all groups have normal social abilities. A treatment effect was found in VPA/n-3 supp males that
were slightly more social than the SAL/n-3 supp group.

Stereotyped behavior has often been reported in various genetic and environmental animal models of
ASD 25, This behavior is reminiscent of repetitive behaviors in ASD patients and constitutes one of
the major symptoms used in the diagnosis of ASD 1. We have previously shown that prenatal exposure
to VPA significantly increases stereotyped behavior in both males and females as compared to
controls 3. Here, we found no differences in grooming parameters between groups, except on
grooming duration in females where VPA treatment had a significant effect but no subsequent
differences between groups were found (Fig. 2B). However, both VPA/n-3 bal male and female mice
showed an increased frequency and duration of rearing behavior compared to both SAL/n-3 bal and
VPA/n-3 supp mice (Fig. 2C). No differences in rearing between VPA/n-3 supp versus SAL/N-3 supp
groups or in SAL/n-3 bal versus SAL/n-3 supp groups were found.

Although gait impairments are not yet considered in the diagnosis criteria of ASD, they have often
been reported in both ASD patients and animal models 322, We have previously shown significant
gait deficits in genetic and environmental ASD animal models, including the VPA model 25, Here
we show moderate gait deficits, which were for the most part observed in the VPA/n-3 supp male
group as compared to the SAL/n-3 supp group (Fig. 3). For instance, dynamic and temporal
parameters such as stride length and swing time were affected. Morphological parameters such as
paw width, paw length and paw area were also altered by both treatment and diet. In females, only a
few parameters were affected, such as kinematic-related fore and hindlimbs base of support. VPA/n-
3 bal females showed a decreased base of support compared to the VPA/n-3 supp group on both

forelimbs and hindlimbs, and additionally to SAL/n-3 bal females for forelimbs only.

Taken together, these results indicate that both diets were able to reduce if not compensate for ASD
related social, motor and gait symptoms as only moderate to no differences between groups were
observed, whatever the treatment, diet, or sex.

We have previously shown significant PC number decreases in the crus | or crus Il cerebellar areas
in both environmental and genetic ASD animal models 3. Here, we examined PC number in crus |
and crus Il in all experimental groups (Suppl. Fig. 3). Two-way ANOVA analysis showed no

treatment or diet effect in either males or females.

These results indicate that both n-3 bal and n-3 supp diets protected from PC loss induced by VPA in
males and females alike.
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Diet, but not VPA treatment, differentially alter n-3 and n-6 LCPUFAs levels in the liver, but

not in the cerebellum

We assessed the FA profile of the liver and the cerebellum, a cerebral region high in terms of DHA
content and which is sensitive to changes in FA composition 3. Analyses were performed
longitudinally to compare dam and offspring FA profiles. Given that n-3 LCPUFA supplementation
was provided through diet, we analyzed, among others, levels of n-3 and n-6 LCPUFA, DHA and
AA (Fig. 4 and Suppl. Fig. 4). In the liver, in all n-3 LCPUFA supplemented groups, whether dams,
males or females, a significant increase (up to 3-fold) in DHA levels was found compared to n-3
balanced groups. In the cerebellum, DHA levels also increased in the VPA/n-3 supp compared to
VPA/n-3 bal, but only moderately (+25% approximately) and only in female offspring. Interestingly,
no group differences in DHA cerebellar levels were found in dams and male offspring. The AA levels
decreased in SAL/n-3 supp and VPA/n-3 supp groups compared to SAL/n-3 bal and VPA/n-3 bal
groups respectively both in the liver and the cerebellum and in males and females. However, dam AA
levels in the liver increased in the VPA/n-3 bal compared to both SAL/n-3 bal and VPA/n-3 supp.

These results indicate a major effect of n-3 LCPUFA supplementation on DHA and AA levels within
the liver but not within the cerebellum where DHA levels were equivalent, whatever the treatment

and diet.

Moderate to no alterations in inflammatory markers in conjunction with diet and treatment

N-3 PUFAs are associated with anti-inflammatory processes and could influence behavior output °.
Here, we investigated several inflammation markers in the offspring cerebellum: TNF-alpha, TGF-
beta, and ARG. No differences were found between groups for TGF-beta and ARG, whatever the sex.
However, TNF-alpha expression increased slightly in SAL/n-3 supp females compared to SAL/n-3
bal females. While VPA treatment increased TNF-alpha levels in males, no subsequent differences

between groups were found (Fig. 5).

In brief, moderate to no effects of diet or treatment on inflammation markers were observed.

Microbiota inter- and intra-diversity and bacteria relative abundance are not affected by diet

Microbiota has been shown to be influenced by in utero VPA treatment on offspring and by n-3 PUFA
supplementation or deficiency 3436, Using a n-3 balanced or n-3 LCPUFA supplemented diet, we
found no differences in alpha-diversity in either dams or offspring. Interestingly, offspring beta-
diversity was not different across groups, whereas dam beta-diversity increased by VPA treatment,

whatever the diet, with VPA n-3 suppl dams being the most dissimilar (Fig. 6A and Suppl. Fig. 5-7).
9
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Additionally, in dams, but not in offspring, relative abundance of Bacteroidetes and Actinobacteria
was increased in VPA/n-3 supp group compared to SAL/n-3 supp and VPA/n-3 bal group (Fig. 6B
and Suppl. Fig. 8). No differences were found in offspring’s microbial composition, except in males,
where Bray-Curtis dissimilarity analysis showed that the VPA/n-3 supp group has a higher microbial
composition compared to SAL/n-3 supp group (Suppl. Fig. 6). These results show no major
differences between diets on the offspring microbiota, whatever the treatment.

Discussion

In this study, we investigated the potential benefits of adding n-3 LCPUFA to a balanced diet starting
from the perinatal period to adulthood on a multiplicity of social, motor and gait behaviors as well as
on cerebellar cellular, molecular, and metabolic correlates in both male and female VPA mouse model
of ASD. We found that adult VPA-exposed animals, whatever the diet, were not showing social
deficits, stereotypies or cerebellar PC loss, all major hallmark of ASD. Developmental milestones,
gait and inflammatory profiles were only slightly affected by diet in conjunction with VPA prenatal
exposure. Microbiota composition was not altered in relation with diet and treatment. Additionally,
cerebellar DHA levels were somewhat equivalent, whatever the diet, while liver DHA levels
dramatically increased with a n-3 LCPUFA supplementation. Using dams and their offspring, we
were also able to perform longitudinal studies on several parameters. We found that while maternal
behavior was not altered by either treatment or diet, dams exhibited a change in their microbiota

composition and increased n-6 LCPUFA liver levels in conjunction with VPA treatment.

The n-3 LCPUFA supplemented groups exhibited a slight delay in both righting reflex and eye
opening, in accordance with previous studies reporting adverse consequences in postnatal
development after maternal dietary n-3 LCPUFA supplementation or deficiency during gestation and
lactation 37-%°, Contrary to the common misconception that elevated levels of n-3 LCPUFAs are
necessary beneficial, a change in the n-6/n-3 PUFA ratio, irrespective of its direction, was reported
to be deleterious during development, without major consequences at adulthood, although this also
depends on the animal model 42, Indeed, in both the BTBR and C57BL/6J mouse strains, body
weight was decreased following perinatal diet intervention whereas in the Fmrl KO mouse, body
weight was increased 4442, Here, ALA from the n-3 balanced diet did not lead to developmental
delays and was even able to normalize both righting reflex and eye-opening scores in VPA-exposed
animals. Metabolic studies on this matter may help unravel the mechanisms behind this

developmental delay.

10
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Deficits in social preference or social novelty and increased grooming behavior are repeatedly found
in several animal models of ASD including the VPA model under a standard diet, as we also reported
recently 3-5. Here, we found that both diets, n-3 balanced with and without n-3 LCPUFA, protected
against sociability deficits and stereotypy anomalies, two major ASD-associated symptoms. To our
knowledge, this study is the first to investigate n-3 PUFA precursor effects on social behavior since
the vast majority of studies compared n-3 LCPUFA supplementation and deficiency, where n-3
LCPUFA supplementation was shown to alleviate stereotypies and social behavior impairments 3.

We have previously shown, in the same experimental settings, that rearing, which represents global
activity, decreased in VPA-exposed animals fed with a standard diet 3. Here, the n-3 balanced diet
increased rearing behavior in VPA-exposed animals compared to controls and this was normalized
with n-3 LCPUFA supplemented diet. In physiological conditions, high n-3 LCPUFA
supplementation for 3 weeks after weaning reduces rearing *4, whereas in depression and anxiety

models, which are ASD comorbidities, opposite results are found *°.

Our previous work on several environmental and genetic ASD animal models fed with a regular diet
consistently showed motor and gait impairments 35, Gait is seldom explored in these models even
though ASD patients exhibit an irregular walk and balance difficulties associated with cerebellar
dysfunction 4. Here, we showed that diet had a differential effect on ASD VPA male and female
mice. The n-3 LCPUFA supplementation ameliorated gait parameters in females, with an increased
hindlimb base of support, suggesting better stability, whereas VPA-exposed males with n-3 LCPUFA
supplementation displayed dynamic, temporal and morphological impairments compared to controls,
albeit of a lower magnitude than what we observed with animals under a regular diet 2. These results
suggest moderate sex-dependent gait deficiencies in conjunction with n-3 LCPUFA supplementation,
possibly resulting from metabolic differences between males and females hypothesized to be

estrogen-related 7.

Crus I and crus |1 cerebellar regions are involved in both cognitive and motor functions, which make
them a target of choice in ASD physiopathology 246. A decrease in PC number has been widely
reported in both ASD patients and in animal models, including the VPA mouse model under a regular
animal facility diet 354952, Here, we showed that PC cell number in these regions was not altered
between groups, whatever the treatment, diet, or sex. These findings fit with our main hypothesis,
which is that the n-3 balanced diet is sufficient to protect from ASD behavioral symptoms and cellular
correlates and that supplementation with n-3 LCPUFA does not yield additional benefits in these

conditions.

11
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Furthermore, to determine whether n-3 PUFA supplementation is associated with higher n-3 PUFA
levels in the periphery or in the central nervous system, we investigated FA profiles in the liver and
the cerebellum. The n-3 LCPUFA supplemented diet was highly supplemented in DHA, whereas the
n-3 balanced diet contained only n-3 and n-6 precursors (ALA and LA), with shared LA/ALA ratio
of 6 in the two diets. Thus, our lipid analysis focused on n-3 and n-6 LCPUFA, DHA and AA
respectively. As expected, n-3 LCPUFA supplementation resulted in a drastic decrease in liver and
cerebellum AA levels in both males and females. However, we found increased DHA levels in the
liver in all groups. In the cerebellum, there was a diet effect with increased DHA levels in the VPA
female group, but not in males where equivalent DHA levels were found. This indicates that beyond
an-3 balanced diet, a n-3 LCPUFA supplementation does not further increase cerebellar DHA levels,
at least in the male groups. This suggests that this diet would bring limited if any benefit to the brain
metabolism, translating into limited to no additional beneficial effects on ASD behavioral symptoms.
These findings are in line with another study where a n-3 balanced diet with ALA as the only source
of n-3 PUFA sufficed to increase DHA and decrease AA levels in the cortex and protected from
deficits in emotional behavior in adult and old CD1 mice (2-5 months and 19-23 months) as compared
to a n-3 deficient diet 3. Previous studies have investigated the role of n-3 and n-6 LCPUFA on
inflammation and concluded that high DHA brain levels are linked to an anti-inflammatory profile
whereas high AA brain levels are correlated with a pro-inflammatory profile 345, We found that
TNF-alpha levels increased slightly in SAL/n-3 supp females only. Taken together, these results on
FA profiles and inflammation highlighted sex differences and female sensitization to n-3 LCPUFA

supplementation.

ASD patients suffer from gastrointestinal issues (GI) hypothesized to result from a microbiota
dyshiosis, i.e. a microbial composition imbalance 578, Differences in alpha and beta-diversity and an
imbalance in Bacteroidetes and Firmicutes have been consistently reported in the VPA ASD mouse
model 345, The n-3 LCPUFA supplementation was shown to contribute to microbiota diversity and
homeostasis *¢°, but studies on ALA effects are lacking. Here, we found no differences in alpha-
diversity, beta-diversity, or phyla abundance in either male or female offspring, whatever the sex,
treatment, or diet. This further consolidates our hypothesis that n-3 LCPUFA supplementation with
DHA and EPA brings only limited benefits compared to a balanced n-3/n-6 diet, and that ALA
suffices to protect from VPA-induced ASD symptoms and from cellular, biochemical, and metabolic

consequences in our conditions.

One of the strengths of this study is the global and longitudinal approach where, in addition to male
and female offspring analyzed separately, we also investigated treatment and diet influences on dams’

maternal behavior, liver and cerebellum FA profiles and microbiota composition. Maternal care
12
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received by the pups during the first postnatal weeks can affect their behavior in adulthood 612 and
in our hands, we did not find any differences on maternal behavior between the dams’ groups,
whatever the treatment or diet. These findings align with those of another study, where VPA treatment
did not affect maternal behavior 8. However, we found more drastic differences due to treatment and
diet interaction in dams than in offspring pertaining to maternal FA profiles and microbiota
composition. In fact, VPA-exposed dams with the n-3 balanced diet exhibited increased AA liver
levels, which were normalized with the n-3 LCUPFA supplementation diet. In addition, Bacteroidetes
and Actinobacteria proportion in VPA/n-3 supp dams increased, as did the beta-diversity in this
experimental group. Dams may be more sensitive to diet changes as they were fed with a regular diet

before gestation, whereas offspring were given the same diet from embryonic stage to adulthood.

Taken together, our findings indicate that n-3 LCPUFA supplementation brings only limited benefits
to the ASD phenotype in the VPA mouse model when compared with a n-3 balanced diet. These
beneficial effects were evidenced at the behavioral, cellular, and molecular levels, in both sexes,
although females seem to be somewhat more sensitive to n-3 LCPUFA supplementation. Additional
investigations are warranted, aiming at deciphering the underlying mechanisms of dietary effects on
ASD brains. They also need to consider sex and age differences, two parameters seldom investigated
at least in preclinical settings, where experiments are performed mostly in young adult males under a

regular diet.
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Legends of Figures and Tables

Figure 1: Developmental milestones of offspring are delayed by n-3 LCPUFA supplementation.
(A) Righting reflex time at P9 (top), P11 (middle) and P13 (bottom) in both males (left) and females
(right). n = 27 (SAL/n-3 bal male), 24 (VPA/n-3 bal male), 34 (SAL/n-3 supp male), 24 (VPA/n-3
supp male), 38 (SAL/n-3 bal female), 25 (VPA/n-3 bal female), 26 (SAL/n-3 supp female) and 24
(VPA/Nn-3 supp female) mice. (B) Eye opening score from P12 to P16 in both males (left) and females
(right). n = 29 (SAL/n-3 bal male), 27 (VPA/n-3 bal male), 36 (SAL/n-3 supp male), 26 (VPA/n-3
supp male), 39 (SAL/n-3 bal female), 28 (VPA/n-3 bal female), 27 (SAL/n-3 supp female) and 26
(VPAI/n-3 supp female) mice. Data are expressed as mean + SEM and were analyzed through a two-
way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p< .05, **p < .01, ***p < .001.

Figure 2: Offspring social, and grooming behavior are not altered by VPA following n-3
balanced and n-3 LCPUFA supplemented diets while rearing behavior is affected by a n-3
LCPUFA supplementation. (A) Phase Il from the 3-CT in both males (left) and females (right
females). n = 27 (SAL/n-3 bal male), 25 (VPA/n-3 bal male), 35 (SAL/n-3 supp male), 25 (VPA/n-3
supp male), 39 (SAL/n-3 bal female), 27 (VPA/n-3 bal female), 27 (SAL/n-3 supp female) and 26
(VPA/n-3 supp female) mice. Data are expressed as mean = SEM and were analyzed through a three-
way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p< .05, **p < .01, ***p < .001. SC:
social chamber, NSC: non-social chamber. (B) Number of grooming episodes and cumulative
grooming duration in both males (left) and females (right). (C) Number of rearing episodes and
cumulative rearing duration in both males (left) and females (right). n = 28 (SAL/n-3 bal male), 27
(VPA/n-3 bal male), 35 (SAL/n-3 supp male), 24 (VPA/n-3 supp male), 37 (SAL/n-3 bal female), 27
(VPA/n-3 bal female), 26 (SAL/n-3 supp female) and 26 (VPA/n-3 supp female) mice. Data are
expressed as mean + SEM and were analyzed through a three-way ANOVA for 3-CT or two-way
ANOVA for grooming and rearing behavior, followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p< .05,
**p < .01, ***p < .001.

Figure 3: Offspring gait analysis exhibited sex differences in relation with diet. (A) Paw width
in males. (B) Paw length in males. (C) Paw area in males. (D) Stride length in males. (E) Swing time
in males. n = 27 (SAL/n-3 bal male), 26 (VPA/n-3 bal male), 36 (SAL/n-3 supp male), 24 (VPA/n-3
supp male) mice. (F) Fore and Hindlimbs Base of Support in females. n=39 (SAL/n-3 bal female),

28 (VPA/n-3 bal female), 27 (SAL/n-3 supp female), 26 (VPA/n-3 supp female) mice. Data are
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expressed as mean + SEM and were analyzed through a two-way ANOVA followed by Tukey post-
hoc multiple analysis. *p < .05, **p < .01, ***p < .001.

Figure 4: n-3 and n-6 LCPUFA profiles are modified in the liver, but not in the cerebellum, in
relation with diet. Liver DHA and AA levels (top) in dams (left), offspring males (center) and
females (right). n = 5 mice per group except 4 on SAL/n-3 supp male AA levels. Cerebellum DHA
and AA levels (bottom) in dams (left), offspring males (center) and females (right). n = 5 mice per
group except 4 on SAL/n-3 bal male and VPA/n-3 supp female AA levels. Data are expressed as
median and min to max and were analyzed through a two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc
multiple analysis. *p < .05, **p < .01, ***p < .001.

Figure 5: Moderate to no alteration in inflammatory markers in relation with diet and
treatment. TNF-alpha cerebellar levels (top) in both males and females. n =5 (SAL/n-3 bal male), 5
(VPA/n-3 bal male), 4 (SAL/n-3 supp male), 4 (VPA/n-3 supp male), 4 (SAL/n-3 bal female), 5
(VPAI/n-3 bal female), 5 (SAL/n-3 supp female) and 5 (VPA/n-3 supp female) mice. TGF-beta
cerebellar levels (middle) in both males and females. n =5 (SAL/n-3 bal male), 5 (VPA/n-3 bal male),
5 (SAL/n-3 supp male), 4 (VPA/n-3 supp male), 5 (SAL/n-3 bal female), 5 (VPA/n-3 bal female), 5
(SAL/n-3 supp female), 4 (VPA/n-3 supp female) mice. ARG cerebellar levels (bottom) in both males
and females. n =5 (SAL/n-3 bal male), 5 (VPA/n-3 bal male), 5 (SAL/n-3 supp male), 4 (VPA/n-3
supp male), 5 (SAL/n-3 bal female), 5 (VPA/n-3 bal female), 5 (SAL/n-3 supp female), 4 (VPA/n-3
supp female) mice. Data are expressed as median and min to max and were analyzed through a two-
way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p < .05, **p < .01, ***p < .001.

Figure 6: VPA does not alter offspring microbiota inter- and intra-diversity nor offspring
microbiota relative abundance under both n-3 balanced and n-3 LCPUFA supplemented diets.
Microbial diversity: (A) Chaol index (first line) in dams (left), offspring males (center) and females
(right). n = 5 mice per group. (B) Bray-Curtis index (third line) in dams (leftl), offspring males
(center) and females (right). n = 10 (SAL/n-3 bal dam), 25 (VPA/n-3 bal dam), 25 (SAL/n-3 supp
dam), 25 (VPA/n-3 supp dam), 10 (SAL/n-3 bal male), 25 (VPA/n-3 bal male), 20 (SAL/n-3 supp
male), 25 (VPA/n-3 supp male), 10 (SAL/n-3 bal female), 25 (VPA/n-3 bal female), 25 (SAL/n-3
supp female) and 25 (VPA/n-3 supp female) mice. (C) Phyla abundance: Bacteroidetes abundance

(first line) in dams (left), offspring males (center) and females (right). n = 5 mice per group except 4
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in SAL/n-3 supp and VPA/n-3 supp male. Firmicutes abundance (second line) in dams (left),
offspring males (center) and females (right). n = 5 mice per group except 4 in SAL/n-3 supp male
and SAL/n-3 bal female. Data are expressed as median and min to max and were analyzed through a

two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p < .05, **p < .01, ***p < .001.
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Supplementary Table I: Fatty acid composition of the dietary lipids (% weight of total
fatty acids). FAs: fatty acids; LA: linoleic acid; AA: arachidonic acid; PUFAs: polyunsaturated
fatty acids; ALA: alpha-linolenic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; DPA: docosapentaenoic

acid; DHA: docosahexaenoic acid.

Diets n-3 bal n-3 supp

16:0 17.8 8.1
18:0 4.5 2.1
other saturated FAs 0.8 3.7
total saturated FAs 231 139
18:1n-9 26.7 13

other monounsaturated FAs 0.8 51
total monounsaturated FAs 275 18.1
18:2 n-6 (LA) 9.2 9.2
20:4 n-6 (AA) 0.3 0.6
Other n-6 PUFAs 0 0.6
total n-6 PUFAs 9.5 10.4
18:3 n-3 (ALA) 15 1.5
20:5 n-3 (EPA) 0 6.7
22:5 n-3 (DPA) 0 0.6
22:6 n-3 (DHA) 0 45
Other n-3 PUFAs 0 1.3
total n-3 PUFAs 15 14.6
total PUFAs 11 25
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n-3 bal diet or n-3 supp diet

.bsc” S \é" Postmortem analysis
& = s f Purkinje cell count
@ S & S o )
E0  E125 PO P9 P16 P28 P45 peo -ipidomic analysis
Cerebellum and Liver
Il Il Il | .
L) L] L) L - 1 Y ™
LJ .
Treatment v \ Fecal microbiota] Fecal microbiota Motor and social behavior Inflammation
VPA collection from | collection from Cylinder test Cerebellum
(450 mg/kg)  Maternal behavior Developmental dams litter Gait Lab
or Pup retrieval milestones v Three Chamber test Microbiota analysis
Saline Righting reflex
(0,9% NacCl) Eye opening Cerebellum & Liver collection from dams

Supplementary Figure 1: Experimental timeline and procedures. C57BL/6J pregnant
female mice were fed with a diet enriched with n-3 LCPUFA or with a diet deficient in n-3
LCPUFA from the first gestational day (EQ) until weaning of their litter. They received a single
intraperitoneal injection of either VPA (450mg/kg) or NaCl 0.9% at gestational day E12.5.
Fecal samples were collected both from dams at P15, P20 and P22 and offspring after weaning
at P36, P41 and P43. Behavioral investigations on offspring were performed between P9 and
P16 (juveniles) and then from P45 to P60 (young adults). This was followed by post-mortem
analysis of PC number within the crus | and Il cerebellar regions and cerebellar inflammation
markers, and for both dams and offspring fatty acid profile in liver and cerebellum and

microbiota composition were investigated.
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Supplementary Figure 2: Maternal behavior is not affected by VPA treatment or diet.

Several parameters were analyzed during the pup retrieval test at P9: (A) percentage of pups
retrieved, (B) time spent with a pup in mouth, (C) time spent interacting with pups (i.e. sniffing,

touching), (D) time spent digging, (E) duration of nest presence, (F) time spent arranging nest,

(G) time spent destroying nest, (H) latency to first retrieval (pup in mouth), (1) latency to first
pup in nest (FPIN), (J) time spent for the dam from taking the first pup in the mouth to putting
it in the nest, (K) latency to last pup in nest (LPIN), (L) time spent for the dam to retrieve all
pups (LPIN-FPIN). n = 15 (SAL/n-3 bal), 13 (VPA/n-3 bal), 14 (SAL/n-3 supp), 12 (VPA/n-3
supp) mice. Data are expressed as mean £ SEM and were analyzed through a two-way ANOVA

followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p< .05, **p < .01, ***p < .001.
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Supplementary Figure 3: VPA does not alter Purkinje cell number in both n-3 balanced
and n-3 LCPUFA supplemented diets. PC number in crus | (top) in both males (left) and
females (right). n = 11 (SAL/n-3 bal male), 10 (VPA/n-3 bal male), 11 (SAL/n-3 supp male), 9
(VPA/Nn-3 supp male), 13 (SAL/n-3 bal female), 11 (VPA/n-3 bal female), 7 (SAL/n-3 supp
female) and 9 (VPA/n-3 supp female) mice. PC number in crus Il (bottom) in both males (left)
and females (right). n = 11 (SAL/n-3 bal male), 10 (VPA/n-3 bal male), 12 (SAL/n-3 supp
male), 10 (VPA/n-3 supp male), 12 (SAL/n-3 bal female), 11 (VPA/n-3 bal female), 9 (SAL/n-
3 supp female) and 9 (VPA/n-3 supp female) mice. Data are expressed as median and min to
max and were analyzed through a two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple
analysis. *p < .05, **p < .01, ***p < .001.
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Supplementary Figure 4: Fatty acid composition is different in relation with diet, but not
treatment. (A) Different types of fatty acids in the cerebellum and the liver of dams, male and
female offspring. (B) Different categories of fatty acids in the cerebellum and the liver of dams,
male and female offspring. (C) n-3/n-6 ratio in the cerebellum and the liver of dams, male and
female offspring. n=5 mice per group. DPA: docosapentaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic
acid; AdA: adrenic acid; DGLA: dihomo-gamma-linolenic acid; EDA: eicosadienoic acid,;
SFA: saturated fatty acids; MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty

acids.
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Supplementary Figure 5: Detailed dam microbiota inter- and intra-diversity indexes. (A-
C) Alpha diversity indexes: (A) Shannon, (B) Simpson, (C) Pielou and (D) Faith-pd (E-G)
Beta-diverstity indexes: (E) Unweighted UniFrac, (F) Weighted UniFrac and (G) Bray-Curtis.
n =5 mice per group. Data are expressed as median and min to max and were analyzed through
a two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p < .05, **p < .01, ***p
<.001.
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Supplementary Figure 6: Detailed male offspring microbiota inter- and intra-diversity
indexes. (A-C) Alpha diversity indexes: (A) Shannon, (B) Simpson, (C) Pielou and (D) Faith-
pd. (E-G) Beta-diverstity indexes: (E) Unweighted UniFrac, (F) Weighted UniFrac and (G)
Bray-Curtis. n = 5 mice per group. Data are expressed as median and min to max and were
analyzed through a two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p < .05,
**p <.01, ***p < .001.
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Supplementary Figure 7: Detailed female offspring microbiota inter- and intra-diversity
indexes. (A-C) Alpha diversity indexes: (A) Shannon, (B) Simpson, (C) Pielou and (D) Faith-
pd. (E-G) Beta-diverstity indexes: (E) Unweighted UniFrac, (F) Weighted UniFrac and (G)
Bray-Curtis. n = 5 mice per group. Data are expressed as median and min to max and were
analyzed through a two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p < .05,
**p <.01, ***p < .001.
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Supplementary Figure 8: Dam, male and female offspring microbiota relative abundance.
Actinobacteria abundance (first line) in dams (left), offspring males (center) and females
(right). n = 5 mice per group except 4 in VPA/n-3 bal and SAL/n-3 supp male and VPA/n-3
supp female. Proteobacteria abundance (second line) in dams (left), offspring males (center)
and females (right). n = 5 mice per group except 4 in VPA/n-3 bal and SAL/n-3 supp male.
Deferribacteres abundance (third line) in dams (top), offspring males (middle) and females
(bottom). n =5 (SAL/n-3 bal dam), 5 (VPA/n-3 bal dam), 5 (SAL/n-3 supp dam), 5 (VPA/n-3
supp dam), 5 (SAL/n-3 bal male), 5 (VPA/n-3 bal male), 4 (SAL/n-3 supp male), 5 (VPA/n-3
supp male), 4 (SAL/n-3 bal female), 5 (VPA/n-3 bal female), 4 (SAL/n-3 supp female) and 4
(VPA/Nn-3 supp female) mice. Patescibacteria abundance (fourth line) in dams (top), offspring
males (middle) and females (bottom). n = 4 (SAL/n-3 bal dam), 4 (VPA/n-3 bal dam), 5
(SAL/n-3 supp dam), 5 (VPA/n-3 supp dam), 4 (SAL/n-3 bal male), 5 (VPA/n-3 bal male), 4
(SAL/n-3 supp male), 5 (VPA/n-3 supp male), 5 (SAL/n-3 bal female), 4 (VPA/n-3 bal female),
5 (SAL/n-3 supp female) and 4 (VPA/n-3 supp female) mice. Tenericutes abundance (fitth line)
in dams (top), offspring males (middle) and females (bottom). n = 5 (SAL/n-3 bal dam), 5
(VPA/n-3 bal dam), 5 (SAL/n-3 supp dam), 4 (VPA/n-3 supp dam), 5 (SAL/n-3 bal male), 4
(VPA/n-3 bal male), 4 (SAL/n-3 supp male), 4 (VPA/n-3 supp male), 5 (SAL/n-3 bal female),
4 (VPA/n-3 bal female), 5 (SAL/n-3 supp female) and 4 (VPA/n-3 supp female) mice.
Verrucomicrobia abundance (sixth line) in dams (top), offspring males (middle) and females
(bottom). n =5 (SAL/n-3 bal dam), 5 (VPA/n-3 bal dam), 5 (SAL/n-3 supp dam), 5 (VPA/n-3
supp dam), 5 (SAL/n-3 bal male), 5 (VPA/n-3 bal male), 3 (SAL/n-3 supp male), 5 (VPA/n-3
supp male), 5 (SAL/n-3 bal female), 5 (VPA/n-3 bal female), 5 (SAL/n-3 supp female) and 4
(VPA/n-3 supp female) mice. Data are expressed as median and min to max and were analyzed
through a two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc multiple analysis. *p < .05, **p <
.01, ***p < .001.
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CHAPITRE 2: Age-related behavioral and striatal
dysfunctions in Shank32¢A¢ mouse model of autism
spectrum disorder

. Résumé

Au cours de cette thése, j’ai ¢galement participé a d’autres projets portant sur les TSA.
J’ai notamment contribué a 1’étude comportementale des stéréotypies motrices et de I’activité
globale de la souris Shank3¢A¢, un modéle murin génétique de TSA, qui fait I’objet d’un
article actuellement soumis. Chez la souris, la plupart des études se sont concentrées sur les
aspects développementaux des TSA. Dans cet article sont décrites I'évolution des stéréotypies
motrices a I'age adulte dans le modéle murin de TSA Shank32</AC et leurs altérations striatales
sous-jacentes, a 10 semaines, 20 semaines et 40 semaines. Cet article a mis en évidence que les
stéréotypies motrices s'aggravaient a 40 semaines, et que cela serait éventuellement lié a des
altérations antérieures morphologiques et dans la transmission GABAergique des neurones
épineux moyens striataux. Il semblerait que 20 semaines soit une période critique dans la
physiopathologie des TSA liée au striatum, et il est suggéré que les altérations des neurones
épineux de taille moyenne (MSN) résulteraient davantage de déficiences survenant entre 10 et

20 semaines plutot que de conséquences directes de problémes développementaux.
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Abstract

Autism spectrum disorders (ASD) are defined as a set of neurodevelopmental
disorders and a lifelong condition. In mice, most of the studies focused on the developmental
aspects of these diseases. In this paper, we examined the evolution of motor stereotypies
through adulthood in the Shank3AC/AC mouse model of ASD, and their underlying striatal
alterations, at 10 weeks, 20 weeks, and 40 weeks. We highlighted that motor stereotypies
worsened at 40 weeks possibly carried by earlier striatal medium spiny neurons (MSN)
alterations in GABAergic transmission and morphology. Moreover, we report that 20 weeks
could be a critical time-point in the striatal-related ASD physiopathology, and we suggest that
MSN alterations may not be the direct consequence of developmental issues, but rather be

a consequence of other impairments occurring earlier.

Lay Summary

Shank3AC/AC mice display motor stereotypies, but little is known about their evolution
with aging. We investigated motor stereotypies at 10 weeks, 20 weeks, and 40 weeks, as
well as their possible underlying striatal dysfunctions. Motor stereotypies are found to be
worsened at 40 weeks, but the functional and morphological striatal alterations occur at 20

weeks, which could be a critical time-point in the striatal-related physiopathology.

Keywords

ASD, Shank3AC/AC, Aging, Striatum, MSN
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Main text
Introduction

Autism Spectrum Disorder (ASD) represent chronic neurodevelopmental disorders
characterized by the DSM-V by persistent deficits in communication and social interactions,
and restricted repetitive behaviors, interests, or activities (American Psychiatric Association,
2013). Even though motor symptoms are not considered as core symptoms, 88.2% of ASD
patients undergo motor disabilities, and the risk factor of developing motor dysfunctions is
fold by 22.2 between ASD patients and heathy population (Bhat, 2021). Thus, ASD-related
motor disabilities severity seems to be proportionate to ASD core symptoms severity (for
review: (Zampella et al., 2021)). As motor stereotypies are at the crossroads of stereotyped
and motor behavior, they represent a robust index of ASD symptom severity (Varghese et
al., 2017).

Motor networks involve many brain structures, including motor cortex and striatum.
Motor cortex has been extensively studied for its implication in motor disturbances in many
ASD models (for review: (Li & Pozzo-Miller, 2020)). In Shank3 rodent models of ASD, cortico-
striatal pathway has been shown to be altered, notably by impaired function of AMPAR and
NMDAR or mGIuRS5 signaling (Jaramillo et al., 2016; Pega et al., 2011). Even if the striatum
plays a central role in sensorimotor coordination, gait, balance, and posture (Lanciego et al.,
2012; Obeso et al., 2008), little is known about its involvement in ASD physiopathology. For
instance, first evidence of striatal alterations in ASD emerged from two imaging studies, that
have revealed that the putamen and caudate nucleus volumes are increased in ASD patients
compared to age-matched control subjects (Hollander et al., 2005; Wiegel et al., 2014), with
one of them reporting that the right caudate volume correlates with the magnitude of repetitive
and stereotyped behaviors (Hollander et al., 2005). These neuroanatomical alterations are
also recapitulated in some animal models of ASD with a larger striatum described in
Neuroligin3 Knock-In mice (15 weeks), in Cntnap2 Knock-Out (8-9 weeks) and Shank3
Knock-Out mice (22-23 weeks) (for review: (Ellegood & Crawley, 2015)). However, deeper
understanding of striatal involvement in ASD symptoms and dysfunctions is needed, as ASD-
related striatal data in patients and animal models are sparse (for review: (Thabault et al.,
2022)).

Even though ASD have clearly a neurodevelopmental onset, these are lifelong

conditions and are carried during adulthood and elderhood (Happé & Charlton, 2011). Life
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expectancy of ASD patients is reduced by nearly 17 years compared to the general
population, partially due to their worsening comorbidities regardless of gender and level of
functioning (Hirvikoski et al., 2016). Furthermore, aging ASD patients develop more
neurological diseases and psychiatric disorders than neurotypical individuals (Hirvikoski et
al.,, 2016; Jokiranta-Olkoniemi et al,, 2021). In mice, most studies focus on
neurodevelopmental states or juvenile periods (6 and 12 weeks), only a few explored the
ASD pathophysiology in mature adults (20 to 30 weeks) (Kouser et al., 2013; Pefiagarikano
et al., 2011) and none in aged animals. This leaves a gap in knowledge of age-related ASD

symptoms and in the evolution of ASD symptoms.

Shank3 is a gene coding for a synaptic scaffolding protein and several mutations have
been linked to ASD cases, making it a high confidence susceptibility ASD gene (SFARI
database, https://www.sfari.org/resource/sfari-gene/). The Shank3AC/AC mouse model
correspond to the deletion of exon 21 resulting in the truncation of the C-terminal tail of the
protein making it non-functional (Kouser et al., 2013) and leading to the absence of SHANKS
protein in the brain (Matas et al., 2021). Several studies have shown that young adult
Shank3+/AC and Shank3AC/AC mice exhibit core symptoms of ASD, such as impaired social
recognition and communication, and stereotypies (Bidinosti et al., 2016; Duffney et al., 2015;
Kouser et al., 2013; Matas et al., 2021). These mice also display ASD-like behaviors such as
inflexibility, fear of novelty, without showing anxiety disorders (Bidinosti et al., 2016; Kouser
et al., 2013). Interestingly, Shank3 is highly expressed in the striatum and Shank3 knock-out
(KO) leads to a decrease of striatal post synaptic proteins (SAPAP3, Homer, PSD-95, PSD-
93), an increase in neuronal arborization complexity but also, a decrease in the cortico-striatal
neurotransmission in 5-6 weeks old mice (Peca et al., 2011). Although an increasing number
of alterations in young Shank3 mice are described, how these alterations evolve over time
remain unknown. This is highly relevant for the pathophysiology of ASD as the disease is

maintained with aging (Noone et al., 2006).

In this study, we investigated repetitive and exploratory motor behavior and striatal
dysfunctions in Shank3 KO and control littermate at 10 weeks (10w, young adult), 20 weeks

(20w, mature adult) and 40 weeks (40w, aged adult) in both genders.

Methods

Animals

196

——
| —



European Journal of Neuroscience Page 6 of 24

All experimental procedures were performed according to the Helsinki declaration and
the guidelines of the European Union directive 2010/63/EU on the protection of animals used
for scientific purposes. A local Ethics Committee approved all planned experiments
(authorization n° 2018071316534636 & 2022021616096740). All experiments have been
performed on both males and females, aged between 10 and 40 weeks, with the Genetically
Modified Organism (GMO) authorization #4231 from the French government. Shank3+/AC
mice with a C-terminal deletion of Shank3 at exon 21 (Shank3tm1.1Pfw/J) were obtained
from Jackson laboratories and are on a C57BL/6J genetic background (Jackson
Laboratories, USA). Shank3+/AC mice were mated to generate mice of all three genotypes:
Shank3+/+ (WT), Shank3+/AC, and Shank3AC/AC (KO). Sex and age-matched pups were
separated from the dams on postnatal day 28 (P28) and were raised by groups of 3 to 5.
Mice were genotyped by PCR using the following primers: common forward 5 GTG TCC
CCT CAT TGA TGT TG 3’, WT reverse 5 ATG TCC TGT TGCAGG TAG GG 3’ and mutant
reverse 5 GTC TGC CAC CTT CTG CCT AC 3. All littermates were hosted with an
appropriate dark/light cycle, 12 hours of each and had access to food and water ad libitum.
Mice from the three genotypes were segregated in three groups: young adult (10 weeks),

mature adult (20 weeks) and aged adult (40 weeks).

Behavioral analysis

Mice were acclimated for 10 minutes before filming to transparent Plexiglas cylinders
(12cm diameter) with minimal bedding to avoid digging. Each cylinder was separated by
opaque sheets to isolate each mouse. Mice were then videotaped using VideoTrack®
(ViewPoint™, Lyon, France) and data were analyzed with Solomon Coder® (Andras Péter,
Keele, UK) by experimenters blind to both age and genotype. Grooming and rearing episodes
were quantified for both number of episodes and total duration. 100% behavioral output was

defined as the sum of total time spent grooming and total time spent rearing in each group.

Brain slice electrophysiology

Mice were deeply anesthetized with diluted pentobarbital (120mg/kg, Vetoquinol, Lure,
France) and perfused transcardially with a high sucrose slicing solution containing (in mM):
208 sucrose, 10 glucose, 1.25 NaH2P0O4*H20 monobasic, 26 NaHCO3, 2.5 KClI, 1.3 MgCI2
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and 8 MgS0O4 (pH 7.2-7.35, osmolality 290-310 mOsm/L). Mice were then decapitated, and
brains were taken out of the skull and immediately placed in oxygenated (95%/5% 02/C0O2)
high sucrose slicing solution. Coronal slices (300um) were cut using a vibratome (Leica
VT1200S, Leica camera AG, Wetzlar, Germany) and transferred into an incubating chamber
containing artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM): 130 NaCl, 10 glucose, 1.25
NaH2P0O4*H20 monobasic, 26 NaHCO3, 3 KCI, 2 MgCI2 and 2 CaCl2, oxygenated with
95%/5% 02/CO2 (pH 7.2-7.35, osmolality 290-310 mOsm/L). Slices were let to recover in

ASCF for 1h at room temperature before recordings.

Medium spiny neurons (MSN) were identified using an upright microscope (Eclipse
FN1, Nikon, Tokyo, Japan) at 40x magnification (40x Apochromat, Nikon, Tokyo, Japan) with
infrared filter and monochromatic camera with Q-CapturePro® software (QIlmaging™,
Surrey, Canada). Whole-cell patch clamp recordings were performed at room temperature
and were obtained using a MultiClamp 700B Amplifier, the Digidata 1440A digitizer and the
Clampex acquisition software (pCLAMP, Axon Instruments Inc. Molecular Devices, San José,

CA). A maximum of 2 neurons per mouse per group were recorded.

Borosilicate patch pipettes (Harvard Apparatus, Holliston, MA), with resistance from 4
to 6 MQ were pulled using a micropipette puller system (Flaming/Brown™, Sutter Instrument
Company, Novato, CA). Voltage-clamp experiments were performed with pipettes containing
a cesium-based internal solution containing (in mM): 8 HEPES, 9 EGTA, 125 Cesium-
methanesulfonate, 4 NaCl, 3 KCI, 1 MgCI2, 10 phosphocreatine-disodium, 0.1 Leupeptin, 5
Mg ATP and 1 GTP Tris (pH 7.2, osmolarity 270-280 mOsm/L). Membrane capacitance,
resistance and time constant were measured prior any recording. Inhibitory post-synaptic
currents were recorded at +10mV for 4 minutes, in presence of 10uM CNQX and 50uM AP-
V (Tocris Bioscience™, Bristol, UK). Finally, 10uM bicuculline (Tocris Bioscience™, Bristol,
UK) was added to the flowing ACSF to block GABA-A receptors. Signal were pre-analyzed
with Clampfit software (v10.2, Axon Instruments Inc. Molecular Devices, San José, CA) and
analyzed with Minianalysis (Synaptosoft Inc., Fort Lee, NJ). Current-clamp recordings were
performed using pipettes containing a potassium gluconate-based solution containing (in
mM): 112.5 Potassium-D-Gluconate, 10 HEPES, 5 EGTA, 4 NaCl, 17.5 KCI, 0.5 CaCl2, 1
MgCI2, 5 ATP-dipotassium and 1 GTP sodium salt (pH 7.19-7.24, osmolality 270-280
mOsm/L). All internal electrode solutions contained 0.2% biocytin for subsequent detection

of recorded cells.
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Drugs

For electrophysiological recordings, drugs (Tocris Bioscience™, Bristol, UK) were
dissolved in H20 and stock solutions were as following: 50mM D-2-amino-5-
phosphonovalerate (AP-V, Ref 0106), 10mM Cyanquixaline (CNQX, Ref 1045) and 20mM
Bicuculline Methiodide (Bic, Ref 2503). AP-V was used at a working concentration of 50uM
and CNQX and Bic were used at a working concentration of 10uM.

Neuronal morphology analysis

All patched slices were incubated in 4% paraformaldehyde (PFA) solution overnight
for tissue fixation and transferred in a cryoprotective 20% sucrose solution, prior to use for
fluorescence detection of recorded cells. All steps were performed at room temperature,
except streptavidin incubation times that was completed at 4°C. Tissue sections were washed
twice for 5min using 1X Phosphate Buffer Saline (PBS). 1h bath in 1X PBS + 1% Bovine
Serum Albumin (BSA) + 0.2% Triton allowed then to permeabilize the slices and to block non-
specific fixation sites. Slices were left to incubate overnight at 4°C with Alexa 488 conjugated
streptavidin (1:1000) in blocking solution and covered to avoid photobleaching. Slices were
washed with 3 baths of 5min in 1X PBS and then set on glass slides and left to dry. Slides
were briefly immersed in toluene and then mounted using DePeX™ (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA) prior to storage at 4°C. Images were acquired with the confocal
microscope OLYMPUS FV3000 (Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Germany) and
analyzed using IMARIS software suite (IMARIS v9.8.2, Oxford Instruments, Abington, Oxon,
UK). Dendritic spines were sorted using specific criteria (See table 1) and analyzed according

to the level of dendritic branch to which they are connected.

Statistical analysis

Data in boxplots are expressed as median & min-max and ‘+’ stands for the mean. All
other data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Statistics were
performed with Prism® (v9.0.0, GraphPad™ Software Inc., La Jolla, CA) and graphs were

made with Prism®. Appropriate statistical tests are mentioned under each figure and results
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were considered as significantly different for p<0.05. All figures were made with Corel Draw
X7® (v17.2.0.688, Corel™ Corporation, Ottawa, Canada).

Results

Grooming behavior worsens with aging in Shank3 KO mice at the expense of rearing behavior

To determine how motor stereotypies evolve with aging, we quantified grooming
behavior in both WT and Shank3 KO mice at 10w, 20w and 40w. As we did not find
differences between males and females in each group, data from both genders were pooled.
The 10w KO mice displayed excessive grooming behavior (F(259) = 10.72, p=0.0001, Tukey
WTiow Vs KOqow p=0.0495, Fig 1A) compared to WT littermate. This phenotype was
maintained at 20w (WTyoy Vs KO2, p=0.0224) and worsened at 40w. Indeed, the 40w KO
mice drastically displayed more grooming episodes with aging (KO4gy vs KO4q, p=0.0001,
KO20w VS KOy4ow p<0.0001). Also, the cumulative grooming duration increased at this stage
(F259) = 5.386, p=0.0071, Tukey KO1gy VS KO4oy p=0.0035, KOz Vs KOsgy p=0.0005).
Rearing behavior, reflecting exploratory behavior, was also assessed during this test. As
early as 10weeks, the KO mice displayed excessive rearing behavior (Fpos9) = 12.51,
p<0.0001, Tukey WTqoy Vs KOqgw p=0.0003) compared to WT mice, suggesting that they
experienced stress-induced hyperactivity. The rearing behavior was then no longer excessive
at 20w, while the grooming behavior was still excessive. Interestingly, the 40w KO mice
undergo behavioral changes as they spent significantly more time grooming than rearing
(F(1,118) = 45.04, p<0.0001, Sidak Grooming vs Rearing KOs, p<0.0001).

The 20 weeks old Shank3 KO MSN displayed neurotransmission changes

As motor stereotypies and more generally motor behavior are linked with the
dorsolateral striatum (DLS), we aimed at recording DLS MSN ex vivo to assess whether
behavioral modifications with aging were linked to MSN dysfunctions. We first measured
MSN intrinsic passive membrane properties (Table 2). Although neither membrane
capacitance nor membrane resistance exhibited a difference with aging in both groups, the
time constant was decreased in an age-related manner in both groups (F240) = 8.230,
p=0.0010). However, changes occurred at different stages: in WT mice, the time constant
decreased with aging between 10w and 40w (-34.78%, p=0.0213), while in KO mice, it
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decreased between 20w and 40w (-31.82%, p=0.0069) suggesting a difference in the aging
process. No modifications in resting membrane potential nor in action potential (AP)
parameters (number of AP, amplitude, rheobase, kinetics, threshold, and hyperpolarization

duration and amplitude) were observed among groups.

As intrinsic MSN properties and excitability did not show drastic changes, we next
explored GABAergic inputs onto the DLS MSN, by recording spontaneous inhibitory
postsynaptic currents (IPSC) in presence of glutamatergic blockers, an index of striatal
GABAergic environment. At 10w, neither of the measured parameters were altered in KO
mice compared to WT. Interestingly, at 20w we observed an increase of small amplitude
events (10-15pA) (Age-effect: F(10.400) = 14.76, p<0.0001, Tukey WTyqy Vs KOz, p=0.0002)
and an increase in GABA release probability (F(so2000) = 529.8, p<0.0001) in KO mice
compared to WT (Figure 2B). The IPSC frequency was significantly increased in KO 20w
MSN (U=14, p=0.0268) compared WT MSN suggesting an increase at the presynaptic level.
Interestingly, that difference was not observed by 40w, suggesting that 20w could be a critical

time for striatal dysfunction implementation in this ASD model.

Shank3 KO MSN morphology is altered in aged animals

To understand whether the observed neurotransmission dysfunctions were linked to
neuronal morphological changes, we assessed MSN dendritic arborization using Sholl
analysis (Figure 3). Their distal arborization was significantly denser in KO mice than in WT
mice at 20w only (F(12.324) = 69.59, p<0.0001), at 110um (p=0.0146), 120um (p=0.0173),
130um (p=0.0154) and 140um (p=0.0138), suggesting that morphological adaptative

mechanisms could occur at this stage.

As MSN receive the main part of their inputs onto dendritic spines, we next examined
the dendritic spine density on third, fourth and fifth level dendrites (Figure 4A), highlighting
effects of age for each of them (Level 3 F(; 193y = 14.86, p<0.0001, Tukey WT1gw VS WTagy
p=0.0029, KO1pyw VS KO4gw p<0.0001, KOz VS KO4on p=0.0206. Level 4 F(5201)=18.63,
p<0.0001, Tukey WT4oyw VS WTogy p<0.0001, WTygy Vs WT4ow p=0.0272, KO4ow VS KOyow
p<0.0001. Level 5 F(;150=5.046, p=0.0076, Tukey WTqoy Vs WTpo, p=0.0209, WTyo, Vs
WT 4w p=0.0003). Spine density was also significantly decreased between WT and KO mice
at 40w for fourth and fifth dendritic levels (Level 4 F(; 201y=8.135, p=0.0048, Tukey WT4ow VS
KOy4ow p<0.0001. Level 5 F1,150)=7.278, p=0.0078, Tukey WT 4o VS KOy p=0.0002). These
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data suggest again that aging processes could be different between WT and KO mice. To
identify whether these changes in spine density were supported by changes in density of
shape-specific spines, we sorted spines into three groups: thin, mushroom, and stubby
spines as described in table 1. We highlighted that age-related decreases of spine density
onto third level dendrites are mainly due to decreases of thin and mushroom spine density
(Figure 4B-D) (Thin F(2,198)=15.54, p<0.0001, Tukey WT oy vS WT5q, p<0.0001, KO1qy VS
KOy4ow p=0.0021, KOz Vs KO4ow p<0.0001. Mushroom F(2,198)=78.38, p<0.0001, Tukey
WT 0w VS WTow p<0.0001, KO1gy VS KO4gow p<0.0001, KOz, vs KO4ow p=0.0007) suggesting
that these modifications are independent of the spine maturity stages. For fourth and fifth
level dendrites, we highlighted that changes in density of all three spine types seem to
account for global spine density variations with aging (Level 4 Thin F, 247=49.64, p<0.0001.
Mushroom F(»247=109.2, p<0.0001. Stubby F247y=24.7, p<0.0001. Level 5 Thin
F(2,156=32.04, p<0.0001. Mushroom F 56=144.6, p<0.0001. Stubby F 156=14.5,
p<0.0001). However, the fall of spine density between WT and KO mice at 40w seems to be
due to the fall of thin and stubby spines only, suggesting here that mature spines are
preserved on fourth and fifth level dendrites (Level 4 Thin F(;247y=28.31, p<0.0001 Tukey
WT 40w V8 KO4ow p<0.0001. Stubby F (1 247)=47.49, p<0.0001 Tukey WT 4o Vs KO4ow p<0.0001.
Level 5 Thin F4,156=20.17, p<0.0001 Tukey WT4qw Vs KO4qy p<0.0001. Stubby F 1 156=45.23,
p<0.0001 Tukey WT 40y VS KO4ow p<0.0001).

Discussion

In this paper we analyzed the effects of aging on motor stereotypies and rearing
behavior, along with functionality and morphology of striatal medium spiny neurons, in the
Shank3AC/AC (KO) mouse model of ASD. We were interested in studying aging as ASD are a
lifelong condition and a large part of clinical and animal studies focused on developmental
stages. Thus, while social and associative symptoms are subject to interpretation and are
often different from a context to another in humans (Nestler & Hyman, 2010), the motor
stereotypies constitute a robust index of autistic spectrum (Varghese et al., 2017). In this
study we used KO animals and age-matched WT control littermates at 10w, 20w, and 40w,
standing for young adult, adult, and old stages. We used groups gathering males and females
as no sex-related differences have been statistically observed for behavioral analysis in our

hands.
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We demonstrated that motor stereotypies are present at 10w and 20w and worsened
with aging at 40w in Shank3 KO mice compared to WT. While previous papers showed
excessive grooming behavior in these mice (10w (Matas et al., 2021))(40w (Kouser et al.,
2013)), we provide the first evidence of symptom worsening with aging. We also went further
in the analysis as we investigated an intermediate time (20w) and we also included rearing
behavior as another component of the test. Rearing was excessive at 10w and progressively
decreased at 20w and 40w, in parallel with an increase of grooming behavior, leading to
behavioral output alterations in KO mice at 40w. Taken together, these findings strongly
suggest that in this model, 20w (adult stage) seems to be a turning point for behavioral
evolution with aging, leading to global behavioral alteration at latter stages. These findings
could partially reflect the symptoms and comorbidities worsening observed in some patients
at adulthood including motor stereotypies (Croen et al., 2015; Jokiranta-Olkoniemi et al.,
2021; Noone et al., 2006; Schoufour et al., 2013).

The excitation/inhibition imbalance hypothesis of ASD (Nelson & Valakh, 2015;
Rubenstein & Merzenich, 2003) has been extensively examined mainly for its excitatory part
in the Shank3 models of ASD (Delling & Boeckers, 2021), as Shank3 protein is expressed at
glutamatergic synapses in the striatum (Yoo et al., 2018). In this study, we focused on the
dorsolateral striatum, which is directly linked to motor stereotypies (Hollander et al., 2005;
Rojas et al., 2006). We examined the condition of local GABAergic transmission in this
structure by recording (i) MSN intrinsic properties and (ii) spontaneous inhibitory post-
synaptic currents on MSN. We first showed that the time constant Tau was reduced between
10w and 40w in WT mice and between 20w and 40w in KO mice, suggesting that there could
be a delay in excitability alterations due to the Shank3 mutation and reinforcing the
hypothesis that 20w could be a crucial time point in the evolution of the ASD-related
impairments in KO mice. However, we were not able to determine whether the recorded
neurons expressed the dopaminergic receptor D1 or D2, and so to identify their implication
in the striato-nigral or striato-pallidal pathways. Given that the MSN excitability is slightly
different between the two populations (Kreitzer & Malenka, 2007), this could be a limitation

of our study and would need further exploration.

Our data clearly highlight that frequency and distribution of events are affected in KO
mice at 20w only, resulting in a significant increase of the number of small amplitude currents
(10-15pA) as well as a trend to increase for high amplitude currents (50pA & more), leading

to a significant increase of IPSC frequency and cumulative probability. Interestingly, neither
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the IPSC distribution, the cumulative probability nor the frequency was affected at younger
stage (10w) or latter stage (40w), leading to the reinforcement of our 20w-shift hypothesis.
These findings are a major step forward in the comprehension of the GABAergic related
alterations in ASD models, as little is known about it (Thabault et al., 2022). The first clear
GABAergic involvement in ASD physiopathology is that transgenic mice lacking either alpha
5 or beta 3 GABA-A receptor subunit display ASD-like phenotypes (DeLorey, 2005; Zurek et
al., 2016). To date, striatal GABAergic impairments are observed only in a few models of
ASD, such as Chd8+/- mice (Platt et al., 2017), NL3-cKO mice (Rothwell et al., 2014) and
Fmr1-/- mice (Centonze et al., 2008), but were never described in any Shank3 model of ASD.
Moreover, our findings provide the first evidence of age-related alterations in a murine model

of ASD, as all above-cited studies used 4weeks to 10weeks mice.

Itis now well established that dysfunctions in neurotransmission often go with neuronal
morphological alterations (for example in ASD: (Pecga et al., 2011), or in Huntington’s disease:
(Holley et al., 2019)). To explore this possibility, we performed a sholl analysis to examine
dendritic arborization. We report an increase of the distal dendritic arborization in KO mice at
20w only, with no changes in the proximal arborization. Interestingly, this increase in the MSN
morphology has been previously described in another Shank3 mouse model of ASD (Pega

et al., 2011) but at younger stages (5-6w).

As morphological disturbances were highlighted on distal arborization, we next
measured the dendritic spine density on third, fourth and fifth level dendritic segments.
Differences observed here were mainly a result of aging. Indeed, we showed that the global
spine density is significantly lower in KO mice than in WT mice at 40w only, on the most distal
dendritic segments. Interestingly, in the Shank3B KO mouse model of ASD, the spine density
was reported to be decreased as early as 5-6w (Peca et al., 2011). This suggests that the
deletion of the C-terminal part of the protein leads to age-dependent alterations of the spine
density, but not at young stages. We then sorted the spines into three different groups: thin,
stubby, and mushroom spines, according to previous studies (Hering & Sheng, 2001;
Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020; Sebastian et al., 2013). We found that in third level
dendrites, the age-related changes in density can be attributed to changes in the density of
thin and mushroom spines, which are respectively immature and mature spines (Pchitskaya
& Bezprozvanny, 2020). However, although the stubby spine density is supposed to fall with
aging (Bloss et al., 2011; Hering & Sheng, 2001), we observed this decrease on fourth and

fifth dendritic segments only, where all three spine types are decreased with aging. Finally,
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the decrease of the spine density between WT and KO mice at 40w on most distal dendritic
segments is carried by a fall in thin and stubby spine density, but not mushroom spine density,
as also shown in aging studies (Bloss et al., 2011). Given that mushroom spine density is
higher in KO mice than in WT mice at 10w and 20w, we suggest that maturation but not

maintenance of the dendritic spines could be affected in this murine model of ASD.
Conclusion

Here, we highlighted that motor stereotypies worsen with aging in KO mice, at the
expense of other behaviors like rearing behavior. This worsening of ASD symptom at 40w
seems to be due to earlier disturbances of the striatal GABAergic transmission and to MSN
morphological impairments. Taken together, our findings suggest that MSN alterations in
ASD may not constitute the primary consequence of developmental impairments but occur
at later stages, possibly as a consequence of other alterations. These could potentially affect
interneurons, as previously reported in other ASD models (for review: (Filice et al., 2020)) but
the underlying mechanisms remain to be elucidated in this model. In addition, our findings
clearly show that 20 weeks could be a critical time-point in the evolution of the ASD

physiopathology, opening a way to a better understanding of the aging processes in ASD.
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Criterion 1 — Spine length (um)

<0.75 >0.75
Criterion 2 — Ratio diameter =1 Stubby Thin
head / neck >1 Mushroom Mushroom

Table 1: Spine sorting criteria. Adapted from (Hering & Sheng, 2001; Pchitskaya &

Bezprozvanny, 2020; Sebastian et al., 2013).

Capacitance Resistance Time constant Resting potential
(pF) (MQ) (ms) (mV)
Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM

10w WT (h=7) 100,7 %= 7,2 1427 + 142 23 * 0,1, -796 + 35 n=
KO (n=7) 879 + 65 1544 + 123 1,9 + 01 -780 + 25 =7
20w WT (n=7) 787 + 11,9 1257 * 16,6 1.8 £ 01} -82,7 + 3,0 n=7
KO (n=11) 915 * 111 1665 * 14,0 22 * 02 -80,7 + 40 n=10

40w  WT (n=6) 792 + 51 146,0 + 134 ##{15 % 0,1 - -749 + 38 n=
KO (n=8) 86,1 + 126 1548 + 214 1,5 = 0,1 -80,7 + 33 n=11

Table 2: Time constant is differentially altered in an age-dependent manner in WT and

KO mice. Membrane capacitance and resistance, and time constant were measured with

Cs-based internal solution. Resting membrane potential was measured with K-Gluconate

based internal solution. Two-way ANOVA, Tukey post-hoc. # = age effect # p<0.05 ##p<0.01.
Number of mice / neurons: N/n=5/7 WT 10w, N/n=6/7 KO 10w, N/n=6/7 WT 20w, N/n=7/11
KO 20w, N/n=6/6 WT 40w, n=8/8 KO 40w neurons
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Figure legends

Figure 1: Age-related modifications of the behavioral output in Shank3 KO mice.

(A) Grooming frequency (left) and cumulative time (right). (B) Rearing frequency (left) and
cumulative time (right). (C) Global behavioral output measured in Shank3 WT and KO mice.
Two-way ANOVA, Tukey post-hoc. * = genotype effect # = age effect. Sidak post-hoc for
behavioral output $ = behavioral difference * p<0.05 ** p<0.01 **** p<0.0001. Number of
mice: N=10 WT 10w, N=11 KO 10w, N=13 WT 20w, N=11 KO 20w, N=10 WT 40w, N=10 KO
40w.

Figure 2: IPSC frequency alterations with aging in KO mice.

(A) Representative traces of IPSCs recording of DLS MSN at 10w (left), 20w (middle) and
40w (right). (B) Distribution of the number of IPSC across the IPSC amplitude (bin = 5pA).
(C) Interevent intervals with IPSC frequency in inserts. Two-way ANOVA, Tukey post-hoc. *
= genotype effect * p<0.05. Number of mice / neurons: N/n=5/7 WT 10w, N/n=6/7 KO 10w,
N/n=6/7 WT 20w, N/n=7/11 KO 20w, N/n=6/6 WT 40w, n=8/8 KO 40w.

Figure 3: MSN dendritic arborization is increased at 20w in KO mice.

(A) Representative neuronal morphology obtained with IMARIS software. Scale bar 40um (B)
Sholl analysis of the MSN arborization density. Two-way ANOVA, Tukey post-hoc. * =
genotype effect * p<0.05. Number of mice / neurons: N/n=4/5 WT 10w, N/n=5/5 KO 10w,
N/n=2/3 WT 20w, N/n=6/8 KO 20w, N/n=8/8 WT 40w, N/n=5/5 KO 40w.

Figure 4: Dendritic spine density is altered with aging

(A) Global spine density, (B) Thin spine density, (C) Mushroom spine density and (D) Stubby
spine density on third (left), fourth (middle) and fifth (right) level dendritic segments. Two-way
ANOVA, Tukey post-hoc. * = genotype effect # = age effect *p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001
**** p<0.0001. Number of labelled neuron / dendritic segments: Level 3 N/n=3/35 WT 10w,
N/n=3/28 KO 10w, N/n=3/32 WT 20w, N/n=4/51 KO 20w, N/n=3/27 WT 40w, N/n=3/31 KO
40w segments. Level 4 N/n=3/51 WT 10w, N/n=3/46 KO 10w, N/n=3/53 WT 20w, N/n=4/34
KO 20w, N/n=3/39 WT 40w, N/n=3/30 KO 40w segments. Level 5 N/n=3/22 WT 10w,
N/n=3/36 KO 10w, N/n=3/37 WT 20w, N/n=4/16 KO 20w, N/n=3/20 WT 40w, N/n=3/32 KO
40w.

211

——
| —



Page 21 of 24 European Journal of Neuroscience
Figure 1.
A -~ B i
80+ i L 500- ! #HHt !
' #ith X “E’ f Ak
— —1
g *kkk = 4004 1
.g 60+ T 1 o
@ =
3 E 3004 ns ns
AT # 8 L L
E T 1 S 200
S 20 ! i 2
5 « 1004
=3
27 5T = e | B EIJ; =
WT KO WT KO WT KO © WT KO WT KO WT KO
10w 20w 40w 10w 20w 40w
C D
801 [ R , @ 150+ I it ,
% 2 |¢|
» * £ Fedkekk
g 60{ 1 =
9 g’ 100+
2 £
g, 40+ o
£ 2 50
T =
24 >
i 5 i
0 T T T 1 T T o 0 L] T T T T 1
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
10w 20w 40w 10w 20w 40w
E
100 $
1w i
5 7 Rearlng
5 80 % 1 Grooming
2 |z
S 60'
)
3
5 40-
[
el
< 20
0 T T N
WT KO WT KO WT KO
10w 20w 40w
[ 212 }



Figure 2:

A

Cumulative probability
°
&

European Journal of Neuroscience

i .

Db gl

< < N <
g g
s s Mo ytbutidinnin 3 i g g
3 3 3
05s 0.5s 05s
IPSC - =) “ IPSC - (=) “ IPSC - ()
1 KO (n=7) * Bl KO (n=11) B KO (n=8)
30 30 30
H H £
H 5 5
3 3 3
G20 520 520
2 2 2
£ £ £
£ 5 £
2 2 E
10 10 10
04 o o
S 3 v o o o ) S o S o ) ) ) Q) Gl S o H N o )
& &6 R~ ,&a“ PN @'@ & P (g"y PN @b@ & PO W,;F FLENE AR §§“ &
Amplitude ranges (pA) Amplitude ranges (pA) Amplitude ranges {pA)
Interevent interval Interevent interval Interevent interval
1.0 1.0 J— 1.0
z * £
K g R E 4
E H I3 g 23
4 - 80.5. > S.0.5 -
! 2, H 22 2 22
§ H H 2 H
Ed 3 z 3 E
g1 é H g4 é H g1
I 3 i 3 I
0
WT KO WT KO WT KO
0.1 0.
Q 1000 2000 3000 4000 5000 1] 1000 2000 3000 4000 5000 Q 1000 2000 3000 4000 5000

Time (ms)

Time (ms)

213

Time (ms)

Page 22 of 24

——
| —



Page 23 of 24 European Journal of Neuroscience

Figure 3:
A B
@ 304 . - WT (n=5)
% 5 KO (n=5)
# 20 ;
3 U
< ¥
3 5., i
£ i
3 1
=z 1
c T I‘ T - r
0 50 100 150 200 250
Distance from soma (um)
o 30+ - WT (n=3)
S " ~e KO (n=8)
g
® 20+ 3/
)
= =
8 |- 10 |
2 ' l\f-‘;
£ PR R
E ! N
c T l‘ T ‘YhA 1
0 50 100 150 200 250
Distance from soma (um)
» 307 : - WT (n=7)
=
k-] ! - KO (n=5)
(%} 1
$ 20- i
£ :
§ % 10 :
2 ]
£ 1
= ]
= 1
9 T II T T 1
0 50 100 150 200 250

Distance from soma (um)

214

(
.

'



Page 24 of 24

European Journal of Neuroscience
Figure 4.
| Global spine density
Level 3 Level 4 Level 5
101 10+ 10
— S — R — #
£ — € [y E r 1
2 8 n i X 3 & f T 1 3 ¥ —
= _ — = — = bty
> 6 > 61 =t > 5
2 @ e
R 3 4 g 44
2 2 g
£ 24 5 24 5 24
7] w w
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO T OWT KO WT KO WT KO
10w 20w 40w 10w 20w 40w 10w 20w 40w
Thin spine density
Level 3 Level 4 Level 5
Fne
3 s 3 i ] 31 —t 1
= ’ ## ' = f 1 = s fiiviaid
£ ! ] E R E
S —— e iziziai i = i R FEEE
S - T — = 2 dededede FriTy = 24
2 ek ek Seseese F 2
® — - — ] . ®
c c c
(] Q [ -
¢ E ! g H i e Ig
(4] [} Bl [+
£ L] 2 £ Q
3 5 & ] T & & =
WT KO WT KO WT KO " WT KO WT KO WT KO " WT KO  WT KO WT KO
10w 20w 40w 10w 20w 40w 10w 20w 40w
| Mushroom spine density
Level 3 Level 4 Level 5
31 e 34 P it . 3+
- L) L] - i Lo
it CHE
g‘ F@_, — ' E‘ R i éE? ! s - '
= 24 = 24 il = 24 T 1
= i = R = P
2 2 stk 2
‘® P 2 ~—= 8 —
2 e 3 [[] e g, &=
2] a 2] Ao
a == 5 T ! =
fl_- B mm ¢ Fl AW 4T e B
WT KO WT KO  WT KO WT KO WT KO  WT KO WT KO WT KO  WT KO
10w 20w 40w 10w 20w 40w 10w 20w 40w
| Stubby spine density
Level 3 Level 4 Level 5
izcid
3+ 31 P i . 51 f —E
T £ " ks ] T it ik
3 3 '_&ﬁ_| S 44 f L
=] o =]
= 2 = 21 —E = s
2 2 = 2 7
B £ e i ]
5 5 B § 21
T 141 B9 = T 14 = ©
2 2 g
H £ £ e = L
w w w
WT KO WT KO WT KO WT KO WI KO WT KO " WT KO WT KO WT KO
10w 20w 40w 10w 20w 40w 10w 20w 40w

215

——
| —



——

216

DISCUSSION GENERALE

'



Les TSA représentent des pathologies psychiatriques neurodéveloppementales qui sont
caractérisées par des probléemes de sociabilité et de communication, ainsi que des intéréts et
comportements répétitifs et stéréotypes (American Psychiatric Association 2013). Les
mécanismes sous-jacents sont encore a ’heure actuelle discutés et aucun traitement n’existe
pour cette pathologie. Seuls certains symptémes et comorbidités peuvent étre traités, comme
I’hyperactivité, I’anxiété, la dépression ou les troubles Gl, par le biais de TCC ou de composés
pharmacologiques par exemple (Vasa et al. 2014, 2016).

Des approches thérapeutiques nutritionnelles ont peu a peu vu le jour, notamment parce
que les enfants avec des TSA ont tendance a avoir une sélectivité alimentaire importante et un
comportement agressif a I’heure des repas, ce qui peut donner lieu a des carences (Babinska et
al. 2020). Des supplémentations en AGPI n-3 sont parmi les plus prometteuses de ces approches
nutritionnelles. En effet, des taux sanguins réduits en AGPI n-3 chez les patients diagnostiqués
avec des TSA ont été retrouvés dans la majorité des études et ont été corrélés avec la séverité
des symptomes cceurs des TSA (Amminger et al. 2007; Bent et al. 2011; Mazahery et al. 2017,
Parellada et al. 2017; Parletta et al. 2016; VVancassel et al. 2001).

La plupart des études s’intéressent néanmoins a comparer une alimentation déficiente
avec une alimentation supplémentée sans prendre en compte les types d’AGPI utilisés et leur
proportion (DeMar et al. 2006; Fedorova & Salem 2006; Lafourcade et al. 2011). Dans le cadre
de ce projet, nous avons choisi de questionner 1’importance des AGPI-LC n-3 face aux
précurseurs AGPI n-3. Pour cela, nous avons étudié les effets de deux alimentations équilibrées,
partageant un ratio LA/ALA de 6, et ne différant que par leur type d’AGPI n-3. La premiére ne
contient que du LA et de I’ALA, les précurseurs en AGPI n-6 et n-3 qui sont des acides gras
essentiels ne pouvant pas étre produits par I’organisme et de ce fait proviennent obligatoirement
de D’alimentation. La deuxiéme contient la méme quantité de précurseurs avec une

supplémentation importante en DHA et EPA, des AGPI-LC n-3.
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Dans ce contexte, notre étude a pu montrer qu’une alimentation équilibrée et ne contenant
que les précurseurs en AGPI n-3 et n-6 était suffisante pour protéger contre les symptomes
comportementaux, cellulaires et métaboliques de TSA induits par une exposition au VPA in
utero et qu’une supplémentation additionnelle en AGPI-LC n-3 n’apportait que peu de

bénéfices supplémentaires.

CHAPITRE 1 : Lien entre AGPI et TSA : études cliniques
et précliniques

Des déficiences en AGPI n-3 chez des patients et plusieurs modéles animaux de TSA ont
été retrouvées (El-Ansary & Al-Ayadhi 2014; Mazahery et al. 2017; Parletta et al. 2016;
Vancassel et al. 2001). En plus de représenter un biomarqueur de cette physiopathologie, une
déficience en AGPI n-3 lors de la période critique de gestation et de lactation chez 1’animal
donne lieu a des symptdmes comportementaux, cellulaires et métaboliques de TSA (Martinat
et al. 2021). De ce fait, des stratégies nutritionnelles basées sur une supplémentation en AGPI
n-3 ont vu le jour afin de protéger et/ou de réduire les symptomes autistiques en clinique et pré-
clinique, mais celles-ci montrent des résultats ambivalents (Bozzatello et al. 2019).

Certaines études ont permis de promouvoir les effets bénéfiques des AGPI n-3, et
notamment des AGPI-LC n-3, sur les symptémes principalement retrouvés chez les patients
avec des TSA comme la sociabilité, I’hyperactivité, la 1éthargie et les stéréotypies (Amminger
etal. 2007; Cheng et al. 2017; Schuchardt et al. 2010; Yui et al. 2012). D’autres n’ont pas trouvé
d’effets bénéfiques ni sur les symptomes de TSA ni sur les marqueurs d’inflammation malgré
une restauration des niveaux de DHA dans le plasma et dans les érythrocytes (Clayton et al.
2007; de la Torre-Aguilar et al. 2022; Mankad et al. 2015; Voigt et al. 2014).

Récemment, une méta-analyse a permis de constater qu’une supplémentation en AGPI n-

3 donnait lieu a une meilleure communication sociale, seulement lorsque les études sur les
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symptdmes associés aux TSA étaient prises en compte (Siafis et al. 2022). Dans notre étude,
nous avons pu montrer qu’une alimentation équilibrée en AGPI n-3 et n-6 sous forme de
précurseurs était suffisante pour protéger contre les symptémes cceurs des TSA, et qu’une
alimentation enrichie en AGPI-LC n-3 n’apportait que peu de bénéfices dans la sphere
comportementale. En effet, quelle que soit I’alimentation, les souris exposées in utero au VPA,
qu’elles soient de sexe male ou femelle, n’ont pas montré de troubles liées a la sociabilité ou
aux steréotypies. Néanmoins, des différences entre les deux alimentations ont été retrouvées
dans les troubles comportementaux associé¢s, comme 1’activité globale et la marche ou bien les
marqueurs développementaux. L’effet des AGPI-LC n-3 semble différent selon la nature du
comportement étudié. 1l serait intéressant de compléter cette étude comportementale avec des
tests visant a évaluer de maniere plus précise 1’anxiété, la coordination motrice fine et I’activité
globale par exemple. Concernant la marche, plusieurs différences, notamment entre les males
et les femelles sont apparues. Les résultats obtenus dans ce test renforcent 1’idée de troubles
moteurs au sein des TSA et représentent une piste prometteuse pour investiguer plus finement
les différences entre les sexes, en se basant sur ce qui a été précédemment démontré au sein du
laboratoire (Al Sagheer et al. 2018; Haida et al. 2019; Matas et al. 2021).

Les résultats inconsistants retrouvés en clinique peuvent s’expliquer par des différences
temporelles d’exposition a la supplémentation, du type d’AGPI n-3, des longues chaines ou des
précurseurs. De plus, les rares études existantes portent souvent sur un nombre restreint de
sujets, avec une alimentation et une localisation géographique différente, et sans groupes
contrbles adéquats ne permettant pas aux méta-analyses de proposer des résultats fiables et
homogenes (Siafis et al. 2022). Notre étude a permis de s’affranchir de ces différences en
utilisant le modele murin VPA et de se concentrer sur les effets de deux alimentations
équilibrées en AGPI n-6 et n-3 pendant une longue période. L’impact d’approches

nutritionnelles pendant une période aussi critique pour le neurodéveloppement et I’accrétion
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d’AG cérébrale, rend la descendance extrémement sensible aux bénéfices de cette alimentation
et permet de la protéger face aux agressions périnatales (Janssen & Kiliaan 2014; Martinat et
al. 2021). Ce projet a permis de montrer que 1’introduction d’une alimentation supplémentée en
AGPI n-3, qu’elle soit sous forme majoritaire de précurseurs ou de longue chaine, dés le premier
jour de gestation jusqu’a 1’age adulte, permet de protéger contre les symptémes induits par le
VPA.

Il serait intéressant de compléter cette étude par d’autres approches nutritionnelles
temporelles afin de déterminer la fenétre d’action des AGPI n-3. En se basant sur les études
¢tudiant I’axe cerveau-intestin, la période maternelle entre la gestation et la lactation est la plus
critique pour le développement de TSA, et une supplémentation en précurseurs AGPI n-3 ou
en AGPI-LC n-3 seulement lors de cette période pourrait étre envisagée (Moody et al. 2017,
van De Sande et al. 2014). Au sevrage, la descendance aurait a sa disposition une alimentation
standard sans supplémentation en AGPI n-3. Cette étude permettrait de statuer sur le potentiel
des différents types d’AGPI n-3 lors d’une période critique et face a une agression extérieure.

D’autres projets pourraient aussi découler de cette étude en associant a la supplémentation
en AGPI n-3 sous formes de précurseurs une autre stratégie nutritionnelle. En effet, il existe
des co-supplémentations, parmi lesquelles 1’association des AGPI n-3 (incluant I’ALA, I’EPA,
le DHA et leurs combinaisons) et des vitamines (incluant les vitamines B6, B12, C, D, I’acide
folique, I’acide folinique et leurs combinaisons) semble procurer les meilleurs bénéfices d’apres
une récente méta-analyse (Fraguas et al. 2019). Ces co-supplémentations donnent lieu a
davantage d’effets positifs sur les symptomes des TSA qu’une supplémentation d’AGPI n-3
seule, et permettent d’identifier I’apport spécifique des supplémentations de fagon individuelle
par I’utilisation de groupes controles (Mazahery et al. 2019). Il a d’ailleurs été montré qu’une
co-supplémentation d’AGPI-LC n-3 (EPA+DHA) et de vitamine D pendant 24 mois chez un

patient avec des TSA de 23 ans avait eu des effets extrémement bénéfiques sur les niveaux
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sanguins en AGPI n-3 et sur les symptdmes autistiques comportementaux (Infante et al. 2020).
Cette étude suggere que plus le temps d’exposition a la supplémentation est long, plus les
symptomes autistiques s’estompent. Il semblerait d’ailleurs que les patients avec des TSA et
des taux sanguins élevés d’IL-1B soient les plus sensibles a la combinaison en AGPI et vitamine
D, confortant encore davantage le lien entre inflammation et alimentation (Mazahery et al.
2020). Ces différentes études cliniques démontrent qu’une approche nutritionnelle ne semble
pas suffisante a elle seule pour réduire les symptémes autistiques, mais serait plus efficace en
combinaison avec d’autres thérapies, comme des TCC (Horvath et al. 2017; Mazahery et al.
2017).

De maniere intéressante, les résultats des études portant sur une supplémentation d’AGPI
n-3 chez des modéles animaux sont plus positifs. L’utilisation du modele animal a 1’acide
propionique a permis notamment de lier les ratios d’AGPI avec les mécanismes de neurotoxicité
liés a ’exposition a I’acide propionique, aux problémes de stress oxydatif, de neurotransmission
et de neuroinflammation (Alfawaz et al. 2018; EI-Ansary & Al-Ayadhi 2014). Dans ce modele,
comme chez I’Homme, sont retrouvés des taux plasmatiques d’ AGPI anormalement bas (El-
Ansary & Al-Ayadhi 2014).

Dans notre étude, nous ne sommes pas intéresses aux niveaux plasmatiques ou
érythrocytaires en AGPI car ils ne représentent qu’une indication incompléete des niveaux
cérébraux. Ce projet s’est concentré sur le cervelet par ses approches comportementales et
cellulaires, ¢’est pourquoi nous avons mis en relation les profils lipidiques périphériques et
centraux en investiguant les niveaux en AGPI n-3 et n-6 dans le foie et le cervelet chez les deux
sexes de la descendance. Nous nous sommes concentrés sur les AGPI-LC n-3 et n-6 les plus
importants dans notre étude : le DHA et I’AA. Dans le foie, nous avons retrouvé de fagon
constante une augmentation du DHA et une baisse de I’AA chez les animaux supplémentés

avec des AGPI-LC n-3, quel que soit leur traitement. Le méme impact de la supplémentation
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en AGPI-LC n-3 sur les niveaux de AA ont été retrouvés dans le cervelet. De fagon surprenante,
les niveaux de DHA cérébelleux sont équivalents quel que soit le groupe expérimental. On
retrouve cependant chez les femelles exposées au VPA in utero et supplémentées avec des
AGPI-LC n-3 une augmentation du taux de DHA cérébelleux par rapport a 1’alimentation
équilibrée avec seul ALA comme source d’AGPI n-3. Nous avons déduit de ses résultats
discutés précedemment que les femelles semblent davantage sensibles a la supplémentation en
AGPI-LC n-3 et qu’une supplémentation en précurseurs d’ AGPI n-3 est suffisante pour obtenir
des niveaux de DHA cérebelleux équivalents a ceux produits par une alimentation
supplémentée en AGPI-LC n-3.

Dans le modéle Fmrl™, une supplémentation en AGPI n-3 sous forme de précurseurs
pendant 10 semaines apres le sevrage n’a pas eu d’impact aussi important sur les niveaux
érythrocytaires en AGPI n-3 et AGPI-LC n-3. Seule la supplémentation en AGPI-LC n-3 a
permis d’augmenter le taux de tous les AGPI n-3 dans les érythrocytes, surtout en DHA (+50%),
tout en diminuant drastiquement la proportion d’AA (-70%) (Pietropaolo et al. 2014). Cette
supplémentation a donc permis de modifier le ratio n-6/n-3 en faveur des AGPI n-3. Ces
résultats mettent en évidence que des modéles environnementaux et génétiques montrent des
déficiences en AGPI n-3 qui peuvent étre reversés par une supplémentation spécifique.

Chez d’autres mode¢les animaux, des stratégies de co-supplémentation ont été étudiées
comme chez I’Homme. Il a notamment été¢ montré dans le mod¢le a 1’acide propionique qu’une
co-supplémentation de vitamine B12 et d’AGPI-LC n-3 (EPA + DHA) pendant 30 jours
permettait de restaurer des niveaux physiologiques de peroxydation lipidique, de lipoxygénase
de I’arachidonate 5 (5-LOX), de glutathion (GSH), de S-transférase du glutathion (GST) et
cyclo-oxygénase 2 (COX2) (Alfawaz et al. 2018). D’autres modéles environnementaux de TSA
sont également sensibles a la supplémentation en AGPI n-3, comme les modéles de MIA viraux

(i.e. poly I:C) et bactériens (i.e. LPS) (Fortunato et al. 2017; Li et al. 2015; Weiser et al. 2016).
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Des modéles reliés a I’inflammation et aux comorbidités de TSA sont également sensibles a
cette alimentation (Davis et al. 2017; de Theije et al. 2015). De facon intéressante, la
supplémentation en AGPI n-3 se révéle également efficace chez la souris BTBR (van Elst et al.
2019).

Trés peu d’études se sont intéressées au modéle VPA, résultant en un manque de
connaissances sur les effets d’une supplémentation en AGPI n-3 dans ce modéle. Les études
existantes portent sur les conséquences d’une supplémentation en AGPI n-3 sur la mort
cellulaire hippocampique, les comportements associés d’apprentissage et de mémoire spatiale
ainsi que sur la composition microbienne (Gao et al. 2016; Wang et al. 2020). En effet, la
majorité des études s’intéressant aux AGPI et aux TSA portent principalement sur
I’hippocampe et le cortex préfrontal (Fedorova & Salem 2006; Lafourcade et al. 2011; Moranis
et al. 2012; Xiao et al. 2005).

Ce projet se distingue par I’é¢tude du cervelet, une région tres enrichie également en
lipides et impliquée dans la physiopathologie des TSA (Thabault et al. 2022). Peu d’études se
sont intéressees jusqu’ici aux effets des AGPI n-3 au niveau du cervelet. Chaque région
cérébrale a son lipidome propre, ce qui peut expliquer en partie les différences
comportementales observées dans ce projet (Carrié et al. 2000; Joffre et al. 2016; Xiao et al.
2005). Il est intéressant de noter que le ratio n-6/n-3 du cervelet (i.e. 0.54+0.02) chez la souris
C57BL/6J sans approches nutritionnelles est le plus faible de toutes les structures cérébrales
étudiées (Joffre et al. 2016). Cette structure est davantage enrichie en AGPI n-3 qu’en AGPI n-
6, et est donc plus sensible a des approches nutritionnelles visant a moduler ce ratio. En effet,
une déficience en AGPI n-3 du sevrage jusqu’a 4 mois dans cette méme étude a mené a une
déplétion des AGPI n-3 de 30% et une augmentation des AGPI n-6, notamment d’AA (+19%)
(Joffre et al. 2016). Par rapport au cortex préfrontal et I’hippocampe, la déplétion en AGPI n-3

est moins importante tandis que 1’augmentation en AGPI n-6 est plus importante. Le cervelet

223

——
| —



est donc une région cérébrale complexe dont les niveaux en AGPI n-3 et n-6 sont impactés par
des approches nutritionnelles.

Il aurait été intéressant de compléter ces résultats cérébelleux avec d’autres régions
cérébrales impliquées dans les TSA. En effet, le cervelet faisant partie d’un réseau li¢ a la
cognition d’une part et a la motricit¢ d’autre part, I’investigation du thalamus, du cortex
préfrontal ainsi que du striatum seraient toutes indiquées dans la continuité de ce projet. La
souche de souris est également importante dans notre étude. En effet, les souris CD1 semblent
avoir un métabolisme lié aux AGPI plus actif que les C57BL/6J. Les souris CD1 nourries avec
une alimentation équilibrée ne contenant que des précurseurs n-3, présentent des niveaux de
DHA, un AGPI-LC n-3, supérieurs a ceux de la souris C57BL/6J (Joffre et al. 2016). Ces
différences entre souches de souris peuvent notamment expliquer la diversité des résultats
obtenus dans différents laboratoires dans le cadre de supplémentations en AGPI n-3.

Ce projet a permis d’apporter des résultats menant a considérer davantage les AGPI n-3
comme une thérapie nutritionnelle effective préventive lors de la période périnatale afin de
protéger contre la physiopathologie des TSA. Notre étude démontre aussi que dans ce contexte

I’ajout d’AGPI-LC n-3 n’apporte que peu de bénéfices supplémentaires.

CHAPITRE 2 : Inflammation, AGPI et TSA

Cette étude longitudinale a été complétée par des investigations liées aux processus
inflammatoires. En effet, une augmentation de I’inflammation dans le cervelet est retrouvée de
facon constante chez I’Homme et dans plusieurs modéles animaux de TSA, dont le mod¢le
VPA (Thabault et al. 2022). De plus, certains métabolites des AGPI n-3 et n-6 sont capables de
moduler I’expression de cytokines et autres molécules inflammatoires. Nous nous sommes
intéressés a I’expression de TNF-a, TGF-B1 et ARG-1 qui sont des marqueurs d’inflammation

reliés & la microglie notamment. Ce travail a permis de mettre en évidence qu’il n’y a pas de
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différences sur 1’expression de ces marqueurs entre les AGPI-LC n-3 et les précurseurs AGPI
n-3. Seule I’expression de TNF-a était augmentée chez les femelles contrdle avec une
alimentation supplémentée en AGPI-LC n-3. Ce résultat va a I’encontre de la littérature, ou une
baisse de TNF-a est retrouvée apres une supplémentation en AGPI n-3. Par exemple, les AGPI
n-3 ont la capacité d’interrompre la synthése d’IL-1, 6 et 12, CD14 soluble (sCD14) et TNF-a
tout en promouvant la synthése d’IL-2 aux propriétés anti-inflammatoires (Kaliannan et al.
2015; Rey et al. 2019; van Elst et al. 2014). Cependant, TNF-a étant le seul marqueur dont
I’expression est augmentée chez les souris femelles contréle et supplémentées en AGPI-LC n-
3, ceci traduirait davantage d’une augmentation des processus neurotrophiques et de plasticité
synaptique plutdt que d’une augmentation de I’inflammation. En effet, il a été montré
récemment que TNF-a agit en tant que médiateur entre les BG et les PC dans le cervelet (Shim
et al. 2018). Par I’activation des récepteurs a TNF-a, les TNFR1, que possedent les BG, une
libération de glutamate au niveau de la synapse tripartite active le récepteur glutamatergique
mGIuR1 au niveau des PC, menant a une augmentation de leur excitabilité. Ceci montre qu’une
augmentation de TNF-a, par le biais des astrocytes ou de la microglie, est nécessaire au
maintien du niveau de glutamate dans la fente synaptique pour activer mGIuR1 et induire une
plasticité synaptique. Les processus de plasticité synaptique induits par la glio-transmission et
leur pertinence dans les TSA sont notamment détaillés dans la revue dont je suis co-premiere
auteure et incluse dans ce manuscrit (Thabault et al. 2022).

Afin de compléter ces résultats, il aurait été également intéressant de ce fait d’étudier la
morphologie et les marqueurs spécifiques des populations gliales par immunohistochimie et par
des méthodes de biologie moléculaire. Cela aurait pu nous renseigner sur I’activité astrogliale
au niveau des régions crus | et crus Il, qui sont ici des régions d’intérét dans la pathologie des

TSA. En effet, il a constamment été retrouvé chez ’Homme et dans plusieurs modeles animaux
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une astrogliose, une augmentation globale de 1’inflammation et une microglie inefficace
(Thabault et al. 2022).

De plus, les résultats des marqueurs d’inflammation et du profil lipidomique cérébelleux
auraient pu étre corrélés avec le profil d’oxylipines cérébelleux dans notre étude. Les oxylipines
sont des métabolites oxygénes des AGPI qui dépendent de la composition lipidique stockee
dans le cerveau. Elles sont rapidement produites a la demande par différentes enzymes telles
que les cyclooxygénases, les lipoxygénases, les cytochromes P450 et les époxydes hydrolases
(Gabbs et al. 2015) et ne sont jamais conservées sur le long terme (Joffre 2019; Serhan 2014).
Les oxylipines synthétisées dépendent des différents types d’acides gras ingérés. Par exemple,
une alimentation avec un ratio élevé de LA/ALA a résulté en une augmentation du ratio des
oxylipines n-6/n-3 dans le sérum (Leng et al. 2017). Les oxylipines dérivées des AGPI n-6,
notamment les prostaglandines, les leucotriénes, les thromboxanes et les acides
hydroxytetraénoiques jouent un role pro-inflammatoire (Calder 2002). En opposition, les
oxylipines produites a partir des AGPI n-3 sont les acides hydroxyoctadécadiénoiques et
hydroxytetraénoiques ainsi que les médiateurs de résolution de I’inflammation comme les
marésines, les neuroprotectines et les résolvines qui sont impliqués dans la résolution de
I’inflammation (Calder 2002). Néanmoins, il existe des oxylipines dérivées des AGPI n-6 aux
propriétés anti-inflammatoires comme les lipoxines, comme il existe des oxylipines dérivées
des AGPI n-3 de nature pro-inflammatoire comme les prostaglandines, les leucotrienes et les
thromboxanes (Gabbs et al. 2015). Les oxylipines peuvent également étre catégorisées selon
I’AG précurseur. On distingue les octadecanoides, dérivés de LA et ’ALA, les eicosanoides,
produits a partir de ’AA et du DGLA pour les AGPI n-6 et I’EPA pour les AGPI n-3, et les
docosanoides, dont I’AdA, le DPA n-3 et le DHA dérivent (Liput et al. 2021).

Les facteurs d’inflammation et notamment les niveaux d’oxylipines ont récemment été

¢tudiés dans le contexte des TSA. Des taux élevés d’époxydes hydrolases associés a des niveaux
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diminués des acides gras epoxy ont été retrouvés dans le cortex préfrontal de souris exposées
au poly I:C in utero (Ma et al. 2019). De facon intéressante, ce modele de MIA présente des
troubles cognitifs associés aux TSA et un inhibiteur d’époxyde hydrolase pendant la période
prénatale permet de protéger entre autres contre ces symptomes. De fait, les oxylipines semblent
étre d’un intérét particulier dans la physiopathologie des TSA.

I a également ét¢ montré dans d’autres modeles animaux de MIA qu’une
supplémentation alimentaire en APGI-LC n-3 module le profil d’oxylipines dans 1I’hippocampe
suite a une inflammation induite par injection cutanée de LPS (Rey et al. 2019). Les animaux
de cette étude étaient sujets soit a une alimentation déficiente ou enrichie en AGPI-LC n-3 a
partir du sevrage (P21) et cela pendant deux mois, avant de recevoir du LPS (i.p., 125ug/kg).
La diete supplémentée en AGPI-LC n-3 a permis un enrichissement de 1’hippocampe en ces
AGPI spécifiqguement et de ce fait, a influenceé le ratio d’oxylipines dérivées des AGPI n-3/n-6
en faveur des AGPI n-3, médiateurs de la résolution de I’inflammation. On retrouve 1’exact
opposé chez les souris ayant eu une alimentation déficiente en AGPI-LC n-3, ou les AGPI n-6
se retrouvent en plus grande quantité et créent un environnement pro-inflammatoire avec une
prévalence d’oxylipines dérivées des AGPI n-6. Le LPS a augmenté 1’expression de
cylooxygénase-2 et 5-lipoxygénase quelle que soit 1’alimentation, mais dans une moindre
mesure chez les animaux soumis a I’alimentation enrichie en AGPI-LC n-3 (Rey et al. 2019).
Les AGPI-LC n-3 ont donc un réel effet protecteur concernant I’inflammation en produisant
des oxylipines aux propriétés neuroprotectrices et anti-inflammatoires.

De fagon intéressante, une étude récente démontre également le pouvoir de I’ALA sur le
profil des oxylipines. Contrairement a ce qui est communément retrouvé dans la littérature, les
AGPI-LC n-3 ne sont pas les seuls a étre métabolisés en oxylipines. Dans un contexte d’obésité,
d’inflammation et de résistance a 1’insuline, un enrichissement de 1’alimentation de souris

C57BL/6J avec de I’ALA avec un ratio n-6/n-3 de 1 pendant 10 semaines a permis d’augmenter
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drastiguement la bioconversion des AGPI n-3 et AGPI-LC n-3 en oxylipines anti-
inflammatoires. Ces oxylipines auraient ensuite inhibé I’activité de NF-kB et 1’activité pro-
inflammatoire des macrophages, permettant de diminuer I’accumulation de triglycérides ainsi
que I’inflammation au niveau du tissu adipeux (Fan et al. 2020).

Cette étude montre la capacité de I’ALA, en tant que précurseur AGPI n-3, a modifier le
profil d’oxylipines de maniére aussi efficace que les AGPI-LC n-3 comme I’EPA et le DHA.
L’ALA permet donc de conduire a un profil anti-inflammatoire comme les AGPI-LC n-3, ce
qui expliquerait I’efficacité de notre aliment équilibré en précurseurs LA et ALA sur la
protection de la physiopathologie des TSA. Au vu de nos résultats concernant les profils
lipidiques et inflammatoires cérébelleux, nous nous attendrions a retrouver des profils

similaires d’oxylipines anti-inflammatoires entre nos groupes expérimentaux.

CHAPITRE 3 : Modele VPA : microbiote intestinal, AGPI
et TSA

L’action du VPA repose sur la potentialisation de la neurotransmission GABAergique et
de la transcription génique par le biais de I’inhibition des HDAC qui peuvent moduler in fine
les profils inflammatoire et lipidique. Il est intéressant de noter que le VPA est un AGCC, au
méme titre que les acides propionique, butyrique et acétique, impliqués et étudiés dans la
physiopathologie des TSA (De Angelis et al. 2013; Loscher 2002; Wang et al. 2012). Ces
AGCC sont connus pour avoir des effets sur le microbiote intestinal et le systeme nerveux
central, notamment par le biais du nerf vague (Bonaz et al. 2018; Davoli-Ferreira et al. 2021,
Madore et al. 2020). Néanmoins, les résultats de notre projet ne semblent pas indiquer un effet
du VPA sur le comportement, les processus cellulaires ou métaboliques. Seule une interaction
du VPA et de I’alimentation a été retrouvée pour certains parametres comme le redressement

dans le test du cylindre ou bien pour le profil inflammatoire et lipidomique cérébelleux. Peu
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d’études se sont intéressées aux conséquences du VPA sur les profils lipidomique et
d’oxylipines.

Une étude chez les microorganismes a pu montrer un effet du VPA sur les types d’AG
synthétisés et de ce fait sur les processus inflammatoires (Poolchanuan et al. 2020). Le VPA a
notamment induit la production chez une souche bactérienne spécifique d’acide €laidique, un
AG trans ayant la capacité d’inhiber la B-oxydation dans les macrophages périphériques
humains et de mener a une augmentation de la concentration en zinc dans cette population
cellulaire spécifique (Zacherl et al. 2014, 2015). Il semblerait que les effets du VPA sur la
biosynthese des AG au niveau du microbiote intestinal nécessite une haute concentration
intestinale de VPA (100uM) due a une dose importante de VPA ingérée (de 600 a 900mg)
(Poolchanuan et al. 2020).

Le modéle VPA que nous avons utilis¢ dans cette étude résulte d’une injection unique de
450mg/kg chez la souris C57BL/6J. Sgritta et ses collaborateurs ont également étudié ce modele
et montré une augmentation du ratio Bacteroidetes/Firmicutes ainsi qu’une augmentation de
I’abondance des Proteobacteria comparé aux contréles (Sgritta et al. 2019). De plus, seule la
béta diversité a été impactée par I’exposition au VPA, ce que nous retrouvons également dans
notre étude mais seulement chez les meres exposées au VPA et supplémentées avec des AGPI-
LC n-3. Ces travaux nous confortent davantage sur la capacité des AGPI n-3, qu’ils soient
précurseurs ou a longue chaine, dans la régulation de la composition du microbiote intestinal
chez la descendance exposée au VPA in utero. Un modele VPA tres proche de celui que nous
avons utilisé, avec une injection a E12 et une dose de 400mg/kg chez le rat a résulté en une
baisse de la diversit¢é microbienne (alpha diversité¢), une augmentation de 1’abondance de
certains phyla microbiens comme les Proteobacteria, les Eubacteriacae, les Rikenellaceae et
les Staphylococcaceae ainsi qu’une baisse des Enterobacteriaceae (Liu et al. 2018).

Récemment, Gu et ses collaborateurs ont également montré une augmentation de 1’abondance

229

——
| —



des Proteobacteria dans le modele VPA rat (E12.5, 600mg/kg) (Gu et al. 2022). Ces résultats
démontrent qu’une exposition unique au VPA donne lieu a des changements drastiques du
microbiote intestinal qui peuvent étre différents selon le temps d’injection, la dose utilisée et la
souche de souris. Ces conséquences peuvent s’expliquer par la variété des mécanismes par
lesquels le VPA agit sur ’organisme et qui ont été décrits dans la partie introductive de ce
manuscrit. L’action inhibitrice du VPA sur les HDAC pendant le neurodéveloppement mene
notamment a des modifications épigénétiques qui vont moduler de facon durable les aspects
comportementaux, cellulaires et moléculaires. Dans le cadre de 1’axe cerveau-intestin,
I’inhibition sélective des HDAC a notamment permis de réduire I’inflammation dans plusieurs
modeles animaux d’inflammation intestinale (Felice et al. 2015). Dans notre projet, des
différences liées au microbiote intestinal n’ont pas été observées, ce qui promeut la
supplémentation en AGPI n-3 et AGPI-LC n-3 comme protectrice.

De plus, malgré une abondance similaire de Lactobacillus reuteri chez les animaux VPA
et les controles, une supplémentation de cette bactérie dans I’eau de boisson de I’animal pendant
4 semaines a permis normaliser la sociabilité des animaux VPA comparés aux contréles (Sgritta
et al. 2019). Ces études montrent un lien important entre certains phyla et souches bactériennes
avec le comportement, notamment social, caractéristique des TSA. Les mécanismes en lien
avec cette restauration du comportement social sont encore a I’étude mais des pistes concernant
le systéme oxytocinergique et 1’action directe sur le nerf vague sont privilégiées (Sgritta et al.
2019).

Ces changements de composition microbienne dans le modele VPA, variant selon les
études, ont pour conséquence de modifier les voies métaboliques associées au microbiote
intestinal. Par exemple, 21 voies bactériennes ont été augmentées et 8 réduites chez les animaux
exposés au VPA (400mg/kg) in utero a E12 (Liu et al. 2018). Parmi celles-ci, sont retrouvées

une activation du systéme de sécrétion bactérien, la réplication et la réparation de ’ADN et une
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diminution des voies des transporteurs ABC. Ces résultats indiquent que le VPA augmente
I’activité de voies reliées a ’activité et la survie bactérienne (Liu et al. 2018).

Dans notre étude, nous avons également investigué les différentes voies métaboliques
impactées par 1’exposition au VPA et a la supplémentation en AGPI n-3, qu’ils soient
précurseurs ou a longue chaine. Par souci de clarté dans I’article soumis et présent dans ce
manuscrit dans la section resultats, nous avons fait le choix de ne pas détailler ces résultats.
Néanmoins, il apparait intéressant ici de préciser que seules 5 voies métaboliques ont montré
des différences entre les groupes expérimentaux chez la descendance male et femelle, avec une
forte prévalence chez les femelles seules (4 voies métaboliques) et concernent majoritairement
le métabolisme lipidique. Chez les meéres, on retrouve de facon intéressante 215 voies
métaboliques impactées, dont la vaste majorité sont liées a la synthése des acides aminés et des
vitamines. Ces résultats sont en accord avec 1’absence de différences concernant le microbiote
intestinal chez la descendance. Ceci conforte notre hypothese principale selon laquelle une
alimentation équilibrée en précurseurs LA/ALA est suffisante pour protéger contre les
symptdmes induits par une exposition au VPA in utero.

Ce projet apporte ici une nouvelle vision des thérapies nutritionnelles périnatales. Il
s’inscrit dans le cadre d’études qui ont déja montré I'importance de la période de
supplémentation pour protéger des symptémes de TSA ou les réduire (Janssen & Kiliaan 2014;
Moody et al. 2017; van De Sande et al. 2014). Il semble que la période d’exposition soit ici
cruciale puisque chez la meére, le nombre de voies métaboliques impactées est corrélé a des
modifications de la béta diversité et de 1’abondance de certains phyla bactériens comme les
Bacteroidetes et les Actinobacteria sans modifications du comportement maternel. En effet, il
a déja été montré que des supplémentations en AGPI n-3, qu’elles soient sous forme de
précurseurs ou de longues chaines, étaient plus efficaces chez 1’enfant dans le cadre de soucis

Gl ou dans les TSA de fagon genérale (Karhu et al. 2020).
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Notre ¢étude s’est intéressée aux différents stades de développement du modele VPA
jusqu’a I’age adulte. Les TSA étant une pathologie qui persiste tout au long de la vie, il serait
intéressant d’étudier le modeéle VPA a un stade plus avancé en prenant exemple sur le projet
collaboratif décrit dans les résultats de cette thése, ol le modéle Shank32¢/A€ a été étudié a 10,
20 et 40 semaines (Thabault et al., soumis). De plus, il a déja été montré qu’une supplémentation
en AGPI n-3 sous forme de ALA tout au long de la vie avait résulté en une augmentation des
niveaux de DHA et en une diminution des niveaux de AA dans le cortex, ce qui avait mené a
une restauration du comportement émotionnel chez des souris CD1 adultes (3-5 mois) et agées
(19-23 mois) (Moranis et al. 2012). Néanmoins, cela n’avait pas été suffisant pour protéger
contre des déficits en mémoire spatiale mais aussi contre une augmentation de 1’expression
d’IL-6, pro-inflammatoire, et une diminution d’IL-10, anti-inflammatoire, dans le cortex des
souris agées. En effet, les niveaux d’AGPI-LC n-6 comme 1I’AA sont augmentés avec 1’age et
la neuroinflammation, menant a une augmentation de la production d’eicosanoides de nature
pro-inflammatoire (Rapoport 2008; Yehuda et al. 2002). 11 semblerait donc qu’une
supplémentation en AGPI-LC n-3 soit nécessaire dans le maintien des processus cognitifs avec

I’age.

CHAPITRE 4 : Différences liées au sexe

Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes intéressees aux différences liées au sexe.
En effet, méme si un ratio de 3,7 hommes pour 1 femme avec des TSA existe, les femmes ont
tendance a étre sous-diagnostiquées et il apparait de plus en plus clairement que les femmes
sont également touchées par ce trouble neurodéveloppemental, mais de facon différente. Il
existe a I’heure actuelle plusieurs théories mettant en cause le systéme neuroendocrinien dans
les différences comportementales retrouvées par exemple (Auyeung et al. 2009; Baron-Cohen

et al. 2015, 2020). 11 a d’ailleurs été montré précédemment dans le laboratoire que les souris
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femelles exposées au VPA ou au poly I:C in utero ne présentaient pas de difficultés de
sociabilité contrairement aux males (Al Sagheer et al. 2018; Haida et al. 2019). L’utilisation
d’autres critéres de diagnostic seraient donc importants dans cette pathologie, notamment
I’évaluation des symptomes moteurs, comme dans notre projet avec la marche et les
stéréotypies motrices.

En réalisant une approche nutritionnelle visant a protéger des symptdémes autistiques
induits par 1’exposition au VPA in utero, nous avons retrouvé des résultats différents entre
males et femelles. Chez les males, les niveaux de DHA cérébelleux sont équivalents quel que
soit le groupe expérimental. De fagcon intéressante, les femelles exposées au VPA avec une
alimentation équilibrée ne contenant que des précurseurs en AGPI n-3 présentent des niveaux
plus bas de DHA que les femelles exposées au méme traitement mais avec une alimentation
supplémentée en AGPI-LC n-3. Ces résultats semblent étre en contradiction avec la littérature
actuelle. En effet, il a été mis en évidence que les femmes auraient tendance a métaboliser
I’ALA etle LA en AGPI-LC plus rapidement que les hommes, ce qui serait également retrouvé
chez le rat (Childs et al. 2008). Une étude a notamment permis de montrer 1’augmentation de
la conversion de ’ALA en DHA et EPA in vitro par un traitement au 17-p-estradiol (Alessandri
et al. 2008). Les femmes et les femelles seraient donc les plus a méme d’étre sensibilisées a des
modifications nutritionnelles de I’apport lipidique. Néanmoins, ces études ne se sont intéressées
qu’aux tissus périphériques et seules quelques-unes se sont intéressées aux niveaux cérébraux
et aux différences liées au sexe (Chen et al. 2020; Kitson et al. 2012; Rodriguez-Navas et al.
2016). Chen et ses collaborateurs ont d’ailleurs permis de mettre en évidence un effet du sexe
sur les niveaux d’AA cérébelleux, mais pas sur les niveaux de DHA cérébelleux, en étudiant
différentes concentrations d’ALA dans I’alimentation (Chen et al. 2020). Ces niveaux d’ AGPI-

LC dépendent encore une fois largement des AG essentiels, LA et ALA, présents dans
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I’alimentation a des concentrations variables. Ces études mettent en exergue I’importance des
AGPI précurseurs dans le métabolisme cérébral chez les deux sexes.

De plus, nous nous sommes ici intéressés au cervelet, qui est une région sujette a des
différences entre les sexes. Le cervelet est une région ou est fortement exprimé ROR-a, un
facteur de transcription impliqué dans I’étiologie des TSA, et qui est retrouvé en faibles
proportions dans le LCR des patients avec des TSA (Nguyen et al. 2010; Sarachana et al. 2011,
Sarachana & Hu 2013). Sarachana et Hu ont d’ailleurs mis en évidence que ROR-a interagissait
avec d’autres génes liés aux TSA et aux différences liées au sexe comme A2bpl, Cypl9al,
Hsd17b10, Itprl, NIgnl (Sarachana & Hu 2013).

Cypl9al code pour une enzyme appelée aromatase permettant la conversion
d’androgénes en estrogénes (Sarachana et al. 2011). De fait, une baisse des niveaux de ROR-a
mene a une baisse de I’activité de I’aromatase et donc a une augmentation de la testostérone.
Des niveaux de testostérone sanguins élevés ont en effet été retrouvés chez des femmes
diagnostiquées avec des TSA (Bejerot et al. 2012). De plus, Hsd17b10 code pour une enzyme
mitochondriale notamment impliquée dans 1’oxydation des AG et des stéroides. Une baisse de
cette enzyme a pour conséquence d’augmenter les niveaux d’androgeénes et de diminuer les
niveaux d’estrogenes, et serait liée a I’apparition de DI, de troubles moteurs, de difficultés liées
au langage ainsi qu’un comportement atypique, des symptomes retrouvés chez les personnes
atteintes de TSA (Lenski et al. 2007; Ofman et al. 2003; Reyniers et al. 1999). Ces résultats
mettent en lumicre I’implication de processus neuroendocriniens liés notamment au
métabolisme des AGPI dans la physiopathologie des TSA. L’étude de ROR-a et de I’aromatase
dans ce modele se révélerait utile pour déterminer les mécanismes liés au sexe sous-jacents
dans la physiopathologie des TSA. Il aurait été intéressant dans notre étude de réaliser des
approches de biologie moléculaire pour investiguer 1’expression de I’aromatase et des

récepteurs a estrogenes dans le cervelet des animaux de nos différents groupes expérimentaux.
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L’utilisation de souris mutantes pour le géne codant ROR-a (staggerer) ont permis de
mettre en évidence qu’il est impliqué dans diverses fonctions, parmi lesquelles se trouvent la
difféerentiation des PC, le développement cérébelleux, la protection neuronale contre le stress
oxydatif mais aussi contre 1’inflammation (Boukhtouche et al. 2006a,b; Delerive et al. 2001,
Gold et al. 2007; Hadj-Sahraoui et al. 2001; Harding et al. 1997). L’expression diminuée de
cette protéine a donc des conséquences tres importantes sur 1’organisme. Suite a une exposition
au LPS ou au TNF-a, les souris staggerer présentent des niveaux d’expression anormalement
¢levés d’ARNm d’IL-1p, IL-6 et IL-8 dans des cellules musculaires lisses primaires humaines
(Delerive et al. 2001; Kopmels et al. 1992).

De plus, le développement des PC est en lien étroit avec I’expression de ROR-a et des
niveaux d’hormones stéroidiennes, notamment pendant la deuxiéme semaine postnatale chez
le rongeur. En effet, a cette période les PC acquierent leur arborisation trés développée et
caractéristique et passent par un élagage synaptique important des CF (Altman 1972; Kakizawa
et al. 2000; Roth & Hausser 2001). Cette période est donc cruciale pour le développement des
PC et une agression lors de cette période par le biais de PGE2 ou du LPS a donné lieu a une
réduction de la croissance de 1’arborisation dendritique des PC et un comportement social
anormal chez les rats males exclusivement (Hoffman et al. 2016). Ces différents résultats
montrent le lien entre les processus inflammatoires dans le cervelet et le sexe.

Dans notre étude, nous n’avons pas trouvé de différences du nombre de PC quel que soit
le groupe expérimental et le sexe. Néanmoins, notre analyse s’est focalisée sur deux régions
uniquement et n’a pas permis d’obtenir des aspects liés a la fonctionnalité des PC. Il aurait été
intéressant, comme dans le projet collaboratif sur le modéle Shank32/A€ auquel j’ai participé,
d’étudier la complexité de I’arborisation dendritique neuronale ainsi que la morphologie des
épines dendritiques dans les PC (Thabault et al., soumis). Associés a ces analyses, il aurait été

pertinent de réaliser des enregistrements électrophysiologiques ex vivo en patch clamp. En effet,
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les PC présentent des récepteurs intranucléaires ER-B, les rendant sensibles aux niveaux
d’estrogeénes cérébelleux, notamment dans le cadre des processus neurodéveloppementaux
(Belcher 2008). L’activation de ces récepteurs méne a I’activation de mGluR 1a et promeut la
neurotransmission au niveau de la synapse entre les FP et les PC. En consequence, cela
potentialise I’activité glutamatergique dans le cervelet (Hedges et al. 2018). De ce fait, chez les
patients diagnostiqués avec des TSA ayant des niveaux élevés d’androgenes et des niveaux
faibles d’estrogenes, 1’activité glutamatergique serait grandement diminuée et notamment dans
le cervelet. Ces analyses auraient pu nous permettre d’identifier des différences liées au sexe
sur les PC, permettant de confirmer le lien entre les AGPI, I’inflammation et le systeme

neuroendocrinien.
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CONCLUSIONS

'



Ce projet de thése a porté sur 1’étude des effets des AGPI n-3, qu’ils soient précurseurs
ou a longue chaine, sur les symptdmes de TSA comportementaux, cellulaires et métaboliques
du mod¢le murin d’exposition in utero au VPA.

Nous avons pu montrer par cette étude longitudinale que les AGPI n-3 précurseurs ou
essentiels comme I’ALA étaient suffisants pour protéger contre les déficits comportementaux
et la perte neuronale dans le cervelet caractéristiques des TSA et communément retrouvés dans
le modele VPA. Nos résultats semblent indiquer que les deux alimentations ont un effet
protecteur et que les AGPI-LC n-3 ne semblent apporter que peu de bénéfices supplémentaires
dans ce modele.

Dans cette étude, des différences entre les sexes ont été retrouvées dans les troubles
associés aux TSA, comme la marche et I’activité globale, mais aussi dans les profils lipidique
et inflammatoire. Ce travail contribue ainsi a promouvoir, a son échelle, les études portant sur
les deux sexes. Depuis 2009, la proportion d’études prenant en compte les deux sexes a
quasiment doublé (Willingham 2022). Les femmes étant diagnostiquées avec des TSA
beaucoup plus tardivement que les hommes, il apparait nécessaire de s’intéresser aux
comorbidités et troubles associés aux TSA pouvant permettre de poser un diagnostic plus
rapidement. De fagon générale, il semble important qu’en 2022 la santé des femmes soit autant
étudiée que celle des hommes.

Notre étude sur le cervelet a permis de mettre en évidence des liens entre les
comportements observés et les aspects cellulaires de cette région cérébrale. En effet, les deux
alimentations utilisées ont permis de protéger contre des anomalies dans des comportements
cérébelleux et contre des pertes cellulaires dans des régions liées aux fonctions cognitives et
motrices (lobule VII). Cette étude témoigne d’un réel intérét du cervelet dans I’étude des TSA
et des thérapies nutritionnelles a base d’AGPI n-3. Davantage d’études sur ces aspects devraient

pouvoir ouvrir des pistes mécanistiques plus avancées vers un traitement personnalisé des TSA.
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Nous avons d’ailleurs tenté¢ d’apporter des pistes de réflexion quant a 1’aspect
mécanistique des AGPI n-3 sur la physiopathologie des TSA. L’action des AGPI n-3 sur les
processus reliés a I’inflammation, et notamment sur le microbiote intestinal sont d’un intérét
tout particulier. De plus, les AGPI n-3 et le VPA modulant la perméabilité de la paroi intestinale
et la BHE, il serait intéressant d’investiguer davantage la vascularisation cérébelleuse. Par sa
proximité avec le plexus choroide, le cervelet est une région cérébrale en premiere ligne lors
d’anomalies liées aux barriéres protectrices cérébrales.

Ce projet a pu bénéficier d’étroites collaborations sur ces différents aspects et a permis
d’obtenir des résultats complémentaires novateurs qui questionnent les processus de
vulnérabilité aux TSA en fonction de I’alimentation maternelle et de la descendance.

Enfin, ce travail s’inscrit dans un projet plus vaste visant a explorer des stratégies
thérapeutiques tout en étudiant de la fagon la plus exhaustive possible ses répercussions sur la
physiopathologie des TSA. En effet, ce projet de grande ampleur ne s’est pas seulement
concentré sur I’étude des deux sexes de la descendance autistique mais également sur les méres
exposées au VPA pendant la gestation et la lactation. Cet aspect du projet, méme s’il n’en est
pas le point central, m’a tenu a cceur et a permis de valoriser les résultats. Par ce suivi de plus
de trois mois, des différences entre les meres et la descendance se sont dégagées. Il semblerait
que les méres, des souris adultes, nécessitent une alimentation supplémentée en AGPI-LC n-3
pour contrebalancer les effets du VPA notamment sur les profils microbiens et lipidiques,
cérébelleux et hépatiques. Néanmoins, ces différences n’ont pas donné lieu a des différences au
niveau du comportement maternel qui auraient pu influencer le comportement de la
descendance.

Pris dans leur ensemble, ces résultats promeuvent sur la période périnatale comme une

période critique ou des approches nutritionnelles, basées sur une supplémentation en AGPI n-
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3 sous forme de précurseurs ou de longues chaines, sont efficaces afin de protéger contre les

symptomes de TSA induits par 1’exposition au VPA in utero.
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Tukey

2-way ANOVA F(1,105) pvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction 1,9480 0,1658 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9874 ns
P9 Nutrition 6,8120 0,0104 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0171 *
Treatment 0,8390 10,3618 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,6480 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:SAL 0,0569 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,8477 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,3405 ns
Tukey
2-way ANOVA F(1,105) pvalue summary . . pvalue summary
) ) multiple comparisons
nghtmg Interaction 0,3757 10,5412 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,7748 ns
reflex 1 Nutrition 0,0071 0,9331 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,9787 ns
Treatment 3,9940 0,0483 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,4796 ns
Males n-3 bal:VPAvs n-3 supp:SAL 0,5088 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,9660 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,2363 ns
Tukey
2-way ANOVA F(1,105) pvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction 3,2150 0,0758 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9937 ns
P13 Nutrition 3,2930 0,0137 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0089 *k
Treatment 4,7190 0,0321 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9956 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:SAL 0,0052 *x
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,9635 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,0246 *
Tukey
2-way ANOVA F(1,109) pvalue summary . , pvalue summary
multiple comparisons
Interaction 0,1687 10,6821 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,7279 ns
P9 Nutrition 6,2310 0,0141 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,1338 ns
Treatment 3,2650 0,0735 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9575 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:SAL 0,0206 *
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,5044 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,4417 ns
Tukey
2-way ANOVA F(1,109) pvalue summary . , pvalue summary
. . multiple comparisons
nghtmg Interaction 2,1090 0,1493 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,6546 ns
reflex 1 Nutrition 8,0330 0,0055 ok n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0090 **
Treatment 9,0630 0,0032 ** n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9992 ns
Females n-3 bal:VPAvs n-3 supp:SAL 0,0007 Fdk
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,7914 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,0166 *
2-way ANOVA F(1,109) pvalue summary Tukey pvalue summary
! multiple comparisons
Interaction 1,0980 0,2971 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,4265 ns
P13 Nutrition 13,8400 0,0003 *xk n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,1910 ns
Treatment 1,0080 0,3176 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1968 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:SAL 0,0088 *x*
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,0098 **
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  >0,9999 ns
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Tukey

2-way ANOVA  F[1,114) pvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 08741 00,3518 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,5664 ns
P12 Nutrition 6,5710 0,0117 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,6210 ns
Treatment 0,8741 00,3518 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,6786 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,0577 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0903 ns
n-3 supp:VPA S n-3 suppVPA  =0,9999 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,114) pvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction  6,9870 0,0094 *E n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,4651 ns
P13 Nutrition 19,0700 <0,0001  **** n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL «<0,0001 i
Treatment 0,2912 10,5905 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0472 ®
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,0028 o
n-3 bal:WPAvs n-3 supp:VPA 0,6504 ns
n-3 supp:VPAVE n-3 suppVPA 10,1052 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,114) pvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Eye Interaction 1,1900 0,2776 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,1142 ns
opening F14 Mutrition  6,0190 0,0157 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL  0,0465 *
Treatment 4,6790 0,0326 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0104 ¥
Males n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,9966 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,7941 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,BBES ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,114) pvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 0,0751 0,7845 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 10,0979 ns
P15 Nutrition 09674 0,3274 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0, 7859 ns
Treatment 94850 0,0026 *E n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0308 ®
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,4243 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,9636 ns
n-3 supp:VPAVE n-3 suppVPA 00,1856 ns
2-way ANOVA  F(1, 114) pwalue summary Tukey pwvalue summary
! multiple comparisons
Interaction  0,0727 0,7880 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,2939 ns
P16 Nutrition 0,1351 00,7139 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,9647 ns
Treatment 5,1930 0,0245 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,2701 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,5062 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 00,9993 ns
n-3 supp:VPAVE n-3 suppNVPA 04718 ns
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Tukey

2-way ANOVA  F[1,116) pvalue summary . A pvalue summary
multiple comparisons
Interaction 1,1780 0,2EDD ns n-3 bal:5AL vs n-3 bal:vPA 0,3709 ns
P12 Mutrition 3,0330 0,0B42 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,1629 ns
Treatment 1,1780 0,2BDO ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1707 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,9695 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,5703 ns
n-3 supp:VPA v n-3 supp:VPA _ >0,9999 ns
2-way ANOVA  F[1, 116) pwalue summary Tukey pwvalue summary
! multiple comparisons
Interaction 0,3241 0,5703 ns n-3 bal:5AL vs n-3 bal:vPA 04810 ns
P13 Mutrition 22,1500 «0,0001 Ll n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0009 i
Treatment 6,2960 0,0142 ® n-3 bal:5AL vs n-3 sUppVPA 0,3717 ns
n-3 bal:WPAvs n-3 supp:SalL <0,0001  ****
n-3 bal:WPAvs n-3 supp:vPA  0,0293 *
n-3 supp:VPAvE n-3 suppVPA 10,1729 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,116) pvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Eye Interaction 0,7000 0,4045 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9792 ns
opening P14 Nutrition 18,8600 <0,0001  **** n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0521 ns
Treatment 1,B610 0,1751 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0003 i
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,1784 ns
Females n-3 bal:VPAvs n-3 supp:WPA  0,0034 b
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA 04519 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,116) pvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction  0,4327 0,5120 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,8982 ns
Pig Nutrition 5,9800 0,0160 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,1056 ns
Treatment 0,0756 0,7839 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1987 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,4477 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,6192 ns
n-3 supp:VPAvE n-3 supp:VPA  0,9940 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,116) pvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 0,0060 0,93B6 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 10,9360 ns
P1G Nutrition 6,3490 0,0131 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,2767 ns
Treatment 0,7436 10,3903 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0693 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,6677 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,2961 ns
n-3 supp:VPAVE n-3 suppVPA  0,9214 ns
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Tukey

2-way ANOVA  F(1,110) pwvalue summary multiple comparisans pvalue summary
Interaction  0,6065  0,4378 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:vPA 10,9797 ns
Frequency Mutrition 0,1900 0,6638 ns n-3 bal:5AL vs n-3 supp:SAL 0,9994 ns
Treatment 0,0493 0,8247 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 10,9700 ns
n-3 bal:WVPA vs n-3 supp:SAL 10,9986 ns
Grooming n-3 bal:WPA vs n-3 supp:VPA 0,B456 ns
n-3 supp:VPAvE n-3 supp:VPA 0,8914 ns
Tukey
Males 2-way ANOVA  F(1,110) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction  0,7574  0,3860 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:vPA 0,9893 ns
Duration Nutrition 0,0768 0,7852 ns n-3 bal:5AL vs n-3 supp:SAL 08277 ns
Treatment 1,7350  0,1905 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 00,8941 ns
n-3 bal:WVPA vs n-3 supp:SAL 00,6429 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,9782 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,4054 ns
Tukey
2-way ANOVA  F(1,112) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction  0,0452 00,8319 ns n-3 bal:5AL vs n-3 bal:vPA 00,8435 ns
Frequency Nutrition 2,0440  0,1556 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 10,8086 ns
Treatment 0,8044  0,3717 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 10,9796 ns
n-3 bal:WPA vs n-3 supp:SAL 00,3886 ns
Erooming n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,6767 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,9669 ns
Tukey
Females 2-way ANOVA  F(1,112) pwvalue summary multiple comparisons pwalue summary
Interaction  0,4909 RERRRRRRER ns n-3 bal:5AL vs n-3 bal:vPA 04781 ns
Duration Mutrition 1,2B40 0,2633 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,5403 ns
Treatment 6,9710  0,0095 b n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 00,6828 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,0547 ns
n-3 bal:WVPA vs n-3 supp:VPA 10,9915 ns
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA 00,1134 ns
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Tukey

2-way ANOVA  F(1,110) pwvalue summary multiple comparisans pvalue summary
Interaction 3,0130 0,0158 * n-3 bal:SAL vs n-3 bal:vPA 00,0089 il
Frequency Nutrition 5,6890  0,01E88 * n-3 bal:5AL vs n-3 supp:SAL »0,99393 ns
Treatment 4,6070 0,0340 ® n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 10,9985 ns
n-3 bal:WVPA vs n-3 supp:SAL 10,0061 il
Rea ﬂl'lg n-3 bal:WPA vs n-3 supp:VPA 10,0080 b
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,9963 ns
Tukey
Males 2-way ANOVA F(1, 110} pvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction 5,0370  0,0268 ® n-3 bal:SAL vs n-3 bal:vPA 10,0198 *
Duration Nutrition 5,9900 0,0160 ® n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 10,9980 ns
Treatment 3,8760 0,0515 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 00,9880 ns
n-3 bal:WVPA vs n-3 supp:SAL 10,0080 b
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0108 *
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA 10,9973 ns
Tukey
2-way ANOVA  F(1,112) pwvalue summary multiple comparisans pvalue summary
Interaction 14,2000 0,0003 wEE n-3 bal:5AL vs n-3 bal VPA <0,0001 b
Frequency Nutrition 51680  0,0249 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 00,6968 ns
Treatment 6,6820  0,0110 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 10,9958 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 10,0066 E
Rea ring n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 10,0004 il
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,B570 ns
Tukey
Females 2-way ANOVA  F(1,112) pwvalue summary multiple comparisans pvalue summary
Interaction 17,8600 «<0,0001 iaaad n-3 bal:SAL vs n-3 bal:vPA «0,0001 haaad
Duration Nutrition 7,1540  0,0086 o n-3 bal:5AL vs n-3 supp:SAL 00,6689 ns
Treatment 5,8700 0,0170 ® n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9977 ns
n-3 bal:WVPA vs n-3 supp:SAL 0,0039 il
n-3 bal:WPAvs n-3 supp:WPA  <0,0001 i
n-3 supp:VPAvE n-3 supp:VPA 0,6152 ns
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Tukey

Fway ANOVA F{1,216) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Sociability 334,3000 «0,0001 === 5C1:n-3 bal:SAL vs 5C1:n-3 bal:VPA 0,8424 ns
Treatment 00876 00,7676 ns 5C1:n-3 bal:SAL vs SC1:n-3 supp:SaL 0,9414 ns
Nutrition 0,1980 0,6568 ns 5C1:n-3 bal:SAL vs SC1:n-3 supp:VPA 0,0246 *
Sociability x Treatment 1,2450 10,2658 ns SC1:n-3 bal:SAL vs NSC2:n-3 bal:SAL <0,0001 i
Sociability x Nutrition 30,5300 <0,0001 === 5C1:n-3 bal:SAL vs N5C2:n-3 bal:WPA <0,0001 e
Trestment x Nutrition 0,0286 0,BG659 ns 5C1:n-3 bal:SAL vs NSCZ:n-3 supp:SAL <0,0001 e
Socizbility x Treatment x Nutrition B,1720 0,0047 e 5C1:n-3 bal:SAL vs N5C2:n-3 supp:VPA <0,0001 i
SC1:n0-3 bal:WPAws SCL:n-3 supp:SAL 10,1430 ns
5C1:n-3 bal:WVPAvs SC1:n-3 supp:VPA 10,5968 ns
5C1:n-3 bal:WPAws NSC2:n3 bal:SAL <0,0001 ey
3T 5C1:n-3 bal:WPAws NSCZ:n-3 bal:VPA <0,0001 e
5C1:n-3 bal:WVPAvs N5C2:n-3 supp:SAL <0,0001 e
Phase Il SC1:n-3 bal:VPAvs NSCZ:n-3supp:iVPA  <D,0001  +*e*
SC1:n-3 supp:SAL vs 5C1:n-3 supp:VPA 10,0002 hiad
Males SC1:n-3 supp:SAL vs NSC2:n-3 bal:SAL <0,0001 i
5C1:n-3 supp:SAL vs NSCZ:n-3 bal:VPA <0,0001 haasd
5SC1:n-3 supp:SAL vs N5C2:n-3 supp:SAL <0,0001 e
5C1:n-3 supp:SAL vs NSCZ:n-3 supp:VPA <0,0001 e
SCL:n-3 supp:VPA vs NSC2:n-3 bal:SAL <0,0001 Erk
SC1:n-3 supp:VPAvs NSCZ:n-3 bal:WPA <0,0001 i
5C1:n-3 supp:VPA¥s NSC2:n-3:5AL <0,0001 i
SC1:n-3 supp:VPAvs NSCZ:n-3:VPA <0,0001 e
NSCZ:n-3 bal:SAL vs N5C2:n-3 bal:VPA 0,9417 ns
NSCZ:n-3 bal:SAL vs NSC2:n-3 supp:SAL 10,9976 ns
NSC2:n-3 bal:SAL vs NSC2:n-3 supp:VPA 10,0381 *
NSCZ:n-3 bal:WPAvs NSC2:n-3 supp:SAL 10,5593 ns
NSC2:n-3 bal:VPA vs NSC2:n-3 supp:VPA 10,5140 ns
NSCZ2:n-3 supp:SALws N5C2:n-3 supp:VPA  0,0022 i
J-way ANOVA F(1,112) pwvalue summary | Tukey . pvalue summary
multiple comparisons
Sociability 211,0000 <0,0001 %%+ 5C1:n-3 bal:SAL vs 5C1:n-3 bal:WPA >{0,9993 ns
Treatment 0,0742 07855 ns 5C1:n-3 bal:SAL ws 5C1:n-3 supp:SAL 0,9899 ns
MNutrition 0,0057 10,9398 ns 5C1:n-3 bal:SAL vs SC1:n-3 supp:VPA =[,9999 ns
Saciability x Treatment 1,1610 0,2824 ns 5C1:n-3 bal:SAL vs NSC2:n-3 bal:SAL <0,0001 Erk
Sociability x Nutrition 0,7393  0,3908 ns 5C1:n-3 bal:SAL ws NSCZ:n-3 bal:VPA <0,0001 e
Treztment x Nutrition 0,258 0,6114 ns 5C1:n-3 bal:SAL vs NSCZ:n-3 supp:SAL <0,0001 haasd
Sociability x Treatment x Mutrition 0,0569 0,8117 ns SC1:n-3 bal:SAL ws NSC2:n-3 supp:VPA <0,0001 i
5C1:n-3 bal:WVPAvs 5C1:n-3 supp:SAL 10,9555 ns
5C1:n-3 bal:WPAws5CL:n-3 supp:VPA 10,9996 ns
5C1:n-3 bal:WPAvs NSC2:n3 bal:SAL <0,0001 i
3T 5C1:n-3 bal:VPAvs NSC2:n-3 bal:vPA <0,0001 i
5C1:n-3 bal:VPAws NSCZ:n-3 supp:SAL <0,0001 e
Phasell SC1:n-3 bal:VPAvE NSCZ:n-3 suppVPA  <0,0001  #*e*
5C1:n-3 supp:SAL vs 5C1:n-3 supp:VPA 0,9991 ns
5C1:n-3 supp:SAL vs NSC2:n-3 bal:SAL <0,0001 e
Females SC1:n-3 supp:SAL ws NSC2:n-3 bal:WVPA <0,0001 ey
5C1:n-3 supp:SAL vs NSC2:n-3 supp:SAL <0,0001 i
5SC1:n-3 supp:SAL ws NSC2:n-3 supp:VPA <0,0001 e
5C1:n-3 supp:VPAws NSC2:n-3 bal:SAL <0,0001 e
5C1:n-3 supp:VPA s NSC2:n-3 bal WPA <0,0001 i
SCLin-3 supp:VPAvs N5C2:n-3:54L <0,0001 i
5C1:n-3 supp:VPAws NSCZ:n-3:VPA <0,0001 e
NSC2:n-3 bal:SAL vs NSC2:n-3 bal WPA 10,9928 ns
NSC2:n-3 bal:SAL vs NSC2:n-3 supp:SAL >0,9939 ns
NSCZ:n-3 bal:SAL vs N5C2:n-3 supp:VPA »0,99399 ns
NSC2:n-3 bal:WPAvs NSC2:n-3 supp:SAL 10,9946 ns
NSC2:n-3 bal:WPAws NSC2:n-3 supp VPA 10,9956 ns
N5C2:n-3 supp:SAL vs NSC2:n-3 supp:VPA =0,9999 ns
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Paw Width

Males

F(1,109) pwvalue summary

17,6100 <0,0001  **++
1,2660 0,2631  ns
6,7450 0,0107 *

Tukey
multiple comparisons
n-3 bal:5AL vs n-3 bal:VPA
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA
n-3 supp:VPA VS n-3 supp:VPA

pvalue summary

0,6855 ns
0,1052 ns
0,0616 ns
0,6971 ns
10,0029 b

<0,0001  *e**

F(1,109) pwvalue summary

13,8400 0,0003  ***
2,1570 0,1448  ns
3,B610 0,0520  ns

Tukey
multiple comparisons
n-3 bal:5AL vs n-3 bal:VPA
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA
n-3 supp:VPA VS n-3 supp:VPA

pvalue summary

0,6183 ns
0,3376 ns
0,0976 ns
0,9830 ns
0,0039 b

0,0004 i

F(1,109) pwvalue summary

14,2500 0,0003  ***
1,5930 0,2096  ns
3,1840 00771  ns

Tukey
multiple comparisans
n-3 bal:5AL vs n-3 bal:VPA
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA

pvalue summary

0,5151 ns
0,2432 ns
0,1704 ns
0,9803 ns
0,0054 b

0,0006 i

F(1,109) pwvalue summary

10,4300 0,0160 €
2,6420 0,1070  ns
3,5400 0,0626  ns

Tukey
multiple comparisons
n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA
n-3 supp:VPA VS n-3 supp:VPA

pvalue summary

0,7870 ns
0,62B8 ns
0,0871 ns
0,9976 ns
10,0079 b
10,0020 ""
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Paw
Length

Males

Tukey

2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 15,8300 0,0001 o n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,8851 ns
L Nutrition 0,0021 10,9636 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0206 *
Treatment B,5600 0,0042 b n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1884 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,1501 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0330 *
n-3 supp:WPA Vs n-3 supp:VPA  <0,0001  ****
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 15,4500 0,0001 o n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,7865 ns
FR Nutrition 0,1344 0,7147 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 10,4340 *
Treatment 6,6670 0,0111 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1340 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,3614 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,0237 *
n-3 supp:WPA Vs n-3 supp:VPA  <0,0001  ****
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction 10,8800 0,0013 b n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9446 ns
HL Nutrition 0,5899 04441 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,2377 ns
Treatment 65,2240 0,0141 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1259 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,5794 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0362 *
n-3 supp:VPAvs n-3 supp:VPA  0,0003 b
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 5,9530 0,0163 * n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA »0,9999 ns
HR Nutrition 2,62B0 0,1079 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,9280 ns
Treatment 6,0720 0,0153 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0327 *
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,9243 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0365 *
n-3 supp:WPAvs n-3 supp:VPA 00,0032 e
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Paw Area

Males

Tukey

2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 16,1100 0,0001 wEE n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,6514 ns
L Nutrition 0,0562 0,8131 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0285 ®
Treatment 54500 0,0214 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,3057 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,4107 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0259 ®
n-3 supp:WPA Vs n-3 supp:VPA  <0,0001 EhEE
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 14,7400 0,0002 wEE n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,6077 ns
ER Mutrition 0,69E1 0,4059 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,1172 ns
Treatment 4,2460 0,0417 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,2079 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,8011 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,0114 ®
n-3 supp:WPAvs n-3 supp:VPA 00,0002 wEE
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction 10,9300 0,0013 *E n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9972 ns
HL Nutrition 0,0167 0,B974 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,08B0 ns
Treatment 9,1170 0,0032 i n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 00,1482 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,1478 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,1021 ns
n-3 supp:VPA Vs n-3 supp:VPA  <0,0001 i
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction B,0220 0,0055 i n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9431 ns
HR Nutrition 0,7613 0,3B48 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 04619 ns
Treatment 4,0860 0,0457 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,2082 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,8305 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0663 ns
n-3 supp:WPAvs n-3 supp:VPA 00,0036 b
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Stride
Length

Males

Tukey

2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction  4,8620 0,0296 * n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9472 ns
FL Nutrition 0,7517 0,3E79 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0, 7485 ns
Treatment B,9680 0,0034 *E n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0486 ®
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,3980 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,1709 ns
n-3 supp:WPAvs n-3 supp:VPA 00,0016 b
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction  4,3740 0,0388 * n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9373 ns
ER Mutrition 0,7235 0,3969 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,7300 ns
Treatment B8,5950 0,0041 *E n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0556 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,4178 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,2025 ns
n-3 supp:WPAvs n-3 supp:VPA 00,0024 b
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction  7,0570 0,0091 *E n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9984 ns
HL Nutrition 0,1218 00,7278 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,31B6 ns
Treatment 5,B410 0,0173 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,2441 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,4236 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0187 ns
n-3 supp:VPA Vs n-3 supp:VPA  0,0021 s
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 1,9800 0,1622 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9241 ns
HR Nutrition 0,6116 04359 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,98B0 ns
Treatment 5,3270 0,0229 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1607 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,6727 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,4578 ns
n-3 supp:VPAVE n-3 suppNVPA  0,0413 ®
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Swing

Males

Tukey

2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 11,5400 0,0010 wEE n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,2111 ns
L Nutrition 0,8426 10,3607 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0083 o
Treatment 0,3286 00,5677 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9955 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,6885 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,3460 ns
n-3 supp:VPA VS n-3 suppNVPA  0,0252 ®
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 11,6600 0,0009 wEE n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,0893 ns
ER Mutrition 0,0671 0,7960 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,0913 ns
Treatment 0,0003 0,9960 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9982 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,9973 ns
n-3 bal:VPAvs n-3 supp:VPA 0,0704 ns
n-3 supp:VPAE n-3 suppNVPA  0,0717 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary multiple comparisons pvalue summary
Interaction 5,0480 0,0267 * n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9967 ns
HL Nutrition 14230 00,2356 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,B587 ns
Treatment 3,7710 0,0547 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,1511 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,9452 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,1014 ns
n-3 supp:VPAwvs n-3 supp:VPA 00161 *
Tukey
2-way ANOVA  F[1,109) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction 9,3700 0,0028 i n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,9621 ns
HR Nutrition 2,7460 10,1004 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,7205 ns
Treatment 5,5680 0,0201 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,0370 ®
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,9542 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:VPA 0,0104 ®
n-3 supp:WPAvs n-3 supp:VPA 00,0009 wEE
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Tukey

2-way ANOVA  F[1,111) pwvalue summary altiphs eomparicons pvalue summary
Interaction  7,9260 0,0058 *E n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,0009 wEE
Farelirbs Nutrition 3,0100 0,0B55 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,B514 ns
Treatment 5,9370 0,0164 * n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,9576 ns
n-3 bal:¥PAvs n-3 supp:SAL 10,0233 ®
Base of n-3 bal:VPA Vs n-3 suppVPA  0,0144 .
Support n-3 supp:WPA Vs n-3 supp:VPA 10,9942 ns
Tukey
2-way ANOVA  F[1,111) pwvalue summary , , pvalue summary
Females multiple comparisons
Interaction  0,9321 00,3364 ns n-3 bal:SAL vs n-3 bal:VPA 0,1403 ns
Hindlimbs Nutrition 16,1100 <0,0001  *%** n-3 bal:SAL vs n-3 supp:SAL 0,1028 ns
Treatment 3,7300 0,0560 ns n-3 bal:SAL vs n-3 supp:VPA 0,4227 ns
n-3 bal:VPA vs n-3 supp:SAL 0,0004 wEE
n-3 bal:WPA vs n-3 supp:VPA 0,0054 s
n-3 supp:VPAE n-3 suppNVPA 10,9152 ns
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Résumeé

Les troubles du spectre autistique (TSA) sont des troubles neurodéveloppementaux, touchant 3,7
hommes pour 1 femme en France, qui se traduisent principalement par des déficits persistants dans les
comportements sociaux ainsi que par des comportements, intéréts et activités restreints et répétés. L’exposition
a des facteurs environnementaux, notamment durant la période périnatale, serait majoritairement impliquée dans
I’¢étiologie des TSA. On retrouve parmi ces facteurs, des composés pharmacologiques comme 1’acide valproique
(VPA) (Dépakine®), dont I’exposition in utero augmente la probabilité de développer des TSA. Le cervelet,
par ses fonctions cognitives et motrices, représente ’'une des structures les plus impliquées dans la
physiopathologie des TSA par des modifications anatomiques, cellulaires et moléculaires chez des patients et
modeles animaux de TSA. Chez des enfants diagnostiqués avec des TSA, une supplémentation en acides gras
polyinsaturés a longue chaine n-3 (AGPI-LC n-3) sur plusieurs mois permet de réduire certains symptomes.
L’objectif de cette thése a donc €té de déterminer si une alimentation supplémentée en AGPI-LC n-3 en période
périnatale pouvait protéger des symptdémes de TSA induits par une exposition in utero au VPA chez la souris.
Nous avons réalisé une étude longitudinale portant sur 1’évolution des symptomes sociaux et moteurs ainsi que
sur les corrélats cellulaires et moléculaires cérébelleux chez des souris méles et femelles. Ces travaux ont permis
de mettre en évidence qu’une alimentation équilibrée en AGPI n-3 et n-6 permet de protéger contre I’apparition

de symptdbmes comportementaux, la perte de neurones cérébelleux et la dysbiose du microbiote intestinal.

Summary

Autism spectrum disorders (ASD) are neurodevelopmental disorders, affecting 3.7 men for every
woman in France, which mainly result in persistent deficits in social behaviors as well as restricted and repeated
behaviors, interests, and activities. Exposure to environmental factors, especially during the perinatal period,
are mainly involved in the etiology of ASD. These factors include pharmacological compounds such as valproic
acid (VPA) (Dépakine®), which in utero exposure increases the risk to develop ASD. The cerebellum, through
its cognitive and motor functions, represents one of the structures most involved in the pathophysiology of ASD
at the anatomical, cellular, and molecular levels in both patients and animal models. Long-chain polyunsaturated
fatty acids (LCPUFA) n-3 supplementation over several months has been shown to reduce ASD symptoms in
children. This thesis aim was to determine whether a diet supplemented with n-3 LCPUFA throughout the
perinatal period could protect against ASD symptoms induced by in utero exposure to VPA in mice. We
performed a longitudinal study on the evolution of social and motor symptoms as well as cerebellar cellular and
molecular correlates in male and female mice. This work has demonstrated that a balanced diet of n-3 and n-6
PUFA protects against the appearance of behavioral symptoms, loss of cerebellar neurons and intestinal

microbiota dysbiosis.



