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Titre : Impact de ’apport alimentaire en acides gras polyinsaturés n-3 sur

la physiologie du systéme olfactif périphérique chez la jeune souris

Mots clés : Olfaction, mugqueuse olfactive, acides gras, électro-olfactogramme, comportement olfactif

Résumé : L olfaction joue un role majeur dans la

détection des signaux chimiques volatils présents dans
I’environnement et déclenche des comportements tels
que la prise alimentaire, les interactions sociales ou
I’évitement d’un danger. Les recherches menées ces
derniéres années suggerent que les statuts nutritionnel
et métabolique des individus peuvent avoir une
influence sur leurs capacités olfactives. Des troubles
olfactifs ont ainsi été observés chez des personnes
atteintes de pathologies comme I’obésité et le diabéte
ainsi que chez des rongeurs exposés a des régimes
obésogéne ou diabétogéne. Les mécanismes
physiologiques a I’origine de ces dysfonctionnements
ne sont pas connus. Une des hypothéses proposées est
qu’un déséquilibre nutritionnel, notamment en lipides,
perturberait le fonctionnement du systeéme olfactif
périphérique. Dans ce contexte, ’objectif de cette
thése ¢était de caractériser 1’impact de régimes
déséquilibrés en acides gras polyinsaturés (AGPI) de
la série n-3 sur la physiologie du systéme olfactif

périphérique chez la souris.

Pour cela, des souris femelles ont été nourries ad
libitum avec des régimes déficient (LOW) ou
supplémenté (HIGH) en AGPI n-3 pendant la période
périnatale. Les souriceaux males ont ensuite
consommé les mémes régimes jusqu’a 1’age de 8
semaines. Des tests de comportement olfactif ont été

réalisés chez la progéniture a I’age de 3 et 8 semaines

La composition de la muqueuse olfactive en acides
gras ainsi que l'expression de génes impliqués dans
différentes voies cellulaires ont été¢ analysées. Les
réponses ¢électrophysiologiques de la muqueuse

olfactive a des odorants ont également été mesurées.

Les résultats montrent que des I’age de 3 semaines,

les régimes LOW et HIGH modifient
significativement le profil des acides gras de la
muqueuse olfactive de la progéniture. Ces régimes
retardent également la maturation des neurones
olfactifs sensoriels (NSO) mais n’affectent pas la
neurogénese. De plus, le régime déficient en AGPI
n-3 altére le traitement de 1’information olfactive au
niveau périphérique en réduisant 1’expression de
certains acteurs de la cascade de transduction du
signal olfactif. Toutefois, les capacités olfactives

des jeunes souris ne sont pas altérées.

En conclusion, ces travaux démontrent que les
capacités olfactives des souris nourries avec des
régimes déséquilibrés en AGPI n-3 pendant la
période périnatale et jusqu’a 1’dge adulte sont
maintenues malgré des changements moléculaires et
fonctionnels significatifs au niveau périphérique. Ces
observations confortent I'idée que le systéme olfactif
posseéde des facultés d’adaptation pour préserver le

sens de 1’odorat.




Title : Impact of dietary intake of n-3 polyunsaturated fatty acids on
the physiology of the peripheral olfactory system in young mice

Keywords : olfaction, olfactory mucosa, fatty

Abstract : Olfaction plays a major role in the
detection of volatile chemical signals present in the
environment and triggers behaviors such as food
intake, social interactions or danger avoidance.
Recent studies suggested that nutritional and
metabolic status of individuals may influence their
olfactory capacities. Olfactory disorders have been
observed in people with pathologies such as obesity
and diabetes as well as in rodents exposed to
obesogenic or diabetogenic diets. The physiological
mechanisms underlying these dysfunctions are not
known. One hypothesis is that a nutritional
imbalance in lipids might alter the functioning of the
peripheral olfactory system. In this context, the
objective of this thesis was to characterize the impact
of diets unbalanced in n-3 polyunsaturated fatty acid
(PUFAs) on the physiology of the peripheral

olfactory system in mice

To this end, female mice were fed ad libitum diets
either deficient (LOW diet) or supplemented (HIGH
diet) in n-3 PUFA during the perinatal period. Male
offspring were then fed with the same experimental
diets until 8 weeks of age. Olfactory behavior tests
were performed in the young mice at the age of 3 and

8 weeks.

acid, electroolfactogramm, olfactory behavior

The fatty acid composition of olfactory mucosa, as
well as the expression of genes involved in different
cellular ~ pathways, were  analyzed. The
electrophysiological responses to odorants were also

measured in the olfactory mucosa.

Our data showed that the LOW and HIGH diets
significantly modified the fatty acid profiles of the
olfactory mucosa of the offspring as soon as 3 weeks
old. These diets also delayed olfactory sensory
neurons (OSN) maturation but did not affect
neurogenesis. In addition, the n-3 PUFA-deficient
diet impaired the olfactory information processing at
the peripheral level by reducing the expression of
some actors involved in the olfactory signal
transduction cascade. However, the olfactory abilities
of young mice were not altered.

In conclusion, our work showed that olfactory
abilities of mice fed diets unbalanced in n-3 PUFA
from the perinatal period to adulthood were
maintained despite molecular and functional changes
at the peripheral level. These observations support the
idea that the olfactory system exhibits adaptive

faculties to ensure a sense of smell continuity

<5

ECOLE DOCTORALE

Université Bourgogne Franche-Comté
32, avenue de I'Observatoire
25000 Besangon

UBFC \%{EJ

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE



“You don’t have to see the whole staircase. Just take the first step.”

Martin Luther King






Remerciements

Lorsque a I’automne 2017 je me suis engagée dans ce travail de thése, je n’avais aucune idée
comme le monde allait changer. Aujourd’hui, ce projet se finalise et je suis heureuse de pouvoir

remercier ici toutes les personnes qui m’ont accompagnée lors de cette aventure.

En premier lieu, je souhaite remercier mes directeurs de thése, Anne-Marie Le Bon et Xavier
Grosmaitre. Je souhaiterais vous exprimer toute ma gratitude d’avoir accepté de diriger ces

travaux de recherche.

Anne Marie, je te remercie infiniment pour ta confiance et ton soutien sans faille pendant ces 4
années. Tes conseils toujours judicieux m’ont permis d’évoluer et de prendre du recul a chaque

fois que cela était nécessaire.

Xavier, je te remercie de m’avoir permis d’entreprendre ce projet qui comptait tant pour moi,
d’en avoir suivi la progression et d’avoir toujours su trouver les mots justes au cours de ces

années.

Anne Marie et Xavier, je vous serai toujours reconnaissante pour I’accomplissement de ce pro-

jet!

Je remercie chaleuresement les membres du jury. Merci au Dr. Corinne Joffre et Pr. Alain
Trembleau d’avoir accepté d’étre les rapporteurs de mes travaux de thése et au Dr. Nicolas
Meunier et Pr. Michel Narce d’en étre les examinateurs. Je souhaite spécialement remercier
Alain Trembleau de m’avoir toujours encouragé a me dépasser, a ne pas perdre de vue mes
objectifs que ce soit lors de mes années « Jussieu » ou plus récemment pour me lancer dans

I’aventure de la these.

Je souhaite également remercier Lionel Bretillon, alors directeur du CSGA, de m’avoir permis
de continuer ce projet deés que cela a été possible apres le premier confinement au printemps

2020.

Un grand merci également a Caroline Dubacq, Nyiazi Acar et David Jarriault d’avoir participé
a mes comités de suivi de theése et pour les discussions enrichissantes que nous avons eues au

cours de ces années. Ces échanges ont contribu¢ a 1’avancée de mes travaux de these.



Avec la pandémie, il a fallu s’adapter, changer les priorités. David, c’est dans ce contexte que
je souhaite particuliérement te remercier. Merci de m’avoir guidée dans la réalisation des expé-
riences de comportement olfactif et d’éléctro-olfactogrammes, sans oublier le dépannage a dis-

tance avec Axioscope et Matlab ! Toute cette période a été trés enrichissante.

Je souhaite également remercier Laetita Merle qui a contribué pleinement a la réalisation de ce
projet, en particulier dans la réalisation des tests de flairage par pléthysmographie ainsi que
dans la réalisation d’une partie des €lectro-olfactogrammes. Je te remercie pour tout le temps

que tu as consacré a ce projet alors que tu menais en paralléle ton propre projet de these.

Mes remerciements vont également a Bruno Patris pour nous avoir permis tout au long de ce
projet (et encore plus pendant la pandémie) de bénéficier de ses colonies d’animaux. Merci
d’avoir été a I’écoute, quant au lendemain du premier confinement, tu nous as permis de relan-

cer notre projet.

Je souhaite également remercier la plateforme ChemoSens et Stéphane Grégoire pour votre
contribution au versant « lipides » de ce projet. Merci Stéphane pour tes encouragements et
d’avoir toujours pris le temps de discuter quand je venais du c6té « INRA » pour faire les ex-

tractions de « cils ».

Je tiens a remercier Pascale Wrinckler et Jean-Marie Perrier-Cornet pour leur aide et leur ex-

pertise dans la mise en place des expériences de fluidité membranaire.

Je souhaite également remercier Sylvie Chaudy. Merci a toi pour ton aide lors des matinées

« dissection » mais aussi pour ton écoute et tes encouragements.

Mes remerciements vont aussi a Sylvie Grall. Sylvie, merci d’avoir été 1a. Je te remercie pour
tes encouragements et bien sir pour nos si nombreuses discussions que ce soit au sujet de

la « thése » ou de la vie tout simplement. Je te souhaite le meilleur pour la suite de tes projets.

Claire, Fabienne, Frédérique et Jean, merci a vous pour nos repas partagés et nos idées débat-

tues. Sans oublier nos nombreux échanges, Cédric, Chloé¢, Emmanuelle et Selma !

Je souhaite chaleureusement remercier Anne et Martin. Merci pour votre engagement dans le
suivi des colonies tout au long du projet. Anne pour ta bienveillance et ton écoute tout au long

de ces années.

A I’équipe que j’ai rejoint a Montpellier, qui m’entend parler de ma fin de thése depuis un an...



Je souhaite dédier ces travaux a mon grand-pere. Amoureux de la nature, il a su tres tot éveiller
ma curiosité. Je me souviens encore du jour ou il m’a offert un objet trés cher a son cceur, un
microscope datant des années 1930 que ses parents lui avaient offert alors qu’il n’était qu’un
enfant. Avant son départ, nous avons souvent parlé des expériences menées dans le cadre de ce

projet. Je sais qu’il aurait été heureux de partager ce moment avec nous.

Tout cet investissement n’aurait pas ét€ possible sans le soutien sans faille de mes parents et de
mes sceurs. Merci de m’avoir toujours soutenue dans mes choix et encouragée au cours de ces
années. Sans oublier votre aide dans la gestion des enfants...Je sais que par moment la pression

était forte !

Je voudrais également remercier ici mes amis chers. Ceux qui m’accompagnent depuis de nom-

breuses années et qui savent a quel point ce projet comptait a mes yeux.

Je citerais en premier Tim et Chris, mes « amis anglais ». Merci a vous de m’avoir donné¢ ma
chance dans un pays qui n’était pas le mien alors que je sortais tout juste de « 1’école ». Votre
bienveillance et votre confiance m’ont permis de revenir trois ans plus tard enrichie d’un master

et d’une expérience professionnelle. C’¢était il y a tout juste 20 ans!

A mes amies de toujours : Valérie et Hélene... que d’épopées depuis les années 1990... vous

étes toujours 1a et avez suivi avec intérét ’avancée de ce projet ! Merci d’étre vous.

A toi Do, que de chemins parcourus pour toutes les deux. Nos vies ne nous permettent pas de

nous voir souvent, mais tu sais que tu as place particulieére dans mon cceur.

A Julie et Mathéa, mes chéres amies de I’époque « JUSSIEU ». A ces innombrables discussions
ou nous refaisions le monde ; a tous nos rires, assises a la terrasse d’un café parisien. Merci a
vous d’avoir toujours été 1a dans les moments heureux et les autres. Vivement que nous puis-

sions nous retrouver !

A Céline. Je te I’ai déja dit, j’ai pour toi une trés grande estime et beaucoup d’admiration. Tu

es une amie précieuse.
A la bande d’Hauteville, Silvia, Anne Laure, Seb et Philippe, a nos soirées et nos fou-rires.

Et pour tous les moments partagés, les plongées, le ski, le surf, les repas autour d’une table, les

discussions interminables. A Elo et JB. Merci infiniment d’étre 1a.



Enfin a ma famille. Tim, Loane. Voila c¢’est fini ! Je vous remercie de m’avoir aidé a tenir le
cap. Il a eu des moments durs mais vous avez été attentifs et soucieux de me voir terminer ce
projet. Si je devais vous donnez un conseil, c’est de croire en vous et d’étre accompagné de

personnes animées de mémes sentiments.

Enfin a toi Vincent. Quand j’ai commencé ce projet, nous étions loin d’imaginer tous les chan-
gements qui auraient lieu dans nos vies. On dit souvent qu’il faut savoir se lancer, réaliser ce
qui nous tient a cceur. Je crois que c’est ce qu’il s’est pass€ pour nous. Merci d’avoir su m’écou-
ter et m’encourager. Surtout merci de me rendre la vie si belle et agréable, d’étre 1a tout sim-

plement.



Table des matieres

LISTE DES ABBREVIATIONS

LISTE DES ILLUSTRATIONS

FIGURES

TABLEAUX

PREAMBULE

PARTIE 1 : INTRODUCTION

Chapitre 1 : Le systéme olfactif chez le rongeur

1.
2.

Le systéme olfactif périphérique de la souris
Anatomie de la muqueuse olfactive

a. Le mucus
Les neurones olfactifs sensoriels
Les cellules de soutien
Les cellules a microvillosités
Les cellules engainantes

f. Les cellules basales
La transduction du signal olfactif

a. La voie canonique de I’AMPc

b. Autres voies de transduction du signal
Terminaison du signal olfactif

o a0 o

. Développement de 1’épithélium olfactif

a. Développement périnatal

b. Régénération de I’EO
Le systéme olfactif central

a. Le bulbe olfactif

b. Les structures cérébrales impliquées dans 1’olfaction
Le codage des odeurs
Impact de 1’état nutritionnel et de I’alimentation sur I’olfaction

Chapitre 2 : Les lipides

1. Définition
2. Classification des lipides
a. Les acides gras
b. Les lipides simples
c. Les lipides complexes

10

11

15

17

17
18
18
19
21
22
22
22
24
24
25
27
28
28
30
30
31
32
33
35

38

38
38
40
41
42



3. Les acides gras polyinsaturés 46

a. Syntheése des AGPI 46

b. Rdles physiologiques des AGPI 47

4. AGPI et tissus nerveux 53

a. Le systéme nerveux central et la rétine 53

b. La muqueuse olfactive 54

5. Les lipides de la membrane plasmique 56

a. Composition de la membrane plasmique 56

b. Les propriétés de la membrane plasmique 60

Chapitre 3 : Impact nutritionnel des AGPI n-3 65
1. Evolution de I’alimentation humaine 65

2. Recommandations nutritionnelles 66

3. Impact nutritionnel des AGPI n-3 sur les fonctions cérébrales 67

a. Observations comportementales 67

b. Meécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 73

PARTIE 2 : PROBLEMATIQUE ET STRATEGIE EXPERIMENTALE 79
Problématique 81
Stratégie expérimentale 83
1. Modeéele nutritionnel 83

2. Etudes réalisées 85

a. La composition en acides gras du tissu olfactif périphérique (MO) 86

b. La fluidité des membranes des cils olfactifs 86

c. Laneurogénése et la maturation des NSO 86

d. Certaines fonctions cellulaires 87

e. La fonctionnalité des NSO 87

f. La perception olfactive des souris 87

PARTIE 3 : RESULTATS 89

Etude n°l : Impact des régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-3 sur la physiologie du

systeme olfactif périphérique de la progéniture au moment du sevrage 91

1. Impacts des régimes maternels déséquilibrés sur la composition lipidique de la mu-

queuse olfactive des souriceaux 93

a. Progéniture femelle : Khoury et al, 2020 93

b. Progéniture male 97
2. Impacts des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur les capacités olfactives des souri-
ceaux 103

a. Matériels et méthodes 104



b. Résultats 107
3. Impact des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur la sensibilité de la muqueuse olfac-

tive des souriceaux 110

a. Matériels et méthodes 110

b. Résultats 114

4. Impact des régimes sur I’expression des génes dans la muqueuse olfactive des souri-
ceaux agés de 3 semaines 116

a. Matériels et méthodes 116

b. Résultats 120

5. Bilan des effets observés chez les souriceaux agés de 3 semaines 122

Etude n°2 : Impact des régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-3 sur la physiologie du
systeme olfactif périphérique de la progéniture a 1’age adulte 125
1. Impact des régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-3 sur la physiologie de la MO
des souris adultes (8 semaines) 127

a. Article Soubeyre ef al., soumis 127
b. Impact du développement sur la composition en AG de la MO de souris 131

PARTIE 4 : DISCUSSION GENERALE 135

PARTIE S : CONCLUSION ET PERSPECTIVES 153

BIBLIOGRAPHIE 157







Liste des abreviations



AA acide arachidonique

ADP adenosine phosphate

ACII adénylate cyclase III

ACE acétophénone

AE apport énergétique

AG acide gras

AGMI acide gras monoinsaturé

AGPAT acylglycerolphosphate acyltransferase
AGPI acide gras polyinsaturé

AGPI-LC acide gras polyinsaturé a longue chaine

AGS acide gras saturé

ALA acide alpha linolénique

AMPc adenosine monophosphate
cyclique

ANSES agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du tra-
vail

ATP adenosine triphosphate

BOA bulbe olfactif accesoire

BG glande de Bowman

BO bulbe olfactif

BrdU bromo deoxyuridine

CaCC canal ionique sélectif des ions CI

CamKII calmodulin kinase II

CB récepteur cannabinoide

CBH cellules basales horizontales

CBG cellules basales globulaires

CD36 multiligand receptor cluster of differenciation 36

Cer-P-Cho  sphyngomyeline

CNGC canal cationique controlé par les nucléotides cycliques
CNGA2 sous unité A2 du canal CNG

CPN cellules progénitrices neuronales

CPM cellules progénitrices multipotentes

COX cyclooxygénase

CYP-450 cytochrome P450



DAG
DHA
DMA
DPA
DRM
e¢CB
EPA
EPL
EOG
Esm
FFAR
GAP43
GAPDH
Goolf
Gp1
GBC
GCL
GDP
GG
Gy13
GL
GLUT1
GMPc
GPR
GRK3
GSL
GTP
GBC
HNF4
HPRT
IBMX
IL

IP

diacylglycérol

acide docosahexaénoique

dimethyl acetals

acide docosapentaénoique

detergent resistant membrane

endocannabinoides

acide eicosapentaénoique

couche plexiforme externe
¢électro-olfactogramme

erreur standard a la moyenne

free fatty acid receptor

growth associated protein 43
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

sous unité Ga, de la protéine G couplée au récepteur olfactif
sous unité GB1 de la protéine G couplée au récepteur olfactif
globose basal cell

couche des cellules granulaires

guanosine diphosphate

ganglion de gruneberg

sous unité¢ G y13 de la protéine G couplée au récepteur olfactif
couche des glomérules

glucose transporter 1

guanosine monophosphate cyclique

G protein coupled receptor

G protein receptor kinase 3

glycerosphyngolipide

guanosine triphosphate

globose basal cell

hepatic nuclar factor 4

hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase
3-isobutyl-1-methylxanthine

interleukin

inositol phosphate



1P3 inositol triphosphate

IPL couche plexiforme interne
JNK c-jun n-terminal kinase
KO knock out

LA acide linoléique

LOX lipoxygenase

LPC lysophosphatidylcholine
LPCAT lysophosphatidylcholine acyltransferase
LPS liposacharride

LTP long term potentiation
LXR liver X receptor

MCL couche des cellules mitrale
MO mugqueuse olfactive

MOB main olfactory bulb

MOE main olfactory epithelium
MOR mouse olfactory receptor
NEFA non esterified fatty acids
NMDA acide N-méthyl D - aspartique
NCKX4 sodium/potassium/calcium exchanger 4
Neurogl neurogenin 1

NeuroD1 neurodiferentiation D1
NF-kB nuclear factor kappa B
NSO neurone sensoriel olfactif
LOX lipoxygénase

OEC olfactory ensheating cell
OBP olfactory binding protein
Olfr olfactory receptor

ONL couche des nerfs olfactifs
OMP olfactory marker protein
OS organe septal

OVN organe voméronsasal

P phosphate

PA phosphotidic acid



PC
PCR
PDE1C
PE
PEA
PG
PI3K
PIP2
PIP3
PI
PKA
PL
PLA
PLC
Pls
PNI
PPAR
PS
RCPG
RQI
RO
RTP
RXR
S-Gal-Cer
SGLT1
SL
SLC
SM
SOX2
SREBP-1C
sSA
SUS
TAAR

phosphatidylcholine

polymerase chain reaction
phosphodiesterase 1C
phosphatidylethanolamine
phenylethylalcool
phosphatidylglycérol
phosphoinositide 3 kinase
phosphatidylinositide (4,5) biphosphate
phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate
phosphatidylinositol

phosphokinase A

phospholipide

phospholipase A

phospholipase C

plasmalogéne

précurseurs neuronaux immédiats
peroxysome proliferator —activated receptor
phosphatidylserine

récepteur couplé au protéine G

ratio quantitative index

récepteur olfactif

receptor transporting protein

retinoid X receptor
sulfoglycosphingolipides

sodium glucose transporter 1
sphingolipide

solute carrier

sphingomyéline

sex determining region Y box 2

sterol regulatory element binding -1C
cellules a axones courts superficiels
cellule sustentaculaire

Trace amine-associated receptors



TNFa tumor necrosis factor o
TUBB3 tubulin 3 class 3
WT wild type



Liste des illustrations



Figures

Figure 1 : Représentation schématique du systéme olfactif de la souris........c.ccceeveeerveeeennenne 18
Figure 2 : Architecture de la muqueuse olfactive..........coceeveriiiiiiiiiieniiicnceeee e 19
Figure 3 : Photographie d’une muqueuse olfactive humaine.............coceveeveniiniincnencenen. 20
Figure 4 : Organisation zonale de ’EO (A) et connexions épithélio-bulbaires (B)................ 21

Figure 5 : Caractéristiques moléculaires des différents types cellulaires de la muqueuse
OIFACTIVE ..t ettt et e sttt e e a bt e bt e s ae e et e eabeenbeesaeeebeen 23

Figure 6 : Eléments de la cascade de transduction du signal olfactif localisés dans les cils
olfactifs du neurone sensoriel Olfactif. ..........ccccoiiiiiiiiiiii 25

Figure 7 : Mode¢le de régulation du signal olfactif par la voie de signalisation de la PI3K .... 26

Figure 8 : Schéma récapitulatif de la boucle potentielle de régulation négative dans les NSO

.................................................................................................................................................. 27
Figure 9 : Organisation du bulbe olfactif, premier relai central de I’information olfactive
transmise par les neurones sensoriels Olfactifs..........ccocvvieiiiiiiiieiiiiec e 32
Figure 10 : Les structures centrales de I’olfaction............ccceevuiiiiniiiiniininiiniccccece 33
Figure 11 : Mod¢le de codage combinatoire des molécules odorantes par les récepteurs
OLFACHIES. . .ttt st 34
Figure 12 : Localisation cellulaire des récepteurs impliqués dans la régulation de
I’homéostasie énergétique au niveau de la muqueuse olfactive..........eceveevieneiiiniencniienen. 36

Figure 13 : Schéma récapitulatif de la classification des lipides en fonction de leur structure
CRIIMIGUS ..ttt ettt et e et e et e e e et e easeesabeesbeeesseeseesnseenseesnseenseennsenn 39

Figure 14 : Formule générale d’un acide gras. .........ccccveevvieeriieeiieeciieeeiee et eeeee e 40

Figure 15 : Structure moléculaire de I’acide linoléique (LA) appartenant a la famille des

AGPI n-6 et de I’acide a-linolénique (ALA) appartenant a la famille des AGPIn-3.............. 41
Figure 16 : Représentation d’un glycérophospholipide. .........cccoeeiieiiiieiiiiiiieeiee e, 43
Figure 17 : Représentation d’un plasmalogene ............ccoceeveeiiiiiniiienieneeeecreee e 44
Figure 18 : Représentation de la sphingomye€line. ..........cccccoevieiiiiniiiiiienieeieee e 45
Figure 19 : Représentation d’un sphingoglycolipide.........ccccovirviniiiiiniininiiiiciecnccecene 45



Figure 20 :
Figure 21 :

Figure 22 :

gras non estérifiés

Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25
Figure 26 :
Figure 27

Figure 28 :

Voies de biosynthése des AGPI de la série n-6 et n-3

Voies de biosynthése des dérivés métaboliques des AGPI-LC

Schéma récapitulatif présentant les différents mécanismes par lesquels les acides

Figure 29

..................................................................................................................... 52
Répartition des phospholipides dans le tissu olfactif de souris et de rats.............. 56
Organisation de la membrane cellulaire. ...........ccccoeveviiiiiiiniiiiie, 57

S ASYMELIIC MEMDTANAITE .. .eeiuveeereeeereieeeiieeeiieessiieessieeesrteeesteeesbeeensreesssseessaseesanes 60
Organisation de la membrane plasmique d’une cellule animale. ....................... 61
: Mouvements possibles des lipides dans la bicouche. ...........ccoceiviiiiiiiiiniinneens 63
Eveénements impliqués dans la réponse inflammatoire et sa résolution................ 76
: Prototocole expérimental miS €N (BUVIEC.......cceevuerierrienienieniieie e 85

Figure 30: Enregistrement de 1’activité respiratoire des souris en réponse a des stimulations

odorantes a I’aide d’un pléthysmographe..........ccoeveviiiiiiiiiiniieceeecec e 104
Figure 31 : Etapes de traitement des signaux obtenus par pléthysmographie...............c....... 106
Figure 32 : Index de flairage des souris F1 males agées de 3 semaines, stimulées par le

PhENYIEthyl AlCOOL ....cueiiiiiiiiiiie e 108
Figure 33 : Systeme d’enregistrement d’¢électro-olfactogrammes (EOG).........ccoecveevrveennen. 110
Figure 34 : Structures du phényléthylalcool (PEA) et de I’acétophénone (ACE)................. 112
Figure 35 : Schéma présentant les parameétres extraits des enregistrements d’EOG. ........... 113
Figure 36 : Données obtenues par EOG chez les souris F1J3' agées de 3 semaines. ............. 115
Figure 37 : Procédure de prélévement du tissu olfactif périphérique.........ccevvrvvininirennenne. 117
Figure 38 : Expression génique au sein de la MO des SouriceauX.........coceeevevvveierineeesernenene 120



Tableaux

Tableau 1 : Distribution des classes de lipides dans la muqueuse olfactive de souris et de

Tableau 2 : Composition en acides gras de la muqueuse olfactive de souris et de rats. ......... 55

Tableau 3 : Besoins physiologiques minimaux en AG totaux et en AGPI indispensables chez

PPHOMME AUILE.. ..ottt et sttt et et 66
Tableau 4 : Sources de lipides utilisées dans les régimes expérimentaux. ........c.cccecveeeeevennee. 83
Tableau 5 : Composition en AG des TEZIMES. ........eeervreeriieeiiieeiieeeireeeeeeereeesreeesseeessaeeenes 84

Tableau 6 : Profil des acides gras de la muqueuse olfactive de souriceaux males agés de 3
SCITIATIIIES. +..uveeutteeuteetteeuttetteeuteetteeuteeaseesube e bt e eabeeabeeeabeeabeeeateeabeeeabeembeeesbeenbeeesbeanbeesnteanbeaaneeenbeans 99

Tableau 7 : Profil des acides gras de la muqueuse olfactive de souriceaux femelles et males
agés de 3 semaines, N€s de METES SOUS TEZIMES... ...eeerrrrerrreerieeerreeeireeesrreeereeeeseeesseeessseeens 101

Tableau 8 : Liste des génes de référence et d’intérét quantifiés par Q-PCR......................... 118

Tableau 9 : Profil des acides gras de la muqueuse olfactive de souris males dgées de 3 et 8

SEIMIAITIES. .eeeeeeeeeteeeeee ettt et ee et e e et eeeeee et ee et et et ereeeeeee e et ereeeeeeee et eaee et et eeeeererereeererereeerereeererereeeeereeeees 133

10



Préambule

Nos sens nous permettent d’étre en contact direct avec notre environnement et d’appréhender
le monde qui nous entoure. L’olfaction est le sens qui permet de percevoir les odeurs. Cette
modalité sensorielle joue un réle majeur dans la détection des signaux chimiques volatils pré-
sents dans I’environnement et déclenche des comportements tels que la prise alimentaire, les

interactions sociales ou I’évitement d’un danger.

L’olfaction est un sens complexe qui, de maniere consciente ou inconsciente, permet de détecter
et discriminer de multiples odeurs. Ces odeurs peuvent étre plaisantes, et par expérience nous
« régaler d’avance », ou au contraire aversives et déclencher de ce fait un comportement de
retrait. Ce sens puissant module nos comportements, notre cognition et nos humeurs, en parti-

cipant notamment a la construction de souvenirs ou encore a I’émergence d’émotions.

L’olfaction a longtemps été un sens décrié. Jugée trop animale et génante pour I’Homme, cette
modalité sensorielle a suscité peu d’intérét par les scientifiques contrairement a d’autres sens

comme la vision.

Cependant les travaux de Buck et Axel sur les récepteurs olfactifs publiés en 1991 (Buck &
Axel, 1991), puis récompensés par le prix Nobel de physiologie et de médecine en 2004, mar-
quent un tournant dans la recherche expérimentale. Dé¢s lors, on assiste a une croissance expo-
nentielle la recherche dans le domaine de 1’olfaction que ce soit dans le secteur académique ou
privé.

Ces travaux ont permis de caractériser les génes codant pour des récepteurs olfactifs : 400 genes
fonctionnels ont été identifiés chez ’Homme et environ 1300 chez la souris. Si la différence
parait importante, ’Homme n’en est pas moins un « mauvais senteur ». Plusieurs études sug-

gerent que les capacités cognitives humaines compensent ce répertoire restreint.

Les recherches menées depuis une dizaine d’années ont ¢galement démontré que les statuts
nutritionnel et métabolique des individus peuvent avoir une influence sur leurs capacités olfac-
tives. Des dysfonctionnements du systéme olfactif ont ainsi été observés chez des personnes

atteintes de pathologies multifactorielles comme I’obésité ou le diabete.
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Ces pathologies chroniques peuvent en partie résulter de la surconsommation d’aliments riches
en gras et/ou en sucre. Bien qu’indispensables comme source d’énergie, les lipides sont souvent
présents de manicre excédentaire dans I’alimentation moderne. Des apports déséquilibrés en
acides gras pourraient contribuer a augmenter les risques d’obésité, de diabéte, et d’autres ma-

ladies chroniques.

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) de la série n-6 et de la série n-3 sont des composés lipi-
diques impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques, en particulier au niveau du sys-
teme nerveux. Chez ’Homme, ’acide linoléique (série n-6) et I’acide alpha linolénique (série
n-3) sont des AGPI dits essentiels et doivent étre apportés par I’alimentation. Pour assurer un
apport alimentaire adéquat de certains AGPI tout en limitant leurs effets déléteres sur la santé,
I’agence nationale de la sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail

(ANSES) recommande de consommer un AGPI de la série n-3 pour 4 AGPI de la série n-6.

C’est sur la base de cette recommandation que s’inscrit mon projet de thése. De nombreuses
¢tudes ont démontré I’importance des AGPI n-3 dans le développement et le fonctionnement
de tissus nerveux comme le cerveau et la rétine. Cependant, le role des AGPI dans le dévelop-
pement et le fonctionnement du systeme olfactif reste peu exploré. Ainsi, 1’objectif de cette
thése est de caractériser I’impact de régimes déséquilibrés en AGPI de la série n-3 sur la phy-

siologie du systéme olfactif périphérique chez la souris.

La section introductive de ce manuscrit (Partie 1) est organisée en trois chapitres. Le premier
chapitre décrit I’organisation anatomique et fonctionnelle du systéme olfactif chez la souris. Le
systeme périphérique est présenté de maniere plus approfondie car nous avons focalisé nos
¢tudes sur ce tissu. Le deuxiéme chapitre porte sur la classification et les diverses fonctions
biologiques des lipides. Le troisiéme chapitre résume les connaissances concernant 1’impact
nutritionnel des AGPI n-3 au cours de la période périnatale et postnatale sur les fonctions céré-

brales.

La problématique et la stratégie expérimentale mise en ceuvre dans le cadre de ce projet de these

sont ensuite exposées dans une section spécifique (Partie 2).
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Apres la présentation des résultats obtenus, majoritairement sous forme de publications ou de

manuscrits (Partie 3), ces derniers font I’objet d’une discussion générale (Partie 4).

Ce manuscrit s’achéve sur une conclusion incluant les perspectives possibles de ce travail (Par-

tie 5).
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PARTIE 1

Introduction

15



16



CHAPITRE 1 : Le systeme olfactif chez le rongeur

Le systeme olfactif de mammifére est un systéme complexe regroupant a la fois des structures
appartenant au systeme nerveux périphérique et au systéme nerveux central. Ces différentes
structures sont connectées entre elles et permettent en premier lieu la détection et la transduction
du signal olfactif au niveau périphérique puis son intégration et son traitement au niveau central.
L’organisation et le fonctionnement du systéme olfactif humain présentent de nombreuses si-

militudes avec le systeme olfactif des rongeurs.

1. Le systéme olfactif périphérique de la souris

Chez le rongeur, le systéme olfactif périphérique est localisé au fond des cavités nasales (Figure
1) (Brennan & Zufall, 2006). Il est composé d’un systéme principal constitu¢ de la muqueuse
olfactive (MO) chargée de détecter les molécules odorantes présentes dans 1’air inspiré et de
systemes accessoires composés de 1’organe septal (OS), les ganglions de Grueneberg (GG) et
de I’organe voméronasal (OVN). Ces différents éléments sont localisés le long du septum nasal
et permettent de détecter certains types de molécules odorantes volatiles notamment les phéro-

mones ( (Rodriguez, 2004).
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Figure 1 : Représentation schématique du systéme olfactif de la souris. Ce systéme est com-
posé de plusieurs organes : la muqueuse olfactive (MO), I’organe voméronasal (OVN), 1’or-
gane septal (OS) et le ganglion de Grueneberg (GG). Le bulbe olfactif comprend le bulbe ol-
factif principal (BO) et accessoire (BOA). D'aprés Brennan & Zufall, 2006.

2. Anatomie de la muqueuse olfactive de souris

Au sein des fosses nasales, la MO est répartie sur le septum et sur des structures cartilagineuses
appelées cornets. Elle est constituée d’un neuro-épithélium pseudostratifié appelé épithélium
olfactif (EO) et d’une lamina propria. L’EO se compose de plusieurs types cellulaires et est

recouvert de mucus (Figure 2) ((Palouzier-Paulignan et al., 2012).

a. Le mucus

Le mucus est sécrété par les glandes de Bowman situées dans la lame basale de la MO. C’est
un liquide aqueux a travers lequel les odorants volatils et le plus souvent hydrophobes, doivent
diffuser pour atteindre les neurones olfactifs. Le mucus contient des petites protéines hydro-
philes appelées « olfactory binding protein » (OBP) capables de se lier de maniére réversible
aux odorants. Ces protéines joueraient un role dans le transport et la dégradation des odorants

présents dans le mucus (Heydel ef al., 2013).
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Figure 2 : Architecture de la muqueuse olfactive. La MO se compose d’un neuro-épithé-
lium pseudo-stratifi¢ reposant sur une lamina propria. Cet épithélium est composé de neu-
rones olfactifs intercalés entre des cellules de soutien. Il se renouvéle grace a la proliféra-
tion et la différenciation des cellules basales. BG : glande de Bowman. D’aprés Palouzier-

Paulienan et al.. 2012.

b. Les neurones sensoriels olfactifs (NSO)

Les neurones sensoriels olfactifs (NSO) jouent un role essentiel de la détection des molécules
odorantes (Figure 3) (Morrison & Costanzo, 1990). IIs tapissent I’ensemble de I’EO, c’est-a-
dire le septum et les cornets. Ce sont des neurones bipolaires qui projettent du c6té apical de
I’EO, une dendrite se terminant par un renflement appelé bouton dendritique et du coté basal

un axone qui, en traversant la lame criblée et I’os ethmoide, se projette vers les bulbes olfactifs

(Menini, 2010).
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Figure 3 : Photographie d’une muqueuse olfactive humaine; A : Vue tri-dimensionnelle de 1’épithé-
lium olfactif (E) et du mucus (M) . B. Vue tri-dimensionnelle d’un bouton dendritique donnant nais-

sance a de multiples cils olfactifs humain. D’aprés Morrison & Costanzo, 1990.

Le bouton dendritique est recouvert de cils olfactifs baignant dans le mucus de la cavité nasale.
En recouvrant I’EQ, les cils olfactifs forment un réseau dense facilitant la détection olfactive.
La longueur des cils dépend de la localisation des NSO au sein de I’épithélium. Les NSO pos-
sédant les plus longs cils sont situé¢s dans les régions fortement exposées au flux d’air. A I’in-
verse les NSO possédant les cils les plus courts sont situés dans les zones moins soumises au
flux d’air, et atteintes seulement par des odorants présents a de tres fortes concentrations dans

la cavité nasale (Challis et al., 2015).

Les cils olfactifs jouent un role essentiel dans la transduction du signal olfactif car ils concen-
trent I’ensemble des acteurs de la cascade de transduction et en particulier les récepteurs olfac-

tifs (RO) permettant de détecter les molécules odorantes (Firestein, 2001).

Les NSO ont la particularité d’exprimer un seul RO fonctionnel (Buck, 1996; Imai & Sakano,
2008). Le choix de I’expression du RO a lieu précocement au cours de la neurogenése et dépend
de la localisation du NSO dans la muqueuse olfactive (Takeuchi et al., 2010). Lorsque le RO
est fonctionnel, la protéine produite exerce un rétro contréle pour bloquer 1’expression de genes

codant pour d’autres RO afin de maintenir le pool du RO exprimé.

Les NSO sont distribués dans 1’'une des quatre zones décrites selon les axes dorso-ventral ou

median-latéral de la cavité nasale (Figure 4) (Mori et al., 2006, Lodovichi, 2021). Au I’intérieur
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de ces zones, les neurones exprimant le méme RO forment des clusters et sont répartis aléatoi-
rement parmi d’autres neurones porteurs d’autres récepteurs, formant ainsi une mosaique fonc-
tionnelle (Ma & Shepherd, 2000). Cette distribution permet également aux axones des NSO
exprimant le méme RO de se projeter de maniere spécifique vers un ou deux glomérules dans
les bulbes olfactifs (Figure 4). De plus, si I’expression d’un RO par le NSO détermine le gui-
dage axonal vers un glomérule cible (Mombaerts, 1996; Wang et al., 1998), il existe également
une corrélation entre le nombre de NSO exprimant un RO donné et la taille du glomérule cor-

respondant dans le bulbe olfactif (Bressel ef al., 2016).

|

Cellules
mitrales

Versle cortex
olfactif

one [l glomeruli

.- . O Of@m I\
T AA O
|

Epithelium olfactif Bulbe offactif

Figure 4 : Organisation zonale de ’EO (A) et connexions épith¢lio-bulbaires (B). Les NSO
sont répartis au sein de ’EO en fonction du type de RO qu’ils expriment. Tous les NSO
exprimant un RO donné projettent leurs axones vers le méme glomérule dans le bulbe olfac-

tif. D’aprés Mori et al., 2006 et Lodovichi, 2021.

c. Les cellules de soutien

Les cellules de soutien ou cellules sustentaculaires sont des cellules possédant sur leur surface
apicale des microvillosités qui baignent dans le mucus. On les retrouve de part et d’autre des
NSO. Elles assurent la cohésion cellulaire de ’EO grace a la présence de jonctions serrées au

niveau basal. Ces cellules jouent également un role dans la détoxification et 1’¢limination des
21



substances exogenes potentiellement nocives grace a I’expression d’enzymes du métabolisme
des xénobiotiques. Elles pourraient aussi jouer un role dans la clairance des molécules odorantes
présentes dans I’espace péri-récepteur afin de préserver la sensibilité des NSO (Heydel et al.,

2010).

d. Les cellules a microvillosités

Ces cellules, dont le corps cellulaire se situe dans la couche superficielle de I’EO, ne projettent
pas d’axones vers le bulbe olfactif mais sont capables de détecter les odorants (Hegg et al.,
2010). Leur role n’est pas connu a ce jour bien que des ¢léments de la cascade de transduction
de I’inositol triphosphate (IP3) soient présents dans certaines cellules a microvillosités (Ge-

novese & Tizzano, 2018).

e. Les cellules engainantes

Les cellules engainantes sont des cellules gliales périphériques semblables aux cellules gliales
du systéme nerveux central. Elles entourent les axones des NSO depuis leur base, a la sortie de
I’épithélium olfactif, jusqu’aux bulbes olfactifs. Les cellules n’entourent pas les axones indivi-
duellement mais par groupe de 50 a 200 axones (Doucette, 1993). Elles joueraient un role dans
la médiation de la survie neuronale et dans la croissance et la régénération des axones des NSO

(Ramoén-Cueto & Avila, 1998).

f. Les cellules basales

Les cellules basales constituent I’ensemble des cellules souches multipotentes de I’EO et jouent
un réle crucial dans la neurogénése tout au cours de la vie (Figure 5). Ces cellules sont réparties
en deux groupes : les cellules globulaires situées sous la couche neuronale et les cellules hori-

zontales au contact direct de la lame basale (Figure 54) (Mackay-Sim & Kittel, 1991). Les
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cellules horizontales se divisent en moyenne tous les soixante jours et constituent le pool des
cellules souches de I’EO. II a ét¢ montré que suite a un traumatisme, les cellules horizontales

peuvent restaurer les différents types cellulaires présents dans I’EO (Glezer & Malnic, 2019).

Les cellules globulaires sont quant a elles des cellules ayant une activité mitotique. Elles ont la
capacité de donner naissance a I’ensemble des cellules de I’EO a I’exception des macrophages
et des cellules microgliales. Sous I’expression de certains marqueurs moléculaires, les cellules
globulaires peuvent se différencier en trois sous-populations: les cellules progénitrices multi-
potentes (CPM), les cellules progénitrices neuronales (CPN) et les précurseurs neuronaux in-
termédiaires (PNI) (Figure 5B) (Borgmann-Winter et al., 2015; Schwob et al., 2017). Les
cellules globulaires se renouvellent tout au long de la vie et maintiennent ainsi le pool de NSO

au sein de I’EO (Glezer & Malnic, 2019).

A B (. ) CS sox2, Pax6
Couche apicale NSOm
P NSOim
OMP, Tuj1 )
GAP43, Tujl
Couche Cellules globulaires
intermédiaire
@ P B  CPN oz & PNI Neuron:
Sox2, Pax
Couche des
Catles bt . Cellules horizontales Sox2, Pax6
Lamina basale
Lamina propria

Figure 5 : Caractéristiques moléculaires des différents types cellulaires de la muqueuse olfactive.
Adapté Borgmann-Winter et al., 2015. A : Organisation cellulaire de la MO. B : Marqueurs molécu-
laires qui peuvent différencier les différents types cellulaires présents dans la MO : cellules de soutien
(CS), NSO immatures (NSOim), NSO matures (NSOm), cellules globulaires (cellules progénitrices
multipotentes (CPM), cellules progénitrices neuronales (CPN), précurseurs neuronaux immédiats

(PNI), et cellules horizontales.

23



3. La transduction du signal olfactif

La transduction du signal olfactif a lieu au niveau des cils olfactifs des NSO. Elle regroupe a la
fois un ensemble d’étapes biochimiques avec la production de seconds messagers et des étapes
¢lectriques avec I’ouverture des canaux ioniques. Ces mécanismes finement régulés se déclen-
chent des la liaison de 1’odorant a son récepteur. L’ouverture successive des canaux ioniques
va modifier le potentiel de membrane, appelé potentiel récepteur. Cette modification va modu-
ler I’émission des potentiels d’action qui sont transmis le long de I’axone jusqu’au bulbe olfac-

tif.

Les RO sont des récepteurs couplés aux protéines G. Ce sont des protéines composées de 7
domaines transmembranaires. La composition en acides aminés de la poche de liaison aux odo-
rants, située principalement entre les domaines transmembranaires 3 a 7, est hypervariable et
permet de reconnaitre un nombre considérable d’odorants différents en terme de structure et de
taille (Katada et al., 2005). Chez la souris, les RO sont codés par plus de 1000 genes localisés
sur la quasi-totalit¢ des chromosomes (Buck & Axel, 1991; Zhang & Firestein, 2002).

Des récepteurs capables de détecter des odorants ayant une fonction amine ont également été
identifiés dans la MO. On les appelle les Trace Amine - associated receptors (TAARs). Ce sont
des récepteurs localisés dans les cils d’une sous population de NSO. Ils sont impliqués dans la

détection des prédateurs ou d’animaux morts (Fleischer et al., 2009).

Plusieurs voies de transduction du signal de transduction ont été décrites :

a. La voie canonique de ’AMPc

Les RO sont majoritairement couplés a une protéine G spécifique appelée Golf. Cette protéine
G est composée de 3 sous-unités : aolf, Bl et y13. Quand 1’odorant se fixe a un RO, la sous
unité Goolf activée convertit le GDP en GTP (Figure 6) (Kaupp, 2010). Le GTP active a son
tour I’adénylate cyclase III (ACIII) qui transforme I’ ATP intracellulaire en AMPc. L’augmen-

tation de la teneur en AMPc intra-ciliaire induit 1I’ouverture des canaux cationiques sensibles
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aux nucléotides cycliques (CNGC) et I’entrée des ions Na® et Ca®*, créant ainsi un courant
entrant qui dépolarise le neurone (Kurahashi, 1989). Si I’accumulation de Ca** est suffisante,
les canaux chlore activés par le Ca?* (CaCC) s’ouvrent et provoquent la sortie d’ions CI” ; cela
entraine une deuxiéme dépolarisation qui conduit a la production de plusieurs potentiels d’ac-
tion qui se propagent le long de 1’axone jusqu’au bulbe olfactif, premicre structure centrale
impliquée dans le traitement de I’information olfactive (Schild & Restrepo, 1998; Firestein,

2001; Kleene, 2008).

Odoraﬁ%
ot (N

GDP AMP@

Figure 6 : Eléments de la cascade de transduction du signal olfactif localisés dans les cils ol-

factifs du neurone sensoriel olfactif. D’aprés Kaupp, 2010.

b. Autres voies de transduction du signal

Outre la voie canonique de ’AMPc, d’autres voies de transduction ont été décrites dans les
NSO. Les plus citées sont la voie de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) qui serait
(Kleene, 2008)impliquée dans la détection des gaz (monoxyde d’azote et de carbone) et la voie

de I’inositol triphosphate (IP3) (Kleene, 2008).

La voie de I’IP3 est la voie principale de la transduction olfactive chez les invertébrés et de ce
fait est la voie alternative la plus étudiée (Ache & Young, 2005). Les phosphoinositides sont

des dérivés phosphorylés d’une classe particuliére de phospholipides, les phosphatidylinositols.

Suite a ’activation des RO dans certains NSO deux enzymes peuvent étre activées : la phos-

pholipase C (PLC) qui va cliver le phosphatidylinositol (4,5) biphosphate (PIP2) membranaire

25



pour produire du diacylglycerol (DAG) et I’'IP3 et la phosphoinositol-3-kinase (PI3K) qui va
phosphoryler le PIP2 en phosphatidyl-(3,4,5)-triphosphate (PIP3) ) (Figure 7) (Ache, 2010).

En se liant a son récepteur présent au niveau de la membrane des cils olfactifs, I’IP3 peut

induire I’entrée de calcium dans les NSO et participer a la transduction du signal olfactif (Cun-

ningham et al., 1993; Bobkov & Ache, 2005).

Le PIP3 quant a lui agit comme un second messager. Il est connu pour étre impliqué dans divers

mécanismes cellulaires cruciaux comme la prolifération, le trafic ou encore 1’apoptose cellu-

laire. Une étude menée chez le rat par Zhainazarov et al a démontré que PIP3 est capable d’in-

hiber ’activation des canaux CNGC en diminuant la sensibilité des NSO a I’AMPc¢ (Zhainaza-

rov et al., 2004). Ce phénomene d’inhibition du signal olfactif impliquerait également I’enzyme

PI3K (Ukhanov et al., 2013, 2016).
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Figure 7 : Modéle de régulation du signal olfactif par la voie de signalisation de la PI3K proposé par

Ache, 2010. Un des odorants du mélange (en jaune) active la voie canonique de I’AMPc. L’ autre

odorant du mélange (en bleu) se fixerait sur le méme RO mais inhiberait la cascade de signalisation

classique en activant la voie de la PI3K via une des sous-unités 3 ou y de la protéine G. L’activation

de la PI3K entrainerait la production de PIP3 qui inhiberait les canaux CNGC et I’entrée du Ca?".
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4. Terminaison du signal olfactif

A ce jour, différents mécanismes de terminaison du signal olfactif périphérique ont été proposés

(Figure 8) (Kato & Touhara, 2009).

Le premier mécanisme implique les OBP présentes dans le mucus. Suite a une stimulation odo-
rante, ces protéines neutraliseraient les odorants en favorisant leur internalisation dans les cel-

lules de soutien (Heydel et al., 2010; Strotmann & Breer, 2011) .

Au niveau des NSO (Figure 8), les RO pourraient également étre inactivés par phosphorylation

de la protéine kinase 3 li¢e aux protéines G (GRK3) ou la PKA (Kato & Touhara, 2009).

Enfin le signal olfactif cesse quand le taux de Ca®" ou d’AMPc intracellulaire revient a la nor-
male. Le niveau de Ca2+ peut étre abaissé soit par ’intervention de 1’échangeur Ca**/ Na®
(NCKX4) au niveau ciliaire soit par la formation du complexe inhibiteur Ca**/Calmoduline

(Stephan et al., 2011).
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Figure 8 : Schéma récapitulatif de la boucle potentielle de régulation négative dans les NSO.
L’augmentation de calcium intracellulaire provoque la formation du complexe Ca**/calmoduline
qui va directement se lier et bloquer les canaux CNG (1). Ce complexe peut également activer la

PDEI1C qui dégrade I’AMPc (2) ou activer la CaMKII qui inhibe ACIII (3). Enfin les RO peuvent
étre inactivés apres phosphorylation par la GRK3 ou la PKA (4). D’aprés Kato & Touhara, 2009.
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Lorsque le Ca** intracellulaire se lie a la calmoduline, le complexe ainsi formé peut intervenir
a différents niveaux. Il peut (i) se lier aux canaux CNG et provoquer leur fermeture, empéchant
toute nouvelle entrée de Ca?", (ii) activer la phosphodiesterase 1C (PDE1C) qui a pour fonction
de dégrader I’AMPc, (iii) activer la calmoduline kinase II (CamKII) qui inhibera I’ACIII em-
péchant toute nouvelle synthése d’AMPc (Kato & Touhara, 2009).

Enfin (iv) la transduction du signal se termine lorsque les RO phosphorylés par la GRK3 ou la
PKA se lient aux arrestines-f2 recrutées a la membrane. Cette liaison empéche toute nouvelle
activation du RO en facilitant son internalisation par 1’intermédiaire des clathrines (Menco,

2005).

Ainsi, au niveau périphérique, I’encodage des signaux olfactifs peut étre régulé par le niveau
de calcium intracellulaire. La concentration intra ciliaire du Ca®" joue un rdle crucial a la fois
dans I’activation et la terminaison du signal olfactif. Le Ca®" est a la fois impliqué dans la

transduction, la régulation et I’adaptation du signal olfactif dans les NSO (Stephan et al., 2011).

5. Développement de I’épithélium olfactif

a. Développement périnatal

Chez la souris, la morphogéneése du systéme olfactif périphérique peut se résumer en cing étapes
clés. Entre le premier jour de la vie embryonnaire (E1) et le dixiéme jour (E10), on assiste a la
formation de la placode olfactive et des cavités nasales. A partir de E11, la genése axonale
marque la premiere étape de différenciation des NSO. A E12, on observe la formation des pre-
mieres dendrites conférant aux NSO leur forme bipolaire. Entre E12 et E18, les NSO poursui-
vent leur différenciation et leur maturation en particulier au niveau des cils. Enfin, apres E18,
les cellules de soutien et des glandes de Bowman atteignent leur stade final de différenciation

et de maturation (Brunjes & Frazier, 1986).

A lanaissance, I’EO est en partie immature et va continuer de se développer au cours du premier
mois de vie. Plusieurs études ont permis de mettre en évidence la séquence des éveénements

moléculaires indispensables pour la formation d’un systéme olfactif périphérique performant
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au cours du développement. Au fur et a mesure de leur maturation, les NSO gagnent la partie
apicale de ’EO et expriment certaines protéines comme ACIII et 1’olfactory marker protein
(OMP) dont on sait qu’elles jouent un réle capital dans la mise en place des connexions épithé-

lio-bulbaires.

L’OMP est une protéine exprimée dans les neurones olfactifs matures (Nickell ez al., 2012).
Elle est détectée des la vie embryonnaire (E14) pour atteindre son niveau maximal 30 jours
aprés la naissance. Le role de I’OMP est encore discuté mais plusieurs études suggeérent qu’en
plus de son implication dans la maturation des NSO, cette protéine interagirait avec différents
acteurs de la cascade de transduction du signal olfactif impliqués dans la terminaison du signal,
en particulier ACIII et I’échangeur Ca**/Na* (Kwon et al., 2009; Lee et al., 2011; Stephan et
al.,2011).

Tres récemment, une étude menée par Nakashima et al a démontré qu’OMP possede deux sites
de liaison potentiels a I’AMPc au sein de sa séquence d’acides aminés et propose un nouveau
role pour la protéine (Nakashima et al., 2020) . En effet, lorsque 1’odorant se lie a son récepteur,
I’augmentation intracellulaire d’AMPc provoque 1’influx de calcium responsable de 1’ouverture
des canaux CNG et de la dépolarisation initiale des NSO. Dans cette ¢tude, les auteurs suggeérent
qu’OMP a la capacité de tamponner la production d’AMPc au niveau des cils olfactifs. Ces
résultats renforcent le concept selon lequel OMP, en plus d’étre le marqueur des NSO matures,

participe activement a la terminaison du signal olfactif (Dibattista et al., 2021).

Rodriguez et al ont étudi¢ 1’expression de différentes protéines durant la période critique du
développement (Rodriguez-Gil et al., 2015). Leurs travaux, basés sur des injections de BrdU+
dans les cellules basales de I’EO, montrent que le taux de migration des NSO vers la partie
apicale du tissu est en moyenne de 3 a 5 % par jour. Grace a ce modele, ils confirment que les
RO sont détectés 4 jours apres 1’injection, tandis que ACIII et OMP sont respectivement repérés
5 et 6 jours apres. In utéro, la séquence est similaire : les RO sont détectés au plus tot a E11.25
suivi par ’'OMP a E14 (Mori, 2014). Le fait qu” ACIII soit détectée apres I’expression des RO
mais avant celle de I’OMP est crucial et confirme les rdles déterminants des RO et de I’ ACIII

dans la mise en place des projections axonales en direction des BO.
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b. Régénération de I’EO

Du fait de leur localisation, les NSO peuvent étre soumis a de nombreuses agressions exté-
rieures. Ces agressions qu’elles soient chimiques ou infectieuses peuvent altérer les tissus ol-
factifs en provoquant la mort des différentes types cellulaires constituant 1’épithélium olfactif.
Pour faire face a ces agressions, le systéme olfactif périphérique a la particularité de se renou-

veler tout au long de la vie.

La régénération du systeme olfactif périphérique a été particuliérement étudiée soit aprés une
exposition a un agent toxique détruisant les cellules composant I’épithélium olfactif soit apres
la section du nerf olfactif. Ces deux techniques ont permis démontrer que les différents types
cellulaires de I’épithélium olfactif se renouvellent grace a la présence des cellules basales et
que la durée de vie moyenne des NSO se situe entre 30 et 90 jours (Mackay-Sim & Kittel,
1991).

D’autres études réalisées chez le rat ont confirmé que les NSO se renouvellent entre 6 a 8 se-
maines apres une exposition au bromure d’éthyle et que le pattern d’expression des RO est
conservé apres régénération de I’épithélium olfactif (Schwob et al., 1995). Plus récemment,
Schwob et al ont montré que les connections épithélio-glomérulaires sont également restaurées
8 semaines apres une 1ésion. Cependant, les projections axonales restaurées ne sont pas com-
plétement analogues a celles existantes avant la Iésion. En effet, les axones nouvellement gé-
nérés, en plus de se projeter vers les glomérules cibles, établissent aussi des connexions vers

d’autres glomérules (Schwob, 2005).

6. Le systéme olfactif central

Le systéme olfactif central regroupe le bulbe olfactif, premier relai de 1’information olfactive
dans le cerveau, et les autres structures cérébrales impliquées dans le traitement du message
olfactif provenant de I’EO principal. L’information olfactive transmise le long des axones des

NSO est transmise vers les structures cérébrales via les neurones - relais du BO.
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a. Le bulbe olfactif

Le bulbe olfactif (BO) est organisé en plusieurs couches de cellules responsables de la trans-

mission et de I’intégration du signal olfactif (Figure 9) (Nagayama et al., 2014).

De I’extérieur vers I’intérieur, on trouve la couche des nerfs olfactifs (ONL) suivie de la couche
contenant les glomérules (GL). Ce sont des microstructures sphériques ou les axones des NSO
forment les premieres synapses axo-dendritiques avec des cellules mitrales et des cellules a
panaches aussi appelés « neurones — relais ». Ces synapses constituent le ler relai de I’intégra-
tion du signal olfactif. D’autres neurones, les cellules péri-glomérulaires (PG) et les cellules a
axones courts superficiels (SSA Cells) connectent les glomérules entre eux et modulent 1’infor-
mation olfactive. En effet, les PG peuvent former des synapses excitatrices axo-dendritiques
avec les NSO et des synaspses axo-dendritiques et dendro-dendritiques avec les neurones-re-
lais. Grace a ces connexions synaptiques, les PG peuvent a la fois exercer un rétro-contrdle sur

les OSN mais aussi sur les neurones relais (Zou et al., 2009; Nagayama et al., 2014).

La couche plexiforme externe (EPL) est composée de cellules a panaches qui projettent leurs
axones vers des régions spécifiques du cortex olfactif. Il existe dans cette couche un véritable
« réseau » de dendrites issus des cellules mitrales et des cellules a panaches sur lesquelles les
dendrites des cellules granulaires viennent former des synapses inhibitrices pour réguler le mes-
sage olfactif. Il y a ensuite la couche des cellules mitrales (MCL) qui projettent leurs axones
vers différentes régions du cortex olfactif, en particulier vers le noyau olfactif antérieur et le
cortex piriforme. Enfin on trouve la couche des cellules granulaires (GCL) qui sont des inter-
neurones capables de former des synapses dendro-dendritiques inhibitrices avec les cellules

mitrales et les cellules a panache.
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Figure 9 : Organisation du bulbe olfactif, premier relai central de 1’information
olfactive transmise par les neurones sensoriels olfactifs. ONL : couche de nerfs
olfactifs, GL : couche glomérulaire, EPL : couche plexiforme externe, MCL :
couche des cellules mitrales, IPL : couche plexiforme interne, GCL : couche gra-

nulaire, Tufted cells : cellules a panache. D’aprés Nagayama et al., 2014.

b. Les structures cérébrales impliquées dans 1’olfaction

Deux principales voies d’innervation ont été décrites (Figure 10) (Imai, 2014) :

- La voie latérale qui concerne les axones se projetant directement vers le cortex ol-
factif. Chez le rongeur, le cortex olfactif regroupe le noyau olfactif antérieur, le cor-
tex piriforme, le cortex péri-amygdalien, le cortex entorhinal latéral et le tubercule
olfactif. Les projections sont ensuite envoyées vers I’amygdale, le thalamus, 1’hy-

pothalamus ou I’hippocampe.
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- Lavoie médiane qui concerne les axones se projetant vers le noyau olfactif antérieur.
Les projections s’orientent ensuite vers le cortex piriforme, le tubercule olfactif et

I’hypothalamus.

En retour, les BO recoivent de nombreuses afférences inhibitrices en provenance de ces struc-

tures cérébrales, ce qui permet ainsi un rétro-controle subtil de I’information olfactive.
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Figure 10 : Les structures centrales de 1’olfaction. Circuit des projections axonales des cellules mi-

trales (en rose) et des cellules a panaches (en bleu) du bulbe olfactif vers les différentes structures

cérébrales chez la souris. D’aprés Imai, 2014.

7. Le codage des odeurs

La perception d’une odeur est le résultat final du codage de I’information olfactive. Cette infor-
mation est traitée a plusieurs niveaux, tout d’abord au niveau périphérique puis au niveau cen-

tral.

La premicre étape du codage des odeurs a lieu au sein de 1’épithélium olfactif. Les molécules
odorantes volatiles sont détectées par les RO exprimés dans les NSO. Il est aujourd’hui admis

qu’un RO donné peut reconnaitre plusieurs molécules odorantes et qu’une molécule odorante
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est capable d’activer différents récepteurs (Figure 11) (Malnic et al., 1999). Cette caractéris-
tique est essentielle car elle permet a I’individu de détecter et discriminer une myriade de mo-

lécules odorantes.

En effet, les molécules odorantes posseédent des structures chimiques trés variées (par exemple :
composés aromatiques ou aliphatiques, avec des fonctions alcools ou esters) et treés fréquem-
ment, un mélange de molécules est a I’origine d’une odeur. Cette capacité¢ des RO a interagir
avec plusieurs odorants est bien adaptée au codage d’un trés vaste espace olfactif. Un autre
point @ mentionner est que le profil d’activation des RO peut varier en fonction de la concen-
tration de 1’odorant, ce qui peut générer une note odorante différente. L’activation d’une com-
binaison particuliere de RO constitue donc la représentation primaire de 1’odorant et définit le

codage combinatoire des odorants au niveau périphérique (Malnic et al., 1999).
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Figure 11 : Mod¢le de codage combinatoire des molécules odorantes par les récepteurs olfactifs.
Les motifs de reconnaissance structuraux (ou odotopes) des odorants déterminent le type de récep-
teurs activés. Chaque odorant va générer un motif d’activation de récepteurs unique qui permet son

codage au niveau périphérique. D’aprés Malnic ef al, 1999.
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L’information olfactive est ensuite transmise des NSO vers les bulbes olfactifs. Les glomérules
recoivent les projections axonales des NSO exprimant les mémes RO. Ainsi, suite a une stimu-
lation olfactive composée de plusieurs odorants, on assiste a 1’activation d’une carte spatiale
unique au niveau des glomérules. Cette cartographie représente la signature olfactive de I’odeur

détectée.

Ces informations sont ensuite transmises aux différentes structures du cortex olfactif par le biais
des cellules mitrales des glomérules qui innervent en priorité le cortex piriforme, le cortex ol-
factif accessoire, le tubercule puis ’amygdale et le cortex entorhinal. Le pattern d’activation
des aires olfactives centrales est moins stéréotypé puisque chaque structure recoit des afférences
en provenance de nombreux glomérules, quelle que soit leur localisation (Lepousez & Gheusi,
2011). L’activation des différentes aires cérébrales permet au cerveau de réaliser une synthése
de I’'information regue. L.’ensemble des mécanismes mis en ceuvre depuis la détection de I’odeur
dans la cavité nasale jusqu’a I’intégration du signal au niveau des aires olfactives centrales

participe a la réalisation de la carte mentale de I’odeur pergue (Grabe & Sachse, 2018).

8. Impact de 1’état nutritionnel et de 1’alimentation sur 1’olfaction

Des travaux ont montré que la perception sensorielle d’un aliment peut varier en fonction du
statut nutritionnel d’un individu. Le statut nutritionnel est défini par I’état de faim suite a un
jetine et I’état de satiété apres un repas. Chez le rat, des études ont mis en évidence une meilleure
sensibilité olfactive pour I’acétate d’isoamyle en condition de jeune qu’en état de satiété (Aimé
etal.,2014). 11 a également ét¢ montré que des rats a jeun passent plus de temps a explorer une

odeur alimentaire que des rats rassasié¢s (Prud’homme et al., 2009).

Les signaux olfactifs peuvent étre modulés au niveau périphérique et central par ’action de
différentes hormones dont le role est de réguler ’homéostasie énergétique. Ces hormones peu-
vent notamment agir au niveau du systéme olfactif périphérique pour stimuler (hormone orexi-
gene) ou inhiber (hormone anorexigeéne) la prise alimentaire. La muqueuse olfactive contient
en effet un ensemble de récepteurs capables de détecter la moindre modification du métabo-

lisme énergétique d’un individu lié a son état nutritionnel (comme les récepteurs a I’insuline, a
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la leptine ou aux orexines exprimés dans les NSO entre autres) (Figure 12) ((Prud’homme et

al., 2009; Palouzier-Paulignan et al., 2012; Julliard et al., 2017).

En présence de pathologies multifactorielles comme 1’obésité ou le diabéte, des altérations de
la physiologie olfactive ont été rapportées. La présence de troubles olfactifs chez des personnes
atteintes d’obésité morbide a été relevée dans une étude a grande échelle utilisant des question-
naires d’auto-évaluation (Richardson ef al., 2004). Par ailleurs, une diminution des seuils de
détection de I’odeur du café et d’anis a été montrée chez des enfants souffrant d’obésité simple

(Obrebowski et al., 2000).

En 2016, Riviere et al ont montré que des souris soumises a une alimentation riche en fructose
développent rapidement un phénotype diabétique et présentent une altération des capacités de
détection et de discrimination des odeurs. Ces effets déléteres s’accompagnent d’une perturba-
tion de la dynamique cellulaire au sein de la muqueuse olfactive ainsi qu’une plus faible sensi-

bilité¢ des NSO aux odorants (Riviere et al., 2016).
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Figure 12 : Localisation cellulaire des récepteurs impliqués dans la régulation de 1’homéostasie
énergétique au niveau de la muqueuse olfactive; OSN = neurone olfactif sensoriel, IR = récepteur a
I’insuline, Ob-R = récepteur a la leptine, OXR = récepteur aux orexines, GLUT = transporteur du
glucose, CB1 = récepteur aux cannabinoides 1, SUS = cellules sustentaculaires, NPY Y1 = récep-
teur au neuropeptide Y1, AdipoR = récepteur a I’adiponectine. D’aprés Palouzier-Paulignan et al.,
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La surconsommation d’aliments riches en lipides peut également contribuer a I’émergence de
désordres métaboliques. Une étude récente a montré que les capacités olfactives de souris sou-
mises a un régime hyperlipidique sont altérées (Thiebaud et al., 2014). Ceci pourrait étre lié a
des modifications anatomiques de la muqueuse olfactive. Ces souris possédent un nombre plus
faible de NSO matures et une réduction du nombre d’axones en direction du bulbe olfactif a été
observée. Cette étude démontre qu’un régime alimentaire déséquilibré en lipides peut avoir un

impact important sur I’anatomie et la fonctionnalité du systéme olfactif périphérique.

Deux autres études ont montré qu’un régime alimentaire déficient en acides gras polyinsaturés
n-3 altére les capacités olfactives de rats. Les auteurs de ces études suggerent que les modifica-
tions de la composition lipidique du cerveau provoquées par ce régime pourraient affecter le
fonctionnement des structures cérébrales impliquées dans le traitement de 1’information olfac-
tive ainsi que dans les zones impliquées dans les processus de mémoire. Cependant I’impact
d’un tel régime sur I’anatomie et la fonctionnalité du systéme olfactif périphérique n’a pas été

exploré a ce jour.

Par ailleurs, il est intéressant de noter que I’Homme et les rongeurs ont une préférence sponta-
née pour les aliments riches en lipides (Takeda et al., 2001). L’existence dans les tissus senso-
riels de récepteurs capables de détecter la présence de certains types de lipides comme les acides
gras pourrait expliquer cette préférence. En 2015, une étude a montré que certains NSO présents
au sein de la MO de souris expriment le récepteur CD36 (Oberland et al., 2015). Ce récepteur
est impliqué dans la détection des acides gras notamment au niveau des papilles gustatives et
des neurones de I’hypothalamus. Il jouerait un réle dans la régulation de la balance énergétique

et le comportement alimentaire (Martin et al., 2011; Julliard et al., 2017).
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CHAPITRE 2 : Les lipides

Les lipides sont des composés présents de maniere ubiquitaire dans le régne végétal et animal.
Dans le régne animal, ils peuvent étre apportés par 1’alimentation ou synthétisés de novo. Ils
ont la particularité d’étre impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques. Comme les glu-
cides et les protéines, les lipides sont utilisés comme une source d’énergie (1 g de lipides ~ 9.3
Kcal). Ils jouent de nombreux roles dans la signalisation cellulaire et contribuent au bon fonc-
tionnement de 1’homéostasie cellulaire. Enfin, grace a leur structure, ce sont des constituants

majeurs des membranes biologiques.

1. Définition

Les lipides sont généralement décrits comme étant des molécules insolubles dans 1’eau et so-

lubles dans les solvants organiques.

En fonction de leur structure, on trouve des lipides apolaires (lipides de réserve), des lipides
amphiphiles possédant a la fois un groupement polaire et apolaire (lipides de structure) et des
composés a caractere lipidique comprenant les lipides isoprénoides (terpeénes et leurs dérivés,

certaines vitamines ainsi que les dérivés des stérols) et les eicosanoides.

2. Classification des lipides

Dans le monde du vivant, il existe un nombre considérable de lipides dont la structure est plus
ou moins complexe. Cette grande diversité a nécessité la création et la mise en place d’une
nomenclature qui a été publiée par [UPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature en
1977 (Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physiologische Chemie, 1977). Depuis, plusieurs bases

de données ont été développées pour proposer une version améliorée de cette classification
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notamment « AOCS Lipid Library », le « Cyberlipid Center » et plus récemment le « Lipid
MAPS » (Fahy et al., 2005).

Dans ce chapitre je détaillerai la classification des lipides en utilisant la nomenclature publiée
par PTUPAC-IUB en 1977 basée sur leur structure chimique. On distingue deux grandes caté-
gories : les lipides constitués a partir d’acides gras et les composés a caractere lipidique (les
isoprénoides et les eicosanoides). Il est important de noter que le précurseur des eicosanoides
est I’acide arachidonique appartenant a la famille des acides gras polyinsaturés n-6 dont je par-

lerai plus loin dans ce chapitre.

Les lipides comprenant des acides gras sont répartis en 3 groupes (Figure 13) (Ledoux, 2012) :
- Les acides gras
- Les lipides simples

- Les lipides complexes
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Figure 13 : Schéma récapitulatif de la classification des lipides en fonction de leur structure
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a. Les acides gras

Les acides gras (AG) sont les lipides les plus simples. Ils constituent I’élément de base de nom-
breux lipides plus complexes comme les phospholipides et les sphingolipides (Figure 14) (Le-
doux, 2012) .

Ce sont des chaines hydrocarbonées aliphatiques dont la formule générale est :

CH;-(CxHy),-COOH

groupe méthyle - chaine carbonée - groupe carboxyle

Figure 14 : Formule générale d’un acide gras. D’apres Ledoux 2012.

Les acides gras sont désignés en fonction du nombre d’atomes de carbone de la chaine carbonée,
de la nature des liaisons (saturée ou insaturée) ainsi que de leur nombre et de leur position. Ils
sont notés « n:m », n représentant le nombre de carbone et m le nombre de double liaison

(Guesnet et al., 2005).

Les acides gras sont répartis en trois groupes structuraux en fonction du degré d’insaturation de

la chaine hydrocarbonée.

- Les acides gras saturés

Les acides gras saturés (AGS) ne posseédent aucune double liaison. L’acide palmitique (16:0)

et I’acide stéarique (18:0) sont les plus abondants dans le monde du vivant.

- Les acides monoinsaturés

Les acides gras monoinsaturés (AGMI) posseédent une double liaison. Ils font partie de la com-
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position de nombreux lipides plus complexes. L’acide oléique (18:1) est le plus représenté dans

les aliments.

- Les acides gras polyinsaturés

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) posseédent plusieurs doubles liaisons. Ils comportent gé-
néralement deux a trois doubles liaisons mais certains AGPI a longues chaines (> 20 carbones)
peuvent présenter 5 a 6 doubles liaisons. Pour repérer la premiére double liaison, la numérota-
tion n-x (anciennement « ® ») est utilisée avec x correspondant a la position du carbone portant

la premicre double liaison a partir de I’extrémité méthyle.

Dans cette classe, on trouve deux grandes familles : les AGPI de la série n-3 et les AGPI de la
série n-6. L acide a-linolénique (ALA ; 18 :3 n-3) est le précurseur métabolique de la série n-3
et ’acide linoléique (LA ; 18 :2 n-6) est celui de la série n-6 (Figure 15) (Ledoux, 2012). LA
et ALA sont des AGPI dits essentiels. Ils doivent étre apportés par 1’alimentation car les mam-
miféres ne possedent pas les enzymes (désaturases) capables de les synthétiser. Les voies de
syntheése métaboliques et les fonctions des AGPI seront présentés plus en détail un peu plus loin

dans ce chapitre.

\“v/\x //"\_6_ // ‘\9_1/"\_ /’I\"\-"/\"V';.‘-\*COOH ; /"'*«\_3_ » /‘\\E’_ /"\\_g_}./"\// ‘\\// \\1/ N\ COOH

acide linoléique n-6 acide a-linolénique n-3

Figure 15 : Structure moléculaire de 1’acide linolé¢ique (LA) appartenant a la famille des AGPI
n-6 et de 1’acide a-linolénique (ALA) appartenant a la famille des AGPI n-3. D’apres Ledoux,
2012

b. Les lipides simples

Les lipides simples sont uniquement composés d’atomes de carbone, d’hydrogéne et d’oxy-

gene. Ils sont subdivisés en 3 groupes : les acylglycérols, les acylstérols et les cérides.
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- Les acylglycérols

Ce sont des esters de glycérol et d’acides gras. Ils constituent des lipides de réserve. Ce sont
des molécules apolaires et hydrolysables par des enzymes appelés lipases. Dans notre alimen-
tation, ils sont présents dans les graisses animales et dans les huiles végétales. Les plus connus
sont les triacylglycérols communément appelés triglycérides. Ils représentent environ 95 a 98

% des lipides issus de notre alimentation (Anses, 2015).

- Les acylstérols

Ce sont des esters de stérols et d’acide gras. Ils regroupent les dérivés du cholestérol dans le

régne animal et les phytostérols dans le régne végétal.

- Les cérides

Ce sont des esters d’alcools gras a longues chaines le plus souvent saturées et d’acides gras
¢galement a longues chaines. Ils sont trés apolaires. Dans le régne du vivant, on les trouve

principalement dans les cires.

c. Les lipides complexes

Les lipides complexes, en plus d’étre constitués d’atomes de carbone, d’hydrogene et d’oxy-
gene, possedent des atomes de phosphore, azote et/ou de soufre. Ils incluent les phospholipides

et les sphingolipides (Ledoux, 2012) .
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- Les phospholipides

Les phospholipides (PL) sont des molécules amphiphiles ¢’est-a-dire qu’ils possedent a la fois
une région hydrophile (téte) et région hydrophobe (queue). Du fait de trés nombreuses combi-
naisons possibles entre la téte hydrophile et la partie hydrophobe, il existe une trés grande va-

riété de PL.

Les PL ont pour structure commune un radical glycérol estérifié en positions sn-1 et sn-2 par
des acides gras et par I’acide phosphorique en position sn-3. De maniére générale, 1’acide gras
situé en position sn-1 du glycérol est trés fréquemment un acide gras saturé alors que celui situé

en sn-2 est préférentiellement un acide gras polyinsaturé (Figure 16) (Alberts et al., 2002) .

Grace a une liaison phosphodiester le groupe phosphate peut se lier de manicre covalente a
différents groupes hydrophiles comme I’hydrogéne, le glycérol, la choline, 1’éthanolamine, la
sérine ou I’inositol. Différentes classes de phospholipides comme 1’acide phosphatidique (PA),
le phosphatidylglycérol (PG), la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE),
la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (PI) ont ainsi été identifiées (Mouritsen,
2005; Deamer, 2017) .

RADICAL
I

ProsPHaTE Figure 16 : Représentation d’un glycérophospholipide.

1 2

La partie hydrophile est composée d’un radical glycérol et d’un

groupe phosphate pouvant se lier a d’autres groupes hydrophiles.

FATTY ACID

La partie hydrophobe est composée de deux acides gras liés au

o

%, glycérol. D’aprés Alberts, 2002.

- Les Plasmalogénes

Comme les PL, les plasmalogenes (Pls) ont pour structure commune un radical glycérol estéri-
fié en position sn-2 par un acides gras et par 1’acide phosphorique en position sn-3 (Figure 17).

De maniére générale, ce dernier est une PC ou une PE et dans une moindre mesure un PI et PS.
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La particularité des Pls réside en la présence d’une liaison vinyl ether permettant de porter un

alcool gras en position sn-1 de la base glycérol.

{hydrophilic)
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- Les sphingolipides

Figure 17 : Représentation d’un plasmalogene

La partie hydrophile est composée d’un radical glycérol et d’un
groupe phosphate pouvant se lier a d’autres groupes hydrophiles. La
partie hydrophobe est composée d’un alcool gras et d’un acide gras

liés au glycérol. D’apres Alberts, 2002.

Les sphingolipides sont composés d’un radical sphingosine et se divisent en deux groupes : les

sphingophospholipides et les sphingoglycolipides.

» Les sphingophospholipides

Les sphingomy¢lines (SM) sont les sphingolipides les plus abondants chez les eucaryotes. Ces

composés sont formés d’un squelette sphingosine qui se lie par une liaison amide a un acide

gras (céramide) et par une liaison ester a la choline (Figure 18) (Casares et al., 2019) .

Les SM sont majoritairement composées d’un acide gras saturé ou mono-insaturé et trés rare-

ment d’un acide gras polyinsaturé, engendrant différentes espéces de SM (Mencarelli & Marti-

nez-Martinez, 2013; Bienias ef al., 2016).

44



Céramide

Acide gras

Sphingosine

- Choline

Figure 18 : Représentation de la sphingomyéline. D’apres Casarés et al., 2019.

» Les sphingoglycolipides

Les sphingoglycolipides (GSL) constituent une vaste famille de lipides présents au sein des
membranes. Ils sont trés abondants dans le cerveau et le systéme nerveux. Cette vaste famille
regroupe les sphingoglycolipides neutres (cérébrosides et oligo-glycosyl-céramides), les gan-
gliosides, les sulfatides et les fucolipides. Ils sont majoritairement formés d’au moins un résidu

glycosylé sous forme monosaccharide et d’un céramide (Figure 19).

Céramide

Acide gras

Figure 19 : Représentation d’un sphingoglycolipide. D’apres Casares et al., 2019.

Sphingosine
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3. Les acides gras polyinsaturés

Les AGPI ont un rdle structural lorsqu’ils sont incorporés dans les phospholipides membra-
naires. Certains AGPI servent également de précurseurs pour la synthése des AGPI a longue
chaine (>20 carbones) et pour la synthése de médiateurs lipidiques oxygénés appelés eicosa-
noides. Ces médiateurs sont impliqués dans diverses fonctions physiologiques clés comme I’in-

flammation, la coagulation ou I’activité neuronale (Guesnet et al., 2005).

a. Synthése des AGPI

Apres absorption, les précurseurs des AGPI n-6 et n-3, respectivement LA et ALA, sont con-
vertis en AGPI a chaine longue (AGPI-LC) par une série de réactions enzymatiques assurées
par des désaturases (ajout de doubles liaisons) et d’élongases (ajout de deux atomes de carbone)

(Figure 20).

Il n’est pas possible de synthétiser a partir d’AGPI de la série n-6 des AGPI de la série n-3 et
vice versa. En fait, LA et ALA sont en compétition pour 1’utilisation des enzymes A5 et A6
désaturases qui permettent la synthése des AGPI-LC. Lorsque I’apport nutritionnel est équili-
bré, la synthése des AGPI n-6 s’achéve a 1’acide arachidonique (AA) et les enzymes sont de ce

fait disponibles pour synthétiser des AGPI-LC de la série n-3.

Par contre, si I’apport alimentaire est déficient en AGPI-LC n-3 et notamment en acide doco-
sahexanoique (DHA), la voie de synthése des AGPI n-6 se poursuit afin de fournir de 1’acide
docosapentanoique (DPA n-6), I’lhomologue métabolique du DHA. Ces deux AGPI sont tres
proches en terme de structure, ne se différenciant uniquement par la position de la double liaison

en position n-3 sur la chaine carbonée au lieu d’une position en n-6.

Au niveau cérébral, la synthése endogéne d’EPA et de DHA est faible. Pour maintenir le niveau
de ces AGPI, le cerveau dépend de 1’alimentation et du métabolisme hépatique (Simopoulos,

2010; Dyall, 2015).
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Figure 20: Voies de biosynthése des AGPI de la série n-6 et n-3

b. Robles physiologiques des AGPI

Depuis plusieurs décennies, de trés nombreuses études a la fois expérimentales chez le rongeur
et cliniques chez I’ Homme ont ét¢ menées pour explorer les mécanismes d’action des AGPI-
LC et de leurs dérivés. On sait aujourd’hui qu’en fonction de la série a laquelle ils appartiennent,

les AGPI et leurs métabolites ont des roles différents.

Dans cette partie, je décrirai les mécanismes majeurs dans lesquels ils sont impliqués.
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- Role structural

Les AGPI incorporés dans les PL membranaires peuvent modifier les propriétés physico-chi-

miques de la membrane cellulaire et ainsi moduler 1’activité inter et intracellulaire.

La compétition entre les voies de biosynthése des AGPI-LC n-6 et n-3 permet de maintenir le
degré d’insaturation des PL membranaires. En effet, si le niveau membranaire de DHA dimi-
nue, il est compensé par une augmentation de DPA de la série n-6. Bien que ce dernier soit
I’équivalent structural du DHA dans la série n-6, ces changements au niveau des PL. membra-

naires peuvent perturber les propriétés physico-chimiques de la membrane (Dyall, 2015).

Lorsqu’ils sont intégrés a la membrane, les AGPI peuvent intervenir directement en favorisant
la mise en place d’un microenvironnement peu ordonné et flexible propice aux changements de
conformation des protéines transmembranaires, ce qui facilite la signalisation cellulaire. Ils
peuvent également favoriser la formation de microdomaines membranaires appelés « rafts ».
La formation de ces rafts correspond a la ségrégation de domaines membranaires ordonnés et
moins flexibles auxquels sont associés des complexes protéiques (Simons & Sampaio, 2011).
Je détaillerai la composition et le fonctionnement de la membrane plasmique dans le partie de

ce chapitre.

Plusieurs études ont mis en évidence que la teneur membranaire en AGPI et notamment en
DHA peut moduler la signalisation cellulaire. Les études menées par Niu et al en 2004 ont
montré que la cascade de transduction du signal visuel est modifiée dans les cellules photo-
réceptrices de la rétine chez des rats soumis a un régime déficient en DHA. En effet, dans ces
cellules, la formation du complexe MII-Gt c’est-a-dire du complexe entre la rhodopsine et la
protéine G associée est plus lente, ce qui entraine une diminution du niveau d’activation de la
rhodopsine et de I’activité de la phosphodiestérase, une enzyme responsable de I’hydrolyse du

cGMP et de la fermeture des canaux cGMP- dépendent dans ces cellules (Niu et al., 2004).

D’autres travaux ont montré que des régimes déficients en AGPI n-3 chez le rat pouvaient per-
turber le stockage et la libération présynaptique de neurotransmetteurs comme 1’acétylcholine
et la sérotonine (Aid et al., 2003; Kodas et al., 2004). Les auteurs suggerent que les effets ob-

servés pourraient étre dus a des modifications de la fluidit¢é membranaire.
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Des ¢études rapportent également I’impact délétere d’un régime alimentaire appauvri en AGPI
n-3 et notamment en DHA sur la neurotransmission (Chalon, 2006; Mathieu et al., 2010). Dans
ces ¢tudes, les auteurs suggerent que I’appauvrissement en DHA dans les PL membranaires
perturberait la maturation des vésicules synaptiques ainsi que le stockage et la libération des
neurotransmetteurs (Alessandri et al., 2004). Ces disfonctionnements pourraient étre a I’origine
des nombreux effets observés au niveau des fonctions cérébrales dans différents modeles expé-

rimentaux.

- Les AGPI comme précurseurs des médiateurs lipidiques

Parmi les AGPI -LC, I’acide arachidonique (AA) et I’acide dihomo-ylinolénique pour la série
n-6 et I’acide eicosapentanoique (EPA) pour la série n-3 peuvent, par des réactions d’oxygéna-
tion, d’hydroxylation et de peroxydation, donner naissance a des médiateurs lipidiques appelés

eicosanoides (Figure 21) (Guesnet et al., 2005).

Les AGPI-LC incorporés dans les PL membranaires sont libérés dans le cytoplasme sous 1’ac-
tion des phospholipases A2 (PLA2). L’AA et ’EPA peuvent ensuite étre utilisés pour synthé-
tiser des prostaglandines ou des thromboxanes par la voie des cyclooxygénases (COX), ou pour
synthétiser des leukotriénes et des acides gras hydroperoxydés par la voie des lipoxygénases

(LOX) (Simopoulos, 2002).

Les médiateurs lipidiques dérivés de I’AA sont des molécules aux propriétés diverses. Elles
peuvent étre proagrégantes et vasoconstrictrices (endoperoxydes de la série 2) ou encore pro-
inflammatoires (leucotriénes de la série 4). Cependant, lors d’une réponse inflammatoire aigiie,
I’AA peut servir de précurseur a la production d’éicosanoides (lipoxines) impliqués dans les

mécanismes de résolution de I’inflammation (Dangi et al., 2009; Chianese et al., 2018).

L’AA peut également étre métabolisé en lipides bioactifs. Plusieurs études se sont intéressées
aux roles des endocannabinoides (¢CB), I’anandamide (aussi connu sous le nom de N-arachi-
donoyléthanolamide) et le 2-arachidonylglycérol, deux dérivés de I’AA. Ces deux molécules
sont des agonistes des récepteurs aux cannabinoides CB1 et CB2. Ces récepteurs sont impliqués
dans de nombreux mécanismes physiologiques comme 1’addiction, la stimulation de la prise

alimentaire, 1’obésité, le controle de I’homéostasie énergétique ou encore I’inflammation
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(Kirkham et al., 2006). Une étude menée par Lafourcade et al en 2011 a montré qu’un régime
déséquilibré en AGPI n-3 était associé a des altérations de la plasticité synaptique dans le cortex
préfrontal chez la souris. Au niveau mécanistique, il a été montré que ces altérations étaient
dues a un couplage partiellement fonctionnel entre le récepteur CB1 et la protéine G qui lui est
associée au niveau des synapses, provoquant ainsi une désensibilisation du récepteur (Lafour-

cade et al., 2011).

A I’'inverse des médiateurs lipidiques dérivés de I’AA, les dérivés lipidiques de I’EPA et du
DHA sont des molécules aux propriétés anti-agrégantes et vasodilatatrices (endoperoxydes de
la série 3), non inflammatoires (leucotriénes de la série 5 dont les résolvines et les maresines)
et neuroprotectrices (protectines) (Serhan et al., 2015). La neuroprotectine D1 par exemple est
connue pour inhiber I’apoptose neuronale dans la lignée cellulaire issue de 1’épithélium pig-
mentaire de la rétine suite a un stress oxydatif (Bazan, 2009). De méme le DPA de la série n-6
peut conduire a la production de dérivés hydroxylés ayant des propriétés anti-inflammatoires

(Dangi et al., 2009).
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Figure 21 : Voies de biosynthése des dérivés métaboliques des AGPI-LC. Guesnet et al., 2005
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- Les AGPI comme modulateurs de I’expression génique

En 1993, Gottlicher et al ont démontré pour la premiére fois que des AGPI peuvent activer des
récepteurs nucléaires et réguler I’expression des génes (Gottlicher ef al., 1993). Depuis, de tres
nombreuses études ont montré que les AGPI peuvent interagir avec plusieurs facteurs de trans-

cription (Alessandri et al., 2004). Ces facteurs de transcription sont :

- PPAR pour « peroxisome proliferator-activated receptors ». Ce sont des facteurs de
transcription qui, en se liant aux acides gras, peuvent induire la transcription de

genes impliqués dans la B-oxydation mitochondriale et peroxysomale.

- RXR pour «retinoid X receptor ». Les RXR régulent la majorité des génes impliqués
dans le métabolisme des lipides en interagissant avec d’autres facteurs de transcrip-

tion comme le liver X Receptor (LXR).

- LXR pour « liver X receptors ». Ce sont des récepteurs nucléaires capables de se lier
aux oxystérols. IlIs sont impliqués dans le métabolisme du cholestérol et la régulation

de la réponse inflammatoire dans les macrophages.

- SREBP-1c pour « sterol regulatory element binding protein-1c ». Ce facteur de

transcription est impliqué dans la transduction du signal a I’insuline.

- HNF4 pour « hepatic nuclear factor 4 ». Ce récepteur nucléaire est principalement

exprimé dans le foie.

En interagissant avec ces facteurs de transcription, les AGPI n-3 sont capables de moduler le
niveau d’expression des genes cibles de ces récepteurs nucléaires. Par exemple, les AGPI n-3
peuvent activer le facteur de transcription PPARY qui en retour va inhiber NF-xB, ce qui aura
pour conséquence d’inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires (Figure 22) (Sam-

path & Ntambi, 2004; Guesnet ef al., 2005).
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Figure 22 : Schéma récapitulatif présentant les différents mécanismes par lesquels les
acides gras non estérifiés (NEFAs) peuvent interagir avec les facteurs de transcription
PPAR, RXR, LXR, HNF4. Par exemple, la liaison directe entre NEFAs et PPAR peut
activer I’expression des genes cibles de PPAR. Les NEFAs peuvent également avoir un
role inhibiteur en empéchant la liaison des oxystérols aux récepteurs nucléaires LXR.
Dans ce cas, ils agissent pour favoriser la répression des génes cibles du facteur de trans-

cription. D’aprés Sampath & Ntambi, 2004.

11 est important de noter qu’il existe des récepteurs capables de détecter les AG libres : ce sont
les FFARs ou « free fatty acid receptors ». Cette famille de récepteurs appartient a la superfa-
mille des récepteurs couplés aux protéines G (Dragano et al., 2017; Falomir-Lockhart et al.,
2019). Dans cette famille, FFAR1 (GPR40) et FFAR4 (GPR120) sont deux récepteurs intéres-
sants car ils sont fortement exprimés dans le systéme nerveux central et ont la particularité de
se lier aux AGPI-LC a longue chaine. FFARI se lie avec la méme affinité aux AGMI et aux
AGPIL Quant a FFARA4, il se lie naturellement a différents AGS (C14, C16 et C18). Dans I’hy-
pothalamus de souris, I’activation de FFAR4 dans la microglie améliore la réponse neuroin-
flammatoire en diminuant la production de cytokines pro inflammatoires (TNFa et IL-1p) et en
favorisant la production de cytokines anti-inflammatoires (IL-6 et IL-10) (Falomir-Lockhart et

al., 2019).
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4. AGPI et tissus nerveux

a. Le systéme nerveux central et la rétine

Le systéme nerveux central est le tissu le plus riche en lipides apres le tissu adipeux. Il contient
environ 50% de lipides principalement présents au niveau de la membrane des cellules sous

forme de cholestérol ou de PL (Sastry, 1985)

Dans le cerveau de rat, les PL majoritaires sont les phosphatidyléthanolamines (PE), les phos-
phatidylcholines (PC) et les phosphatidylsérines (PS). Ils représentent respectivement 54%,
31% et 8 % des phospholipides totaux (Choi ef al., 2018). Dans la rétine des mammiferes, les
mémes classes de PL sont majoritaires. Les PE constituent 40 % des phospholipides totaux
tandis que les PS et les PC constituent respectivement 12% et 10% des phospholipides totaux
du tissu (Anderson & Maude, 1970).

Le DHA et I’AA sont les AGPI-LC majoritairement présents sous forme estérifiés dans les PL
membranaires du tissu nerveux. Les membranes des cellules du cerveau et de la rétine ont la

particularité de contenir des taux tres €levés de ces deux AGPI.

Chez I’Homme, le DHA et I’ AA constituent respectivement 20 % et 15% environ des AG totaux
du cerveau ; dans la rétine, le DHA et ’AA représentent respectivement 30% et 5% des AG
totaux (Guesnet et al., 2005; Bascoul-Colombo ef al., 2016). On retiendra que dans le cerveau
humain, le DHA est majoritairement présent dans les PE et les PS alors que I’AA est principa-
lement incorporé dans les PE, les PC et les PI (Svennerholm, 1968). Chez le rongeur, ces taux
sont un peu différents au niveau du cerveau puisque le DHA et I’AA représentent respective-
ment 12-14% et 8-10% des AG totaux. Dans la rétine de souris, les taux de DHA et d’AA sont
similaires a ceux trouvés chez I’Homme. La teneur de ces deux AGPI dans les PL membranaires

varie au sein des différentes structures du cerveau (Joffre, 2019).

Au cours des dernieres décennies, de nombreuses études ont montré qu’un régime déficient en
AGPI n-3 aboutissait d’une part a un appauvrissement en DHA et d’autre part a un enrichisse-

ment en DPA n-6 dans les membranes cellulaires de la rétine et du cerveau. Cet appauvrisse-
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ment membranaire a de multiples conséquences en particulier au niveau cognitif, comporte-
mental ou encore au niveau de la discrimination visuelle chez ’homme, 1’enfant et les rongeurs

(Guesnet et al., 2005; Chianese et al., 2018).

b. La muqueuse olfactive

En ce qui concerne la muqueuse olfactive, quelques études se sont intéressées a la composition
lipidique de ce tissu chez le bovin, le rat et le porc (Koyama & Kurihara, 1972; Russell et al.,
1989; Lobasso et al., 2010). En 2010, grace aux techniques de lipidomique, Lobasso et al ont
analysé les lipides complexes présents dans les membranes provenant de tissu olfactif de porc
(Lobasso et al., 2010). Les résultats montrent que la MO de porc est composée d’environ 90%
de PL. Les PE, PC et SM (ou Cer-P-Cho) sont les classes majoritaires ; les PS et PI sont présents
en plus faible quantité. L’ AA est I’ AGPI le plus représenté dans les PL tandis que les AGS sont
les seuls AG incorporés dans les SM. Dans les cils olfactifs isolés a partir de la MO, la réparti-
tion des PL est différente. Les auteurs montrent que la teneur en PE est en plus faible quantité

tandis que S-Gal-Cer, un sulfatide, est majoritaire.

En 2018, une nouvelle ¢tude a été menée chez des rongeurs (rat et souris) afin d’analyser de
manicre approfondie les acides gras et les PL présents dans la muqueuse olfactive de ces es-
peéces (Tableau 1) (Le Bon et al., 2018). Les résultats ont confirmé le fait que les PL sont
majoritaires dans ce tissu et ont montré que la quantité de triacylglycérol est un peu plus élevée

dans le tissu olfactif de souris que dans celui de rat.

Tableau 1 : Distribution des classes de lipides dans la muqueuse olfactive de souris et de rats. Les

valeurs sont des moyennes + esm (n= 4). (Le Bon et al., 2018).

Mouse Rat

% of total lipids®
Cholesterol 98 + 1.2 93 + 07
Triacylglycerols 8307 25+ 04
Phospholipids 819 + 1.9 88.3 + 0.7
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Les AGPI majoritaires dans la muqueuse olfactive de souris et de rat sont I’AA pour la série n-
6 et le DHA pour la série n-3 (Tableau 2). Ces résultats indiquent que la composition de la
muqueuse olfactive en acides gras présente de fortes similitudes avec celle du cerveau et de la

rétine.

Tableau 2 : Composition en acides gras de la muqueuse olfactive de souris et de rats.

Les valeurs sont des moyennes = esm ; (n=7 a 11). D’aprés Le Bon et al., 2018.

Acides Gras Souris Rat

(% des AG totaux)

18:2n-6 (LA) 0.17£0.02 0.13 £ 0.01
20:4n-6 (AA) 11.73 £ 0.29 17.56 £ 0.56
22:5n-6 (DPA n-6) 0.49 + 0.04 210+ 0.1
18:3n-3 (ALA) 0.52+0.04 0.31 +£0.02
20:5n-3 (EPA) 0.80 + 0.04 029 £0.11
22:6n-3 (DHA) 11.77 £ 0.42 11.46 +4.41
AGS 43.29+0.79 39.70 + 0.84
AGMI 16.90 £ 0.20 14.97 + 0.32
AGPI 34.54 £ 0.81 39.09+1.10
Total AGPI n-6 20.12 £ 045 25.79 £ 0.71
Total AGPI n-3 13.86 £ 0.47 12.76 + 0.49
Ratio n-6/n-3 1.45 4+ 0.05 2.02+0.06

L’analyse des différentes classes de PL montre que les PC, les PE et les PI sont majoritaires
dans ce tissu (respectivement 55%, 15% et 12% chez la souris et 48%, 25% et 12 % chez le rat)
(Figure 23). Ce profil différe 1égerement de celui observé dans le cerveau et la rétine de ron-

geurs. Dans ces tissus, les PE, PC et PS sont les classes les plus abondantes (Anderson &

Maude, 1970; Choi et al., 2018).
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Figure 23 : Répartition des phospholipides dans le tissu olfactif de souris et de rats.
Les valeurs sont des moyennes + esm ; n = 12 pour les souris et n = 8 pour les rats.

D’apres Le Bon et al., 2018.

5. Les lipides de la membrane plasmique

Les propriétés physico-chimiques des protéines et des lipides qui composent la membrane cel-

lulaire influencent la composition, I’organisation et les différents mouvements de la bicouche

lipidique.

a. Composition de la membrane plasmique

La membrane cellulaire joue le role essentiel de barriére entre le milieu intracellulaire et extra-
cellulaire de la cellule. Elle est constituée d’une bicouche lipidique ou interagit en permanence

un mélange complexe de lipides et de protéines (Figure 24).

Les lipides structuraux de la membrane plasmique sont majoritairement les PL, les sphingoli-
pides et le cholestérol. Les PL membranaires, grace a leur propriété amphiphile, forment une
bicouche lipidique dans laquelle s’insére un trés grand nombre de protéines assurant différentes
fonctions comme le transport des nutriments ou la signalisation cellulaire (Cournia et al., 2015;

Deamer, 2017; Sezgin et al., 2017).
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Figure 24 : Organisation de la membrane cellulaire. Les principaux constituants de la membrane cel-
lulaire sont les phospholipides contenant différentes classes d’acides gras, le cholestérol, les sphingo-
phospholipides, les protéines membranaires et transmembranaires et les dérivés glycosylés. D’apres

Sezgin et al.,2017.

- Les phospholipides membranaires

Les PL s’assemblent spontanément entre eux grace a leurs propriétés hydrophiles et hydro-
phobes. La téte polaire contenant le groupe phosphate fait face a I’environnement aqueux que
ce soit du coté intra ou extra cellulaire. A 1’opposé la partie hydrophobe (correspondant aux

acides gras estérifiés) se positionne a I’intérieur de la membrane.

La grande diversit¢ des PL membranaires est directement liée aux différents acides gras qui
peuvent les composer. La position, le nombre de double-liaisons et la structure spatiale (cis ou

trans) des acides gras peuvent influencer la stabilité de la bicouche lipidique.

La composition lipidique de la membrane plasmique est déterminée par la syntheése de novo des
PL et par le remodelage des PL existants grace a des réactions de déacylation/réacylation. La
composition en AGPI des PL membranaires est modulée par I’action d’enzymes comme les

phospholipases ou les acyltransférases.
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- Les plasmalogenes

Les plasmalogenes (Pls) ont également un rdle structural du fait de leur localisation dans les
membranes des compartiments subcellulaires et dans les microdomaines de la membrane plas-
mique. La présence de la liaison vinyl-ether en sn-1 confére aux Pls une orientation différente
dans la bicouche lipidique rendant la membrane plus dense. Ils ont également un role antioxy-
dant et servent de réservoir d’AGPI-LC comme I’AA et le DHA pour la synthése de seconds

messagers et médiateurs lipidiques (Farooqui & Horrocks, 2001; Lacombe et al., 2018).

- Les sphingophospholipides

Comme les PL, les sphingophospholipides peuvent moduler les propriétés physiques de la
membrane et 1’activité des protéines transmembranaires (Breslow & Weissman, 2010; Ling-
wood & Simons, 2010). La SM est le sphingolipide le plus abondant dans la bicouche lipidique
en particulier dans le feuillet externe. L hydrolyse de la SM aboutit a la libération de céramide
connu pour jouer un role au niveau de la membrane (formation de microdomaines, recrutement
de protéines, trafic cellulaire) et comme second messager dans la signalisation cellulaire en
particulier lors de prolifération et ’apoptose cellulaires (Slotte, 2013; Kraft, 2016). La SM a
¢galement la capacité de se lier et d’interagir avec le cholestérol au sein de la membrane (Bie-

nias et al., 2016).

- Les glycolipides

Les glycolipides se situent essentiellement dans le feuillet externe des membranes plasmiques.
La partie contenant les sucres est a I’extérieur de la cellule et est impliquée, entre autres, dans

des fonctions de reconnaissance moléculaire (Malhotra, 2012).
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- Le cholestérol

Le cholestérol appartient a la famille des stérols. Il est constitué de 4 cycles hydrocarbonés dont
un possede un groupe alcool. Le cholestérol s’insere dans la bicouche en présentant ce groupe-
ment alcool en direction du milieu aqueux. Celui -ci peut alors interagir avec les PL et les
sphingolipides environnants. Comme la SM, il trés abondant dans la membrane des cellules du
systéme nerveux (Berg et al., 2002). Au niveau structural, le cholestérol ordonne les acides gras
présents dans la bicouche et confére a la membrane solidité et rigidité (Petrache et al., 2005).
Des fluctuations de la teneur membranaire en cholestérol influencent la fluidité membranaire

ainsi que le trafic et la signalisation cellulaire (Subczynski ef al., 2017).

- Les protéines membranaires

La membrane plasmique contient de nombreuses protéines membranaires. Celles-ci sont pré-
sentes en quantités équivalentes a celles des lipides. Du fait de leur localisation, elles sont sou-
mises aux contraintes biophysiques de la bicouche lipidique (Li et al., 2012). Elles peuvent étre

classées en 2 groupes : les protéines périphériques et les protéines transmembranaires.

Les protéines périphériques regroupent les protéines ancrées au glyco-phosphatidyl inositol
(GPI) présent sur la face extracellulaire de la membrane plasmique et les protéines ancrées par

I’intermédiaire d’acides gras sur la face intracellulaire de la membrane.

Les protéines transmembranaires quant a elles traversent la bicouche lipidique. Elles sont syn-
thétisées dans le réticulum endoplasmique puis insérées au niveau de la membrane avec une

orientation qui leur est propre (Alberts et al., 2002).

L’ensemble de ces protéines assurent de nombreuses fonctions physiologiques comme la trans-

duction du signal, la prolifération cellulaire, 1’apoptose.
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- Les microdomaines ou rafts

Les microdomaines sont définis comme étant des domaines dynamiques d’échelle nanomé-
trique enrichis en cholestérol et en sphingolipides ou sont regroupés des protéines spécifiques
pouvant €tre activées par des interactions lipides-lipides, lipides-protéines ou protéines-pro-
téines. Les lipides ainsi regroupés au sein de cette « plateforme de signalisation » sont enrichis
en AGS et en céramide (Hancock, 2006; Lingwood & Simons, 2010). Cette organisation per-
mettrait de favoriser et de réguler les interactions entre les différents partenaires présents a la

membrane.

b. Les propriétés de la membrane plasmique

- L’asymétrie membranaire

Les lipides ne sont pas distribués de maniére homogene dans les deux feuillets de la bicouche
lipidique. Le feuillet externe est principalement composé de sphingolipides (dont la SM), de
PC et de glycolipides tandis que le feuillet interne est principalement constitu¢ de PE, de PC et
de PS. Le cholestérol constitue un peu moins de 50% des deux feuillets de la bicouche. Cette
répartition asymétrique des lipides est responsable de 1’organisation différente des feuillets de

la membrane (Figure 25) (Ing6lfsson et al., 2017).
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Figure 25 : Asymétrie membranaire
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- Les différentes phases de la membrane

En fonction des lipides présents, plusieurs organisations membranaires sont possibles (Figure
26) : la phase solide-ordonnée, la phase intermédiaire liquide-ordonnée et la phase liquide-dé-
sordonnée (Shaikh et al., 2001; Mouritsen & Zuckermann, 2004) . La composition membra-
naire des lipides n’est pas figée. La membrane peut passer d’une phase a 1’autre notamment

grace a I’action du cholestérol (Desai & Miller, 2018).
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Figure 26 : Organisation de la membrane plasmique d’une cellule animale. (A) La composition du
feuillet externe (outer) et le feuillet interne (inner) n’est pas identique et peut fluctuer. (B) La quantité
de cholestérol présent au sein de la bicouche peut modifier la rigidité et la perméabilité membranaire.

Adapté de Desai & Miller 2018.

Le feuillet interne de la membrane, trés riche en PL, contient une grande quantité¢ d’AGPI. Du
fait de leur structure, les AGPI favorisent une organisation du feuillet en phase désordonnée ou

liquide. A I’inverse, le feuillet externe est riche en sphingolipides composés majoritairement
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d*AGS, ce qui favorise I’organisation du feuillet en phase ordonnée ou solide (Desai & Miller,

2018).

Le cholestérol, présent dans les deux feuillets, peut interagir a la fois avec les sphingolipides et
les PL. En s’insérant entre les acides gras des PL, le cholestérol peut soit augmenter le degré
d’orientation des chaines carbonées des AG, soit réduire le mouvement de ces chaines. Il peut
ainsi modifier 1’organisation des feuillets en les rendant plus ou moins rigides et donc plus ou
moins perméables. Le cholestérol contribue aussi a stabiliser la membrane en limitant les inte-
ractions et mouvements avec les autres ¢léments de la membrane (Mouritsen & Zuckermann,

2004; Slotte, 2013).

- Le mouvement des lipides

Les lipides peuvent se déplacer au sein de la membrane soit par rotation, diffusion latérale ou
par flip-flop (passage d’un feuillet a 1’autre) (Figure 27) (Bevers et al., 1999; Sharom, 2011;

Montigny et al., 2016). L’ensemble de ces mouvements est nécessaire a I’activité cellulaire.

» Les lipides polaires peuvent traverser la bicouche par diffusion spontanée
sans dépense d’énergie ou bien se déplacer par mouvement transversal par

I’action de plusieurs enzymes.

» Les floppases, ou flippases ABC, catalysent le passage des PL du feuillet

interne vers le feuillet externe

» Les flippases assurent le passage des PL dans le sens inverse, du feuillet ex-

terne vers le feuillet interne

» Les scramblases sont responsables des mouvements transversaux bidirec-

tionnels des lipides
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Figure 27 : Mouvements possibles des lipides dans la bicouche. D’aprés Sharom, 2011

Les floppases et les flippases sont des enzymes ATP dépendantes. Elles jouent un role actif
dans le maintien de I’asymétrie membranaire. Les scramblases, quant a elles, sont des enzymes
calcium-dépendantes et tendent a rétablir la symétrie membranaire de part et d’autre des feuil-

lets.

De maniére intéressante, deux études ont démontré que la flippase dATP8B joue un role essen-
tiel dans la réponse des NSO aux odorants chez Drosophila melanogaster. Cette enzyme con-
tribuerait a maintenir un environnement lipidique propice au bon fonctionnement des RO (Ha

etal.,2014; Liu et al., 2014).

- La fluidité membranaire

Au sein de la membrane, les lipides et les protéines ne sont pas figés et sont animés de mouve-
ment. La fluidité confére a la membrane a la fois souplesse et résistance. Elle est en partie dictée
par la force des interactions de Van der Waals entre les lipides qui la composent. Plus la chaine

carbonée est longue, plus les interactions seront importantes et la mobilité moindre.

La fluidité membranaire permet a la cellule d’assurer de nombreuses fonctions comme la com-

munication et le trafic cellulaire. Plusieurs facteurs peuvent 1’influencer :
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» La composition en AG de la bicouche lipidique : le degré d’insaturation et la

conformation structurale des AG influencent la fluidité membranaire.

» La quantité de cholestérol : plus il y a de cholestérol, plus la membrane est

rigide.

» Les protéines membranaires : plus il y a de protéines membranaires, plus la

fluidité diminue.

» La température : les lipides ont la capacité de changer de phase en fonction
de leur température de transition. Dans les mod¢les d’étude de la bicouche

lipidique, plus la température augmente, plus la membrane est fluide.

La fluidit¢ membranaire est fortement dépendante de la composition et de la conformation des
chaines d’acides gras. Les AGS, principalement présent dans les PL du feuillet externe, favori-
sent la formation d’une membrane de type ordonnée. En phase ordonnée, les interactions entre
les chaines d’acides gras sont fortes et ne facilitent pas les mouvements ce qui provoque une
diminution de la fluidit¢é membranaire. Inversement, grace a leurs propriétés physico-chi-
miques, les AGMI ou AGPI favorisent la formation d’une membrane de type désordonnée donc

plus fluide.

De nombreux mécanismes physiologiques dépendent de la fluidité membranaire comme la

transduction de messages, I’écoulement des flux d’électrons au sein membranes.
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CHAPITRE 3 : Impact nutritionnel des AGPI n-3

1. Evolution de I’alimentation humaine

Depuis la révolution industrielle, nos modes de vie ont profondément évolué. Les progres réa-
lisés dans 1’agroalimentaire ont révolutionné les modes de production et les hommes vivant
dans les pays industrialisés ont modifié¢ en profondeur leur alimentation de base (Cordain et al.,
2005; Blasbalg e al., 2011). Les caracteéres nutritifs des aliments tels qu’on peut les consommer
aujourd’hui ont évolué avec I’avénement de I’agriculture moderne et de la production indus-
tielle. L’acces a un trés large éventail de produits alimentaires et I’augmentation de la consom-
mation des produits raffinés, comme les céréales, les sucres et les huiles, ont modifié qualitati-
vement et quantitativement les apports énergétiques en protéines, en glucides et en lipides con-
sommés chaque jour par I’homme. Ces modifications rapides a I’échelle de 1’évolution humaine
n’ont pas permis au géndme humain de s’adapter et ont engendré 1’apparition de nombreuses
pathologies chroniques comme le diabéte, les maladies cardiovasculaires, 1’obésité ou encore

le syndrome métabolique (Cordain et al., 2005).

Parall¢lement, pour répondre aux recommandations des agences de santé publique, la consom-
mation des lipides riches en acides gras saturés (beurre, lard et autres graisses animales) a di-
minu¢ au profit de la consommation des huiles végétales riches en AGPI n-6 proposées par le
secteur de 1’agroalimentaire (Gibson et al., 2011). Progressivement, notre alimentation s’est
appauvrie en AGPI n-3 et s’est enrichie en AGPI n-6, créant une augmentation du ratio AGPI
n-6/n-3. Avant ’avénement de I’agriculture moderne, le ratio AGPI n-6/n-3 était estimé a 1-
2 :1. Aujourd’hui, ce ratio est fortement déséquilibré. Il est en moyenne de 20 :1 en France et
peut atteindre 40 :1 en Amérique du Nord. Ce déséquilibre nutritionnel en AGPI peut avoir de
réelles conséquences sur la santé en favorisant ou en aggravant certains mécanismes impliqués
dans des maladies chroniques telles que 1’obésité, le diabete, le syndrome métabolique (Cordain

et al., 2005).
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2. Recommandations nutritionnelles

En 2015, I’agence nationale de la sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du
travail (Anses, 2015) a réalis¢ une vaste étude nationale afin de réévaluer les références nutri-
tionnelles pour les acides gras. Grace a I’ensemble des données collectées dans la littérature,
I’ANSES a choisi d’établir de nouvelles valeurs nutritionnelles pour les lipides en prenant en
compte a la fois le besoin physiologique en lipides comme source d’énergie nécessaire pour le
bon fonctionnement de I’organisme mais €galement le besoin nutritionnel optimal dans une
démarche de prévention pour certaines pathologies comme 1’obésité, le diabete, les maladies

cardiovasculaires et métaboliques et le cancer.

Aujourd’hui, ’ANSES recommande de consommer 35-40% de lipides pour couvrir les besoins
énergétiques d’un individu en bonne santé consommant 2000 Kcal/jour (7Tableau 3). Un apport
inférieur entrainerait une réduction de I’apport en AGPI. De plus, I’agence préconise désormais
de consommer un AGPI de la série n-3 pour 4 AGPI de la série n-6 pour assurer 1’apport ali-
mentaire nécessaire de certains AGPI tout en limitant leurs effets déléteres sur la santé (Goémez
Candela et al., 2011; Anses, 2015). Les AGPI présents dans notre alimentation proviennent a
la fois de sources végétales (graines, oléagineux, huiles) et animales (poisson, ceuf, viande,

volaille).

Tableau 3 : Besoins physiologiques minimaux en AG totaux et en AGPI indispensables chez I’Homme
adulte consommant une ration énergétique quotidienne de 2000 Kcal ; AE : apport énergétique. D’apres
I’ANSES, 2015.

. Besoin physiologique Apport nutritionnel
Lipides
minimum conseillé
AG totaux 30% de I’AE 35-40% de ’AE
Acide linoléique (AL) 2.0% de I’AE 4% de ’AE
Acide a-linolénique (ALA) 0.8% de I’AE 1% de ’AE
0.1% de ’AE
Acide docosahexanoique (DHA) 250mg /j
(250 mg/j)
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3. Impact nutritionnel des AGPI n-3 sur les fonctions cérébrales

Comme évoqué dans le chapitre 2, les lipides sont des constituants majeurs des cellules du
systéeme nerveux et jouent un rdle crucial dans les fonctions cérébrales (Dyall, 2015). Pour
mieux comprendre le réle des AGPI dans les mécanismes physiologiques, de trés nombreuses
¢tudes se sont intéressées non seulement a I’impact de régimes déséquilibrés en AGPI sur le
fonctionnement du cerveau au stade adulte mais également aux conséquences d’un tel déséqui-

libre lors de la période périnatale chez le rongeur et I’Homme.

Au cours de la période périnatale, le cerveau connait une phase de croissance extraordinaire au
cours de laquelle se produisent une maturation rapide des neurones, de la synaptogénése et le
développement de la matiere grise. C’est ¢galement pendant cette période que le besoin en li-
pides et plus particulierement en AGPI-LC (tels que le DHA et I’AA) pour constituer les mem-
branes cellulaires est considérable (Clandinin et al., 1983; Green et al., 1999). La plupart des
stratégies expérimentales mises en place pour étudier I’impact nutritionnel des AGPI n-3 sur
les fonctions cérébrales a consisté a alimenter les méres avec un régime déficient en AGPI n-3
depuis la conception (voire avant) jusqu’a I’age adulte pendant une ou plusieurs générations.
La littérature est dense et les études se différencient en fonction des déficits instaurés, de la
durée des régimes et de 1’age auquel les parameétres étudiés ont été mesurés (in utéro, naissance,
sevrage, jeune adulte, ...). Tres souvent, I’impact d’un déficit nutritionnel en DHA a été évalué
sur les fonctions cognitives de la progéniture a 1’aide de tests de comportement. Les méca-

nismes moléculaires et cellulaires sous-jacents ont été investigués par certaines équipes.

a. Observations comportementales

- Chez les rongeurs

De multiples études se sont intéressées aux effets de ces régimes sur les fonctions cognitives

des rongeurs. La plupart des tests ont été réalisés a 1’aide de labyrinthes (Plateforme de Morris
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et labyrinthe de Barnes) afin d’évaluer 1’apprentissage et la mémoire et le bon fonctionnement

de I’hippocampe, structure cérébrale impliquée dans ces fonctions.

Si les études de Bourre (1985), Nakashima (1993) et Carrie (2000) ne montrent pas de diffé-
rence entre les groupes contrdle et les groupes soumis a un régime déficient en AGPI n-3,
I’étude d’Enslen (1991) a démontré que 1’exploration des rats soumis a régime déficient est
diminuée par rapport aux soumis a un régime contrdole (Bourre, 1989; Enslen et al., 1991;
Nakashima et al., 1993; Carrié et al., 2000). Les auteurs suggerent que cette différence entre
les groupes pourrait étre due a un état émotionnel ou a une modification des perceptions senso-
rielles des rats soumis a régime déficient en AGPI n-3. Une autre étude a comparé les effets de
régimes alimentaires affichant des ratios d’AGPI n-6/ n-3 différents : aucune différence n’a été

observée au niveau des fonctions cognitives des rongeurs. (Wainwright et al., 1997).

Les études de Moriguchi et al en 2000 et 2003 ont utilisé un mod¢le de déficience alimentaire
en AGPI n-3 sur 3 générations et ont montré qu’un régime déficient en AGPI n-3 diminue de
80% la teneur cérébrale en DHA dés la premiere génération (Moriguchi et al., 2000; Moriguchi
& Salem, 2003) . Le déficit atteint 87% a la troisieme génération. Comme attendu, ce déclin est
compensé par une augmentation de la teneur cérébrale des AGPI n-6. Les résultats des tests
comportementaux montrent que les rats déficients agés de 7 semaines, tout en étant plus actifs,
mettraient plus de temps pour apprendre et réaliser la tache par rapport aux controles. Selon les
auteurs, cette différence serait due a un défaut dans le processus d’habituation dans un nouvel
environnement. Une étude complémentaire menée par Carrié et al en 2000 a démontré que des
rats ayant été soumis dans un premier temps a un régime appauvri en AGPI n-3 puis dans un
deuxiéme temps supplémenté en AGPI n-3 au moment de la naissance ou du sevrage retrouvent
un niveau cérébral de DHA similaire aux contrdles aprés deux mois de supplémentation et réa-
lisent des scores identiques aux animaux controles lors des tests comportementaux. Néanmoins,
Lozada et al ont montré que les altérations de la mémoire et de I’apprentissage induites par une
déficience nutrionnel en AGPI n-3 depuis la conception jusqu’a 1’age adulte ne sont pas réta-
blies si la supplémentation en AGPI n-3 s’effectue apres le sevrage. Ce résultat suggere qu’il
existerait une période précise pour contrecarrer les effets d’un déficit nutrionnel en AGPI n-3

sur les fonctions cognitives (Lozada et al., 2017).

Dans I’é¢tude menée par Greiner et al en 2001, des rats agés de 9 semaines sous régime déficient
depuis 2 générations ont été soumis a 7 tests de discrimination olfactive (Greiner et al., 2001).

L’étude montre que la teneur du cerveau en DHA est réduite de 82% dans le groupe déficient
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par rapport au groupe controle et que les rats déficients sont moins performants dans I’exécution
de certains tests de discrimination olfactive par rapport aux rats contrdles. Les auteurs suggerent
que ces résultats pourraient étre diis a un défaut d’attention, de motivation ou lié a un défaut de
stratégie pour répondre au test et non pas a un défaut de discrimination des odeurs. Avec un
protocole expérimental similaire, Hichami et al ont étudi¢ I’impact d’un régime déficient en
AGPI n-3 depuis deux générations sur les fonctions cognitives et olfactives des rats agés de 8
semaines (Hichami et al., 2007). Les résultats sont en accord avec les précédentes études et
montrent que les animaux déficients possédent 80% de moins de DHA dans le bulbe olfactif,
le piriforme cortex et le néocortex par rapport aux animaux contrdles. Cette baisse de DHA est
compensée par une augmentation des AGPI n-6. Les résultats des tests indiquent qu’une défi-
cience chronique en AGPI n-3 provoque une altération modérée de I’apprentissage chez les rats

mais n’affecterait pas la discrimination olfactive.

Comme le suggerent plusieurs auteurs, la baisse des performances cognitives rapportées dans
ces ¢tudes de comportement pourraient également s’expliquer par des troubles sensoriels, mo-

teurs ou de [’humeur.

Deux ¢études menées par Belzung (1998) et Carri¢ (2000) présentent des résultats contradic-
toires concernant I’état d’anxiété des rongeurs soumis a un régime déficient en AGPI n-3
(Belzung et al., 1998; Carrié et al., 2000). Si la premicre étude ne montre pas de différence
entre les groupes, la deuxiéme rapporte que le niveau d’anxiété est plus élevé chez les souris
déficientes mais également qu’une supplémentation adéquate en AGPI n-3 de 7 semaines di-
minue le niveau d’anxiété des souris méme si celui-ci reste supérieur a celui du groupe contréle.
Ces résultats sont confirmés par une ¢étude plus récente mené par Chen et al ou les auteurs
démontrent qu’un régime appauvri en AGPI n-3 pendant la gestation et 1’allaitement provo-
quent des troubles de I’humeur, en particulier des troubles anxieux et dépressifs chez la progé-
niture male soumise a un régime déficient a I’age adulte par rapport aux rats contréles (Chen &

Su, 2013) .

Chez les rongeurs, un régime déficient en AGPI n-3 débuté au moment de la conception
jusqu’au sevrage de la progéniture provoque une baisse trés importante de la teneur cérébrale
en DHA. Dans certains protocoles expérimentaux, cette diminution s’¢éléve a plus de 80%. L ap-
pauvrissement membranaire en DHA ne touche cependant pas que les cellules du cerveau. Des
données indiquent qu’une déficience alimentaire en AGPI n-3 peut également avoir un impact
a long terme sur les fonctions visuelles (Guesnet et al., 2005).
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Chez les vertébrés, la rétine est le tissu le plus riche en DHA. Un appauvrissement en AGPI n-
3 au niveau des membranes des cellules rétiniennes a des conséquences sur le fonctionnement
du systeme visuel. Les rats soumis a une déficience chronique en AGPI n-3 depuis la conception
présentent des électrorétinogrammes avec de faibles amplitudes, ce qui indique que la rétine
détecte moins bien le signal lumineux (Wheeler et al., 1975; Fedorova & Salem, 2006). Dans
un autre modele expérimental comme le primate, les résultats sont similaires. En effet si on
supplémente des primates avec des AGPI n- 3 pendant plusieurs mois, la teneur en DHA est en
partie restaurée dans la rétine et 1’acuité visuelle des animaux est partiellement rétablie par

rapport aux animaux controles (Anderson et al., 2005).

Comme on peut le constater, les résultats de I’ensemble de ces études ne concordent pas tou-
jours. Ces disparités peuvent s’expliquer par le protocole expérimental mis en ceuvre. En effet,
les parameétres comme la durée du régime, 1’age auquel il est administré, 1’état nutritionnel de
I’animal, I’amplitude du déficit ou de la supplémentation et enfin les tests proposés aux animaux

peuvent étre tres variés.

-  Chez ’Homme

L’impact d’une déficience chronique ou d’une supplémentation en AGPI n-3 pendant la période
périnatale et a ’age adulte a fait I’objet de trés nombreuses études chez ’Homme. La littérature
est extrémement dense, c’est pourquoi je citerai ici quelques études réalisées au cours des ces

périodes clés.

Lors de la grossesse, le LA, ’ALA, ’AA, I’EPA et le DHA sont transportés jusqu’au feetus par
le placenta. Comparés aux taux plasmatiques maternels, les taux plasmatiques feetaux de DHA
et d’AA sont plutdt élevés, indiquant que leur transport est favorisé par rapport aux LA et ALA.
Des études ont montré que chez les méres supplémentées en DHA, les taux plasmatique et feetal

de cet AGPI sont plus élevés que lorsqu’elles sont soumises a une supplémentation en ALA

(Guesnet et al., 2018)

En 2014, Gould et al ont publi¢ une importante étude épidémiologique concernant 2400 femmes
enceintes ayant recu 800 mg/jour de DHA au cours de leur grossesse et dont les enfants ont été

suivis de la naissance jusqu’a I’age de 7 ans. Aucun effet de la supplémentation en DHA sur le
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développement neuronal a 18 mois et sur les fonctions cognitives générales a 4 ans n’a pu étre
clairement mis en évidence. Cependant, les auteurs rapportent que les fonctions cognitives des
enfants de 4 ans dont les meéres ont recu la supplémentation se sont développées plus précoce-

ment (Gould et al., 2014).

Des études canadiennes ont également évalu¢ I’impact de la consommation quotidienne
d’AGPI n-6 et AGPI n-3 de femmes enceintes lors du dernier trimestre de la grossesse (Innis,
2003, 2008). Elles ont montré que le ratio plasmatique LA/ALA des futures méres ne consom-
mant pas suffisamment d’ALA était fortement déséquilibré, ne facilitant pas la synthése de
DHA. De plus, I’étude de Mulder et al suggerent que les enfants dont les méres ont consommé
un supplément de type placebo au cours de leur grossesse auraient plus de risque de présenter
un retard de maturation des fonctions visuelles a 1’age de 2 mois et un léger retard dans le
développement du langage a I’age de 18 mois comparés aux enfants dont les meres ont regu

une supplémentation de 400mg/jour de DHA (Mulder et al., 2014).

A cours de ’aillaitement, un tiers des AGPI détectés dans le lait maternel proviennent des pré-
curseurs et des AGPI-LC présents dans 1’alimentation. Les deux tiers restants sont fournis par
le tissu adipeux. La teneur en LA du lait maternel est fortement dépendante de I’alimentation
au cours de la grossesse et pendant 1’allaitement. Dans les pays occidentaux, la teneur en LA a
fortement augmenté dans le lait maternel. Ces changements sont directement liés aux types de
lipides consommés par les meres. En France, le LA et I’ALA représentent respectivement 10%
et 0,9% des AG totaux présent dans le lait maternel, aboutissant a un ratio LA/ALA proche de

10

Une ¢étude clinique a montré que les enfants prématurés ou nés a terme bénéficiant d’une ali-
mentation a base de lait industriel enrichi en huile de mais et dépourvus d’ acides gras essentiels
de la série n-3 affichaient des scores plus faibles aux tests d’acuité visuelle comparés aux en-
fants prématurés ou nés a terme nourris au lait maternel enrichis en acides gras essentiels de la

série n-3 (Birch et al., 1993).

Plus récemment, plusieurs études ont démontré que le taux plasmatique de DHA des enfants
nés a terme et allaités était positivement corrélé avec le développement des facultés visuelles et
cognitives de ces enfants (Innis, 2008). Besnard et al en 2017 quant a eux ont montré que la

consommation d’un lait maternel a forte teneur en AL et faible teneur en DHA aboutit a une
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diminution du quotient intellectuel chez les enfants agés de 5 a 6 ans (Guesnet et al., 2018)
L’ensemble de ces études épidémiologiques et cliniques renforce I’idée selon laquelle la teneur
en DHA ainsi que le ratio AL/ALA sont cruciaux pour le développement des fonctions cogni-

tives et visuelles chez 1’enfant.

En raison des effets biochimiques et neurochimiques observés dans les modéles animaux de
déficience chronique en AGPI n-3, de nombreuses études cliniques ont été réalisées chez des
patients souffrant de dépression. Les études ont montré que la teneur plasmatique en AGPI n-3
des patients déprimés est trés souvent diminuée tandis que celle des AGPI n-6 ne I’est jamais.
Ce faible taux d’AGPI n-3 pourrait étre un facteur de risque dans la mise en place de troubles
de I’humeur comme la dépression. La supplémentation en EPA améliorerait les symptomes
tandis que la supplémentation en DHA ne semble pas avoir d’effets (Bazinet & Layé¢, 2014;
Larrieu & Layé¢, 2018).

Dans des situations de stress intense, les sujets bénéficiant d’une supplémentation en DHA pré-
sentent de meilleures performances cognitives impliquant des fonctions non cognitives comme
I’attention et les émotions. Ces sujets ont un état psychologique plus stable (diminution de la
colere, de la fatigue, de I’anxiété et des symptomes dépressifs) (Yehuda et al., 2005). Chez
I’Homme, le stress psychologique entraine notamment la production de cytokines inflamma-
toires. Une supplémentation en DHA grace a ses propriétés anti-inflammatoires pourrait a la
fois influencer la réponse physiologique puis cognitive induite par une situation de stress chro-

nique (Simopoulos, 2010).

Les comportements agressifs et impulsifs ont également été étudiés. Comme précédemment les
données collectées démontrent qu’une alimentation déficiente en AGPI n-3 modifie a la fois la
teneur plasmatique ou sanguine des AGPI n-3 et/ou n-6 et que ces modifications peuvent étre
corrélées a divers troubles psychopathologiques (dépression, phobie, trouble bipolaire, schizo-

phrénie) (Larrieu & Layé, 2018).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour tenter d’expliquer les liens entre une déficience en
AGPI n-3 et la mise en place des troubles psychopathologiques. En plus des altérations neuro-

chimiques décrites dans les modéles animaux, d’autres dysfonctionnements pourraient interve-
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nir lors de la conversion des AGPI-LC et lors de I’incorporation des AGPI dans les P mem-
branaires, ou bien résulter des modifications des propriétés physico-chimiques des membranes

ou de I’expression de certains génes impliqués dans les fonctions cérébrales.

De trés nombreuses études épidémiologiques et cliniques se sont intéressées a I’impact d’une
supplémentation en AGPI n-3 sur les fonctions cognitives altérées par la maladie d’ Alzheimer.
La majorité des résultats indique que les taux sanguins d’EPA et de DHA sont abaissés de 30 a
50 % chez les sujets malades comparés a des sujets contréles du méme age. Plusieurs études
indiquent qu’une supplémentation en huile de poisson riche en DHA diminue le risque d’un
déclin cognitif chez les individus malades ou agés (Kalmijn et al., 1997; Morris et al., 2003).
Ces ¢études montrent que contrairement aux données obtenues dans les cas de dépression, seule
la supplémentation en DHA induirait des mécanismes neuroprotecteurs qui pourraient empé-
cher ou retarder le développement de la maladie d’ Alzheimer. Par contre, ces résultats sont plus
mitigés chez les individus jeunes chez qui la supplémentation en DHA et EPA n’améliorent pas
la mémoire. Les études réalisées in vitro et chez 1’animal ont démontré que la supplémentation
en AGPI n-3 favorise la plasticité synaptique en améliorant la potentialisation a long terme
(LTP), mécanisme de base impliqué dans la mémoire et I’apprentissage. De plus, la supplémen-
tation en AGPI n-3 augmente également les quantités d’EPA et de DHA dans les membranes
des cellules cérébrales. L augmentation de la teneur cérébrale en AGPI n-3 ayant des propriétés
anti-inflammatoires contribue a diminuer I’'inflammation cérébrale décrite dans la maladie

d’Alzheimer ou lors des accidents vasculaires cérébraux (Hooper ef al., 2018)

b. Mdécanismes cellulaires et moléculaires impliqués

Le DHA est I’AGPI-LC de la série n-3 le plus abondant dans les membranes cellulaires du
cerveau. Pour tenter d’¢lucider les liens entre les AGPI-LC et les altérations comportementales
observées en cas de déficience ou supplémentation nutritionnelle, de nombreux travaux se sont
intéressés aux mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents dans des mode¢les in vitro et

1n vivo.
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- Modulation de la synthése de neurotransmetteurs et d’hormones

Des effets neurochimiques ont été observés chez les rats soumis a une déficience chronique en
AGPI n-3, en particulier au niveau du systéme glutamatergique et cholinergique (Zimmer, De-
lion-Vancassel, et al., 2000; Zimmer, Delpal, et al., 2000; Aid et al., 2003). Ces ¢études ont
montré d’une part que les rats déficients affichaient un taux basal de dopamine plus ¢élevé au
niveau du noyau acumbens ou plus d’acétylcholine au niveau de I’hippocampe que les rats
controles et d’autre part, que le stockage de ces neurotransmetteurs était perturbé. En 2004,
Kodas et al ont montré qu’un régime déficient en AGPI n-3 altére également la transmission
synaptique de la sérotonine en augmentant a la fois sa libération tout en diminuant son stockage
dans I’hippocampe de rat (Kodas et al., 2004). Parfois, ces troubles s’accompagnent aussi de
modifications de paramétres physiologiques comme une augmentation du taux plasmatique de
corticostérone et du rythme cardiaque (Chen & Su, 2013). L’ensemble de ces études indique
qu’une déficience chronique en AGPI n-3 peut altérer la libération et le stockage de différents
neurotransmetteurs. Ces perturbations sont susceptibles de modifier les fonctions du systéme
nerveux central comme 1’apprentissage, la mémoire, I’attention et les émotions ainsi que cer-

tains parametres physiologiques.

- Modulation de la neurogénése et de la synaptogénese

Au cours de la période périnatale, les régimes déficients en AGPI n-3 peuvent également per-
turber la neurogénese et la synaptogénése comme cela a été démontré par plusieurs études. Cette
période ou la croissance neuronale est trés importante s’accompagne d’une accumulation
d’AGPI-LC, et en particulier de DHA, dans les membranes cellulaires du cerveau du feetus puis
du nouveau-né. Un déficit nutritionnel en DHA a ce stade du développement peut avoir des
effets déléteres comme une diminution de la neurogenese et la plasticité synaptique (Di Miceli

et al., 2020)

Kawakita et al ont montré in vitro que le DHA favorise la différenciation des cellules souches
neurales issues d’embryons de rats pour promouvoir la formation de neurones matures (Kawa-

kita et al., 2006). Parallelement, ces auteurs ont montré qu’un régime enrichi en DHA augmente
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la neurogénese dans la couche de cellules granulaires du gyrus denté chez des rats adultes. En
2013, Tang et al ont démontré qu’un régime déficient en AGPI n-3 administré pendant la ges-
tation perturbe la neurogénese et le métabolisme de plusieurs neurotransmetteurs (glutaminer-

gique et sérotoninergique) dans le cerveau de rats femelles a la naissance (Tang et al., 2016).

D’autres études réalisées in vitro ont mis en évidence qu’en présence de DHA, des neurones
issus de I’hippocampe de rat présentent un nombre accru de synapses par rapport a des neurones
cultivés dans des conditions « contrdles », démontrant ainsi le r6le DHA dans la croissance des
neurites et la synaptogénese (Cao ef al., 2009; Kim et al., 2011). Par ailleurs, il a ét¢ montré
que I’EPA favorise davantage la my¢linisation des axones que le DHA. L’EPA stimule 1’ex-
pression de protéines de la myéline dans le systéme nerveux central des nouveaux-nés de rats

(Salvati et al., 2008).

- Modulation de la plasticité synaptique

La plasticité synaptique correspond a I’ensemble des mécanismes a I’origine des modifications
morphologiques et/ou fonctionnelles au niveau des synpases. Des études ont montré que les
AGPI n-3 module la plasticité synaptique. En effet, Cao et al ont démontré que I’administration
d’un régime déficient en AGPI n-3 pendant le développement entraine une diminution de la
synapsine (une protéine localisée a la surface des vésicules synaptiques et impliquée dans la
synaptogénese et la libération des neurotansmetteurs) et des sous-unités NR2A et NR2B du
récepteur NMDA dans I’hippocampe de rats agés de 18 jours entrainant une altération de la
LTP connue pour jouer un réle dans 1’acquisition de la mémoire et dans I’apprentissage (Cao

et al., 2009).

- Modulation de la transcription des genes

L’analyse des ARNm de cerveau de rat adulte par la technique de « microarrays » a permis de
démontrer qu’un régime enrichi en ALA ou en EPA+DHA module I’expression de génes autres

que ceux impliqués dans le métabolisme lipidique (Kitajka ef al., 2004) Ces régimes augmen-
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tent également le niveau d’expression de plusieurs génes impliqués dans la production d’éner-
gie (tels que certains éléments des ATP synthases ou du cytochrome C) et dans la transduction
du signal (calmodulines) ainsi que certains geénes codant pour des protéines du cytosquelette.
Une déficience chronique en AGPI n-3 chez le rat provoque une diminution de I’expression de
certains génes comme le transporteur du glucose Glutl ou le géne précoce c-fos, marqueur de

I’activité neuronale dans le cerveau (Hichami et al., 2007).

- Modulation de ’inflammation

Depuis plusieurs décennies, le nombre de personnes touchées par des maladies chroniques
comme 1’obésité, le diabéte de type 2 ou le syndrome métabolique s’est considérablement accru
dans le monde. Bien que ces pathologies aient des origines multifactorielles, de nombreuses
¢tudes ont montré qu’une alimentation trop riche en graisses et en sucres contribue aux proces-

sus inflammatoires souvent observés de maniere chronique chez ces patients.

Les AGPI présents dans les membranes cellulaires sont capables de réguler I’inflammation.
Certains acteurs impliqués dans la réponse inflammatoire et dans la résolution de 1’inflamma-

tion sont des médiateurs lipidiques synthétisés a partir des AGPI n-6 et n-3 (Figure 28).

Inflammation Initiation. dela Récokition
aigile résolution

7 cytokines pro- 7 cytokines anti-
inflammatoires (IL-1f, IL-6. inflammatoires (IL-10,
TNF-0) TGF-p.....)
7 médiateurs lipidiques pro- 7 médiateurs lipidiques
inflammatoires dérivés de pro-résolution et anti-
I’AA (prostaglandines, inflammatoires dérivés
leucotriénes. thromboxanes) de I'EPA et du DHA

— S

Figure 28 : Evénements impliqués dans la réponse inflammatoire et sa résolution. Adapté de Joffre et

al., 2019.
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L’AA présent en position sn-2 des PL et Pls membranaires peut étre libéré grace a 1’action de
la PLA2 et servir de précurseur a la synthése de médiateurs lipidiques tels que les eicosanoides
impliqués dans la réponse inflammatoire. De maniere similaire, I’EPA et le DHA peuvent éga-
lement étre libérés et servir respectivement de précurseurs a la synthése des résolvines de la
série E et des résolvines de la série D, des marésines et des protectines impliqués dans la réso-
lution de I’inflammation. Ces différents médiateurs lipidiques sont synthétisés via des voies

métaboliques impliquant les COX, LOX, et CYP450 (Calder, 2015).

Compte tenu de la forte teneur en AGPI-LC dans le cerveau, de trés nombreux travaux ont été
menés pour étudier I’impact des régimes alimentaires déficient ou enrichi en AGPI-LC de la

série n-3 sur les mécanismes de ’inflammation dans divers modéles.

Une étude menée par Madore et al., a montré qu’un apport nutritionnel déficient en AGPI n-3
au cours de la période périnatale chez la souris provoque une augmentation de 1’expression des
cytokines pro-inflammatoires, une altération du phénotype des cellules microgliales et de la

plasticité a long terme dans I’hippocampe en conditions physiologiques (Madore ef al., 2014).

Des études nutritionnelles s’intéressant aux effets de la supplémentation ont majoritairement
¢té menées en injectant a des rongeurs du lipopolysaccharide (LPS) ou de I'IL1J par voie intra-
ventriculo-cérébrale pour provoquer une réaction inflammatoire. Le LPS est une endotoxine
constituant la majorité de la paroi cellulaire des bactéries Gram™. L’inflammation induite par le

LPS provoque la libération de cytokines et de chémokines pro-inflammatoires.

Les études ont montré que I’administration d’un régime enrichi en AGPI-LC de la série n-3
confére une protection contre 1I’inflammation dans I’hippocampe en inhibant la production de
cytokines pro-inflammatoires qui fait suite a I’injection de LPS chez les rongeurs adultes (Rey
et al., 2019). D’autres études ont montré que suite a une injection de LPS , un régime enrichi
en AGPI n-3 inhibe la synthése d’IL-1P, d’IL-6 et de TNF-a, augmente la synthése d’IL-10 et
d’IL-4 dans I’hippocampe et diminue I’activation de protéines connues pour leur réle dans I’in-
flammation comme c-Jun, JNK et NFKB (Kavanagh et al., 2004; Lonergan et al., 2004; Shi et
al., 2017). Dans un mod¢le expérimental différent, des rats adultes soumis a un régime enrichi
en EPA et ayant subi une injection intracérébrale d’IL-1f présentent, par rapport a des animaux
controles, un niveau d’activation des cellules microgliales et des astrocytes plus faible, une

augmentation d’IL-10 dans I’hippocampe et une diminution des troubles du comportement
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(comme I’anxiété) et de la mémoire spatiale (Song et al., 2008, 2008; Dong et al., 2018). Une
autre étude menée par Sierra et al. a montré qu’une supplémentation en EPA et non en DHA
augmentait la production d’IL-10 dans les lymphocytes et les macrophages issus de la moelle

osseuse de souris (Sierra et al., 2008).

Il est intéressant de noter que ’EPA peut aussi €tre un précurseur pour la synthése d’eicosa-
noides. Toutefois des travaux ont montré que les eicosanoides synthétisés a partir d’EPA

avaient des propriétés pro-inflammatoires moins puissantes que 1’AA (Calder, 2015).

Enfin, d’autres études ont montré que la consommation d’huile de poisson enrichie en AGPI-
LC n-3 augmente la teneur sanguine en résolvines chez I’homme (Mas et al., 2012). Rey et al,
ont montré chez la souris que la supplémentation en AGPI-LC n-3 module a la fois le profil des
médiateurs lipidiques et le niveau d’expression des cytokines pro-inflammatoires dans I’hippo-

campe de souris apres une injection de LPS (Rey et al., 2019).

Les AGPI peuvent moduler la réponse inflammatoire via plusieurs mécanismes complexes.
Comme évoqué plus haut, les AGPI-LC sont des précurseurs des méditateurs lipidiques ayant
soit des propriétés pro ou anti-inflammatoires. Ils peuvent aussi réguler I’expression de génes
en se fixant a des facteurs de transcription impliqués dans de nombreuses voies de signalisation

(Calder, 2015).

L’EPA et le DHA contribuent a la résolution de la réponse inflammatoire. En effet, a I’état
libre, ils peuvent se lier directement a des facteurs de transcription comme les PPAR et NF«B.
Lorsque ’EPA et le DHA activent les PPAR, le complexe nouvellement formé va se lier a la
sous unité p65 du facteur de transcription NFkB et de ce fait inhiber la transcription des genes
codant pour les cytokines pro-inflammatoires comme IL-1f, IL-6 et TNFa ainsi que les en-

zymes comme COX-2 impliquées dans la synthése des médiateurs lipidiques.

L’EPA et le DHA ont également la faculté d’interagir directement avec NF«kB. Il a ét¢ montré
que le DHA en se liant 8 NFkB empéche la dégradation de la sous unité IkB et par conséquent
la translocation dans le noyau du facteur de transcription, ce qui bloquerait la transcription de

genes codant pour des protéines pro-inflammatoires.
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Problématique

Depuis la révolution industrielle, nos modes de vie ont profondément évolué. Suite aux progres
réalisés dans le domaine de 1’agroalimentaire, les habitants des pays industrialisés ont modifié
leur alimentation de base et consomment aujourd’hui beaucoup d’aliments transformés (Cor-
dain et al., 2005). Si ces produits semblent alléchants a force de marketing intelligemment ciblé,
il n’en demeure pas moins qu’au fond de nos assiettes, leurs propriétés nutritionnelles ne sont

pas toujours en accord avec nos besoins physiologiques.

Les lipides sont des nutriments indispensables au bon fonctionnement de 1’organisme. Ils sont
utilisés a la fois comme source d’énergie et comme source d’AG nécessaires au maintien de
I’homéostasie cellulaire. En effet, les précurseurs des AGPI n-6 et n-3 (LA et ALA, respective-
ment) ainsi que leurs dérivés a longue chaine (AA, EPA et DHA) peuvent influencer de maniére
cruciale diverses fonctions biologiques comme les fonctions cérébrales, en particulier au cours

du développement (Guesnet et al., 2018).

Avant I’avénement de 1’agriculture moderne, le ratio AGPI n-6: n-3 était estimé a 1-2 :1. Au-
jourd’hui ce ratio est fortement déséquilibré. Il est en moyenne de 20:1 en France et peut at-
teindre 40:1 en Amérique du Nord. En se basant sur la littérature accumulée pendant vingt ans,
I’ANSES recommande aujourd’hui de maintenir ce ratio autour de 4:1 (Gémez Candela et al.,

2011; Anses, 2015).

De nombreux travaux ont démontré qu’il existe des liens entre ’alimentation et I’apparition de
maladies métaboliques (obésité, diabete, hypercholestérolémie, syndrome métabolique, ...). Du
fait de leurs rdles au niveau de la membrane cellulaire, comme précurseurs métaboliques ou
comme régulateurs de I’expression génique, des apports déséquilibrés en AGPI peuvent contri-

buer a la mise ou place ou a I’aggravation de mécanismes déléteres.

Des études menées chez I’Homme ont révélé que certains individus souffrant d’obésité présen-
tent des facultés olfactives altérées (Obrebowski et al., 2000; Richardson et al., 2004). Ces
troubles pourraient avoir des conséquences néfastes sur le comportement alimentaire de ces
patients. Les mécanismes physiologiques a I’origine de ces dysfonctionnements olfactifs ne
sont pas connus. Une des hypothéses proposées est qu’un déséquilibre nutritionnel, notamment

en lipides, perturberait le fonctionnement du systéme olfactif périphérique.
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A ce jour, peu de travaux ont exploré I’impact des lipides sur la physiologie de la MO. Une
¢tude menée par Thiébaud et al. en 2014 a montré qu’un régime hyper-lipidique perturbe les
capacités olfactives des souris et affecte I’anatomie et la fonctionnalité du systéme olfactif pé-
riphérique (Thiebaud et al., 2014). Deux autres études ont ¢galement montré qu’un régime ali-
mentaire normo-lipidique déficient en AGPI n-3 altere les capacités olfactives de rats mais les
mécanismes sous-jacents n’ont pas été¢ mis en évidence (Greiner ef al., 2001; Hichami et al.,

2007)..

La composition de la MO de rongeur en AGPI présente des similitudes avec celle d’autres tissus
neuronaux comme le cerveau et la rétine, en affichant notamment une forte teneur en AGPI n-
3 (Le Bon et al., 2018). Cette observation suggeére que les AGPI n-3 pourraient exercer des
fonctions essentielles au sein de la MO. Si tel est le cas, un régime déséquilibré en AGPI n-3

pourrait conduire a un dysfonctionnement du systéme olfactif périphérique.

Ce projet de theése a donc pour objectif d’évaluer ’impact de régimes déséquilibrés en AGPI
n-3 sur la composition lipidique et la fonctionnalité du systéme olfactif périphérique de la

souris.

Pour cela, une approche nutritionnelle visant a exposer des souris a un régime déficient ou
supplémenté en AGPI n-3 depuis la gestation a été mise en ceuvre. Nous avons choisi de sou-
mettre les souris a ces régimes tout au long du développement et jusqu’a 1’age adulte car on sait
aujourd’hui qu’une alimentation maternelle déséquilibrée au cours des périodes allant de la
conception jusqu’a la lactation peut influencer le développement et la santé de la descendance
chez les mammiferes (Marangoni et al., 2016). En effet, il a ét¢ montré qu’une alimentation
maternelle riche en sucres et en graisses ainsi que le diabéte maternel et 1’obésité maternelle
peuvent induire, en autres, 1’apparition de troubles métaboliques chez la descendance a plus ou

moins long terme (Williams ef al., 2014; Rando & Simmons, 2015).

Par ailleurs, il a ét¢ montré qu’une alimentation maternelle adéquate en AGPI n-3, et plus par-
ticuliecrement en DHA, au cours de la vie embryonnaire et post natale est indispensable a la
croissance et au développement du cerveau et de la rétine chez la descendance. De nombreuses
¢tudes ont en effet démontré qu’un régime déficient en AGPI n-3 est délétere pour le dévelop-
pement et le fonctionnement du systéme nerveux central. Toutefois, les études portant sur la
supplémentation en AGPI n-3 sont plus modérées : elles mettent en évidence soit peu d’effets

soit I’absence de bénéfice. Pourtant, dans le cas de pathologies ou de maladies mettant en jeu
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des mécanismes inflammatoires, la supplémentation en AGPI n-3 peut assurer un réle protec-

teur.

Afin d’approfondir les connaissances sur le role des AGPI n-3 sur le fonctionnement du systéme
olfactif périphérique. Nous avons donc choisi d’étudier les effets de régimes déficient ou enrichi

en AGPI n-3 en condition physiologique normale.

Stratégie expérimentale

1. Modéle nutritionnel

Les trois régimes utilisés ont été fabriqués par 1’Unité Expérimentale Sciences de I'Animal et
de I'Aliment du centre INRAE de Jouy-en-Josas. Ils se présentent sous la forme de granulés
dont la composition est basée sur la formulation AIN-G93 congue pour les rongeurs en période
de croissance (Reeves ef al., 1993). IIs contiennent 5% de lipides. Les mélanges d’huiles incor-
porés dans les régimes ont été préparés par nos soins a partir d’huiles de palme, de colza, de

tournesol, d’oléisol et de poisson (Tableau 4).

Tableau 4 : Sources de lipides utilisées dans les régimes expérimentaux

Huiles CON LOW HIGH
Tournesol (%) 13 23 16
Oléisol (%) 27 52 27
Palme (%) 20 25 5
Colza (%) 40 39
Poisson (%) 13
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Le régime contréle (CON) est un régime équilibré en AGPI n-3 et n-6 (Tableau 5). Le régime
déficient en AGPI n-3 (LOW) contient un faible taux d’acide alpha-linolénique (ALA ; 18 :3n-
3). Le régime enrichi en AGPI n-3 se caractérise par une forte teneur en AGPI n-3 a longues

chaines. Les trois régimes contiennent un taux adéquat d’acide linoléique (18:2n-6).

Tableau 5 : Composition en AG des régimes.

Acides Gras CON LOW HIGH
(% des AG totaux)

12:0 0.15 0.15 0.14
14:0 0.53 0.60 1.32
15:0 0.12
16:0 13.32 16.00 9.44
16:1n-9 0.10
16:1n-7 0.20 0.17 1.19
17:0 0.14
18:0 4.62 4.65 431
18:1t 3.85 3.39 3.22
18:1n-9 54.32 55.81 51.74
18:1n-7 2.09 0.99 2.32
18:2n-6 16.49 16.91 17.62
20:0 0.40 0.28 0.45
20:1n-9 0.52 0.17 0.66
18:3n-3 2.84 0.15 3.03
22:0 0.43 0.58 0.50
22:1n-9 0.11 0.13
20:4n-6 0.14
24:0 0.16 0.21 0.15
20:5n-3 1.97
24:1n-9 0.10
22:5n-3 0.19
22:6n-3 1.08
AGS 19.59 22.44 16.55
AGMI 61.08 60.52 59.43
AGPI 19.33 17.05 24.03
Somme des AGPI n-6 16.49 16.91 17.76
Somme des AGPI n-3 2.84 0.15 6.27
Ratio AGPI n-6/n-3 5.80 116.73 2.83
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Les régimes ont ét¢ administrés ad libitum a des souris C57BL/6 femelles (agées de 11 semaines
au moment de la mise en couple) pendant les périodes de gestation et de lactation puis a leur

progéniture jusqu’a 1’age de 8 semaines (Figure 29).

Afin d’évaluer les effets des régimes sur le fonctionnement du systéme olfactif périphérique au
cours du développement, des tests de comportement olfactif et des prélévements de tissus ont
été effectués sur la descendance F1 male agée de 3 semaines (animaux juste sevrés) et 8 se-

maines (jeunes adultes).

Période post-natale Période adulte

Tests et prélévement Tests et prélévement
Régime équilibré en AGPI n-3 ou régime contrdle (CON)

Régime déficient en AGPI n-3 (LOW)

I Cohorte 1 : Analyse des lipides ‘

Cohorte 2 : Test de componemeut (Pléthysmographie) et test fonctionnel
(Electro - olfact

I Cohorte 3: Analyse des cibles moléculaires |

I Cohorte 4 : Analyse des lipides |

l Cohorte 5 : Analyse de la fluidité membranaire ‘

‘ Cohorte 6 : Analyse des cibles moléculai ‘

Cohorte 7 : Test de comportement (Pléthysmographie)

Cohorte 8 : Test de comportement (Test d’habituation — deshabituation) et test fonctionnel (Electro - olfactogramme)

Figure 29 : Prototocole expérimental mis en ceuvre

2. FEtudes réalisées

Ce modele nutritionnel a été mis en ceuvre dans le but d’étudier, chez les souris F1 agées de 3

et 8 semaines, les conséquences des régimes déficient ou enrichi en AGPI n-3 sur :
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a. La composition en AG du tissu olfactif périphérique (MO)

Nous avons analysé le profil des AG totaux de MO prélevées chez la progéniture male agée de

3 et 8 semaines.

Les principaux acteurs impliqués dans la détection et la transduction du signal olfactif étant
localisés dans les cils olfactifs qui émanent des NSO, nous avons également analysé le profil

des AG de ce compartiment cellulaire chez les souris F1 agées de 8 semaines.

Les PL constituent le groupe de lipides majoritaire dans la MO. Une caractérisation approfondie

des especes moléculaires de PL de la MO a été effectuée chez les souris F1 agés de 8 semaines.

Afin d’exploiter au mieux les animaux produits au cours de ces études, des analyses d’AG
totaux et d’espéces moléculaires de PL ont également été réalisées sur les MO des souris F1
femelles agées de 3 semaines. Les données obtenues ont été comparées a celles récoltées chez

les males afin d’évaluer si le sexe a un impact sur la composition en AG de la MO.

b. La fluidité des membranes de cils olfactifs

Il est aujourd’hui bien établi que la structure des AG estérifiés dans les PL membranaires in-
fluence les propriétés des membranes, et en particulier leur degré de fluidité. Nous avons tenté
d’évaluer I’'impact des régimes sur la fluidité des membranes ciliaires. Ces analyses ont été

réalisées sur des cils olfactifs provenant de souris agées de 8 semaines.

c. Laneurogénése et la maturation des NSO

Au cours du développement et tout au long de la vie, la MO est un lieu de neurogénése intense
ou cohabitent a la fois des NSO matures et immatures. Du fait de cette particularité, nous nous
sommes intéressés a ce processus en analysant par QPCR 1’expression de certains marqueurs

de neurogénese et de maturation des NSO.
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d. Certaines fonctions cellulaires

Diverses cibles moléculaires impliquées dans I’homéostasie cellulaire, I’inflammation et le mé-

tabolisme des lipides ont également été étudiées par QPCR.

e. La fonctionnalité de la MO

Nous avons mis en en ceuvre une approche fonctionnelle qui consiste a enregistrer ex-vivo I’ac-
tivité ¢lectrophysiologique de la MO lorsqu’elle est stimulée par un odorant. Des analyses par

QPCR de I’expression d’acteurs impliqués dans la transduction du signal olfactif ont été effec-

tuées en complément de cette approche.

f. La perception olfactive des souris

Enfin, nous avons évalu¢ les capacités olfactives des souris en mettant en ceuvre des tests de

comportement olfactif au moment du sevrage et a 1’age adulte.

Les résultats de ces différentes études sont présentés ci-apres:

- 1) effets observés a I’age de 3 semaines ;

- 2) effets observés a I’age de 8 semaines.
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PARTIE 3

Resultats
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ETUDE n°l

Impacts des régimes maternels déséquilibrés
en AGPI -3 sur la physiologie du systeme olfactif péri-
phérique de la progéniture au moment du sevrage

91



92



1. Impact de régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-3 sur la composition

lipidique de la muqueuse olfactive des souriceaux

a. Progéniture femelle : Article Khoury et al., 2020

Dans cette étude, nous avons évalué les répercussions d’une alimentation maternelle déficiente
ou enrichie en AGPI n-3 sur la composition en acides gras (AG) des tissus olfactifs (MO et BO)
de souriceaux femelles agés de 3 semaines. Les AG des tissus olfactifs des meres et du lait

maternel ont également été analysés.

Les régimes ont été administrés ad libitum aux meres depuis la conception jusqu’au sevrage de

leur progéniture. La composition en AG des régimes est décrite dans la Table 1 de I’article.

Les AG totaux ont été analysés par chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation
de flamme. L’ analyse structurale des phospholipides (PL) des tissus olfactifs des souriceaux a

¢été réalisée par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse.

L’analyse des laits maternels indique que le profil d’AG du lait refléte globalement la compo-
sition des régimes maternels (Table 2). Par rapport au lait des méres du groupe CON, le lait du
groupe LOW est fortement appauvri en AGPI n-3 (— 73%) tandis que le lait du groupe HIGH
est enrichi en AGPI n-3 (+83%). Cependant, il est intéressant de noter que le lait du groupe
LOW contient de faibles quantités d’AGPI n-3 malgré un apport alimentaire maternel quasi
nul. Ces AGPI n-3 pourraient résulter de la mobilisation des AGPI stockés dans le tissu adipeux

et le foie des meéres et/ou d’une synthése au niveau de la glande mammaire.

L’analyse des AG présents dans les tissus olfactifs (MO et BO) des méres montre que le régime
LOW entraine une augmentation (+ 22% dans la MO, + 10% dans les BO) de la teneur en AGPI
n-6 (notamment de 1’acide arachidonique (AA ; 22 :4n-6) et de I’acide docosapentaénoique n-
6 (DPA n-6 ; 22:5n-6) (Table 3). A I’inverse, le régime HIGH induit une augmentation de la
teneur en AGPI n-3 (+ 18% dans la MO, +15% dans les BO) et une diminution des AGPI n-6.
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En ce qui concerne la progéniture femelle au moment du sevrage, nos résultats indiquent que
les régimes LOW et HIGH modifient significativement la distribution des AG dans la MO par
rapport au groupe CON (Table 4). En effet, ces deux régimes entrainent une diminution de la
teneur en AG saturés (en particulier de I’acide palmitique) et une augmentation de la teneur en
AGPI totaux. Comme observé dans le tissu olfactif maternel, le régime LOW provoque une
importante augmentation de la teneur en AGPI n-6 (+ 73%, notamment de I’AA et du DPA n-
6) et une diminution de la teneur en AGPI n-3 (- 40%, notamment du DHA). Le régime HIGH
induit une forte augmentation de la teneur en AGPI n-3 (+ 88%, en particulier de I’acide eico-
sapentaénoique (EPA), du DPA n-3 et du DHA) tandis que la teneur en AGPI n-6 n’est pas

affectée. Des effets similaires sont observés dans les BO.

L’analyse des classes de PL de la MO et des BO indique que les régimes LOW et HIGH n’ont
aucun impact sur les proportions relatives de ces classes de lipides (Figure I). En revanche, ces
régimes modulent de mani¢re importante la teneur des AG incorporés dans les phosphatidyl-
cholines (PC) et les phosphatidyléthanolamines (PE) (Figures 2 et 3). En effet, le régime LOW
entraine une diminution des espeéces moléculaires contenant des AGPI n-3 et une augmentation
des especes moléculaires contenant des AGPI n-6 dans ces 2 classes de PL. Le régime HIGH

induit des effets opposés dans ces mémes classes de PL.

Cette é¢tude démontre que les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 administrés pendant la période
périnatale modifient la composition en AG des tissus olfactifs des meres ainsi que celle des
tissus olfactifs de la progéniture. Les MO et BO des souriceaux du groupe déficient en AGPI
n-3 contiennent un fort taux d’AGPI n-6 et une teneur réduite en AGPI n-3. A DI’inverse, le
régime enrichi en AGPI n-3 diminue la teneur en AGPI n-6 et augmente le taux d’AGPI n-3
dans ces tissus. Les modifications concernent principalement les AGPI a longues chaines, et
plus particulierement I’AA, le 22:4n-6 et le DPA n-6 dans la série n-6, ’EPA, le DPA n-3 et le
DHA dans la série n-3. La teneur plus ¢levée de plusieurs AGPI a longues chaines de la série
n-6 dans les tissus olfactifs du groupe LOW est en accord avec les données de la littérature. En
effet, il a ét¢ montré que dans le cerveau et la rétine de rongeurs adultes, le DPA n-6 tend a
remplacer le DHA lorsque celui-ci est présent en quantité insuffisante. Le DPA n-6 est consi-
déré comme 1’homologue métabolique du DHA mais il ne possede pas les mémes propriétés
biologiques. Cependant, chez les jeunes rongeurs, d’autres AGPI a longues chaines de la série
n-6 tels que I’AA et le 22 :4n-6 contribuent aussi a remplacer le DHA dans le cerveau et la
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rétine. Nos résultats indiquent que ce processus de remplacement du DHA par plusieurs AGPI

n-6 se produit également dans les tissus olfactifs pendant la période périnatale.

Au cours de cette étude, nous avons également mis en évidence qu’une alimentation maternelle
déficiente ou enrichie en AGPI de la série n-3 modifie la composition moléculaire des PC et
des PE, deux importantes classes de PL. Les sous-classes de plasmalogénes (PlsC et PISE) sont
¢galement affectées par ces régimes. Les AGPI incorporés dans ces PL jouent un réle structural
et biologique essentiel, notamment comme réservoir de seconds messagers et médiateurs lipi-
diques. Les modifications observées pourraient de ce fait avoir des conséquences physiolo-
giques. En effet, I’importance d’un apport adéquat en AGPI n-3 pendant la période cruciale du
développement est aujourd’hui reconnue. Chez les rongeurs, un taux anormalement bas en
DHA dans le cerveau au cours de cette période conduit a des déficits cognitifs, une altération

de la neurotransmission et un risque accru de développer des troubles anxio-dépressifs.
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Perinatal exposure to diets

with different n-6:n-3 fatty acid
ratios affects olfactory tissue fatty
acid composition

Spiro Khoury, Vanessa Soubeyre, Stéphanie Cabaret, Laetitia Merle, Stéphane Grégoire,
Nicolas Deprétre, David Jarriault, Xavier Grosmaitre, Lionel Bretillon, Olivier Berdeaux,
Niyazi Acar & Anne Marie Le Bon™*

The olfactory mucosa (OM) and the olfactory bulb (OB) are responsible for the detection and
processing of olfactory signals. Like the brain and retina, they contain high levels of n-3 and n-6
polyunsaturated fatty acids (PUFAs), which are essential for the structure and function of neuronal
and non-neuronal cells. Since the influence of the maternal diet on olfactory lipid profiles of the
offspring has been poorly explored, we examined the effects of feeding mice during the perinatal
period with diets containing an adequate linoleic acid level but either deficient in a-linolenic acid (ALA)
or supplemented in n-3 long-chain PUFAs on the lipid composition of dams and weaning offspring
olfactory tissues. In both the OM and OB, the low n-3 ALA diet led to a marked reduction in n-3 PUFAs
with a concomitant increase in n-6 PUFAs, whereas consumption of the high n-3 PUFA diet reduced
n-6 PUFAs and increased n-3 PUFAs. Structural analysis showed that the molecular species profiles of
the main phospholipid classes of olfactory tissues from weaning pups were markedly affected by the
maternal diets. This study demonstrates that the PUFA status of olfactory tissues is sensitive to diet
composition from the early stages of development.

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are essential for the structure and functioning of neuronal and non-neuronal
cells found in nervous tissues such as the brain and retina. They are particularly involved in neuronal survival,
neurogenesis, synaptic function and regulation of inflammation!~>. PUFAs are found in different lipid species,
mainly in membrane phospholipids (PLs). The most abundant PUFAs in the mammalian brain and retina are
docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n-3), an n-3 PUFA, and arachidonic acid (AA, C20:4n-6), an n-6 PUFA*-,
DHA is the major long-chain derivative of the precursor of the n-3 PUFAs, a-linolenic acid (ALA, C18:3n-3),
whereas AA is formed from the precursor of the n-6 series, linoleic acid (LA, C18:2n-6). Despite the endogenous
capacity of humans to synthesize n-3 PUFAs from their precursor, the rate of conversion is considered to be
too low to significantly participate in the tissue levels of n-3 PUFAs’, and therefore, humans rely on adequate
dietary intake.

Most PUFAs rapidly accumulate in the brain and retina during the later stages of gestation and early post-
natal life via placental transfer and maternal milk. The incorporation of PUFAs in the cell membranes during
the perinatal period contributes to the functional maturation of nervous tissues. Animal studies have provided
evidence for the importance of maternal PUFA intake for the neurological development of offspring. Hence,
a dietary supply of n-3 PUFAs during pregnancy and lactation promotes cognitive development, while an n-3
PUFA deficit impairs it*'2. Similarly, the perinatal dependence of the retina on the n-3 PUFA supply has been
demonstrated for several decades’. A deficiency in retinal DHA subsequent to dietary restriction of n-3 PUFAs
during gestation and early postnatal life alters the fine-tuning of visual topography in rodents'® as well as molecu-
lar events involved in visual transduction'*">.

In mammals, the olfactory system consists of a variety of specialized neurons that are found in the olfactory
mucosa (OM), the olfactory bulb (OB), and other higher order olfactory centres, such as the piriform cortex and
the orbitofrontal cortex's. The OM is located in the upper region of the nasal cavity. It comprises the olfactory
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epithelium, which is composed of multiple cell types, including olfactory sensory neurons (OSNs), and the
underlying lamina propria. The dendrites of OSNs project toward the mucus layer covering the olfactory epi-
thelium, where they protrude cilia containing odourant receptors. Binding of odourant molecules to receptors
triggers a signal transduction cascade that leads to the generation of action potentials that are then conveyed to
the OB. The OB is the first brain region in which odour information is processed. At this level, olfactory signals
are processed by interneurons (mainly by periglomerular cells and granular cells) before being exported to higher
centres of the brain by output neurons (mitral cells and tufted cells).

The lipid composition of the mammalian OM and OB shares common features with that of the brain and
retina. We have shown that rodent OM contains a high proportion of PUFAs, with n-3 and n-6 PUFAs account-
ing for 13% and 23% of total fatty acids (FAs), respectively'”. N-3 and n-6 PUFAs are found at similar levels in
rat OB (20% and 16%, respectively)'®. DHA and AA are the major n-3 and n-6 PUFAs identified in both tissues.
These PUFAs are found in different PL groups, mainly in phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine
(PE), phosphatidylinositol (PI) and phosphatidylserine (PS)'"'8.

Little is known about the impact of PUFAs present in the diet on the PUFA content of olfactory tissues. Die-
tary depletion of n-3 PUFAs during the prenatal and postnatal periods for 2 generations was reported to decrease
PS accumulation and to significantly increase the C22:5n-6 level in the rat OB'®. On the other hand, ALA or
ALA plus DHA supplementation from conception until postnatal day 70 resulted in a significant enhancement
of DHA levels in the OB*. Altogether, these findings suggest that the PUFA composition of the mammalian OB
can be affected by the maternal diet during development. As far as the OM is concerned, to our knowledge, the
influence of PUFA dietary intake on the composition of this tissue has not yet been assessed.

The present study aimed to assess the effects of feeding diets with different n-6:n-3 PUFA ratios to mice
during the perinatal period on the lipid composition of olfactory tissues from dams and their offspring. To this
end, we analysed the FA composition of the dam and pup OM and OB at weaning as well as that of dam milk.
In addition, we characterized the molecular species in each PL class (including plasmalogens) extracted from
the OM and OB of 3-week-old pups.

Results

Dam tissues. Fatty acid composition of maternal milk. Maternal milk was collected 15 days after the pups
were born (P15). At this time, dams were fed with the experimental diets (CON, LOW or HIGH diets; Table 1)
for 5 weeks. There was no significant difference in the total lipid content of milk between the CON, LOW and
HIGH groups (16.9+1.1%, 17.7 +£2.4%, and 17.2+0.80%, respectively). Compared to the CON group, milk from
the LOW dams contained significantly less n-3 PUFAs (- 73%) (Table 2). Although the total n-6 PUFA content
was not modified compared to that of CON, a small but significant increase in C20:4n-6 and C22:4n-6 was
observed in milk from the LOW group. Hence, the n-6:n-3 ratio in the LOW milk was higher than that in the
CON milk (23.15+5.08% versus 5.89 +0.07%, respectively). In contrast, the n-6:n-3 ratio of the HIGH milk was
significantly reduced compared to the CON group (3.41+0.10% versus 5.89 +0.07%, respectively). This effect
was due to the strong increase in n-3 PUFAs (C20:5n-3; C22:5n-3; and C22:6n-3) compared to CON milk. The
milk n-6 PUFA content was not altered by the maternal HIGH diet. As a marker of essential PUFA deficiency?!,
Mead acid (C20:3n-9) was significantly increased by +33% in LOW milk and decreased by half in HIGH milk
compared to CON milk.

Fatty acid composition of the maternal olfactory mucosa and olfactory bulb.  The FA profiles of maternal OM and
OB were analysed at the end of the lactation period, i.e., in dams fed with the experimental diets for 6 weeks. OM
from the LOW dams had significantly higher total n-6 PUFA levels (C20:4n-6, C22:4n-6, and C22:5n-6;+22%)
and lower total n-3 FA levels (- 20%) than the dams of the CON group (Table 3). In contrast, the OM of dams
fed the HIGH diet showed increased n-3 PUFA levels (+ 18%) and reduced n-6 PUFA levels (- 12%) compared
to the CON group. There was no difference among the 3 groups in the levels of saturated FAs (SFAs), monoun-
saturated FAs (MUFAs), PUFAs and dimethyl acetals (DMAs), which are residues of plasmalogens. In the OB
of dams, the consumption of the LOW diet also resulted in a significant decrease in n-3 PUFAs (- 15%) and in
a modest but significant increase in n-6 PUFAs (+ 10%), whereas the HIGH diet enhanced the n-3 PUFA level
(+15%) and reduced the n-6 PUFA level (- 10%) in the OB of dams. In addition, the level of C18:1n-9 was sig-
nificantly decreased in the OB of the LOW group and enhanced in the HIGH group. Similar to the OM, the levels
of SFAs, MUFAs, PUFAs and DMAs in the OB were not affected by the diets.

Offspring tissues. Lipid composition of olfactory mucosa. Fatty acid composition of total lipids. Compared
to the CON group, the LOW diet significantly affected the levels of SFAs (- 22%), PUFAs (+33%) and DMAs
(= 8%) in offspring OM (Table 4). The n-6 PUFA proportion was strongly enhanced (+73%), whereas the n-3
PUFA level was reduced by 40%. LOW offspring OM contained significantly higher C20:4n-6 and C22:5n-6. In
contrast, lower C16:0 and C22:6n-3 levels were observed in the LOW group. The HIGH diet also modified the
FA composition of offspring OM, which was found to contain higher PUFA (+33%) and lower SFA (- 22%)
levels than the CON group. The n-3 PUFA level was strongly enhanced (+88%), but the n-6 PUFA level was not
affected. The OM of the HIGH offspring had significantly higher C20:5n-3, C22:5n-3 and C22:6n-3 than the
CON group. Conversely, the levels of C16:0 and C24:1n-9 were significantly reduced. Compared to the CON
group, the n-6:n-3 ratio was significantly enhanced (3x) in the LOW group, whereas this parameter was reduced
by a factor of 1.8 in the HIGH group.
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Experimental diets
Fatty acids CON |LOW | HIGH
12:0 0.15 0.15 0.14
14:0 0.53 0.60 1.32
15:0 0.12
16:0 13.32 16.00 9.44
16:1n-9 0.10
16:1n-7 0.20 0.17 1.19
17:0 0.14
18:0 4.62 4.65 431
18:1t 3.85 3.39 3.22
18:1n-9 54.32 5581 |51.74
18:1n-7 2.09 0.99 2.32
18:2n-6 (LA) 16.49 1691 | 17.62
20:0 0.40 0.28 0.45
20:1n-9 0.52 0.17 0.66
18:3n-3 (ALA) 2.84 0.15 | 3.03
22:0 0.43 0.58 0.50
22:1n-9 0.11 0.13
20:4n-6 0.14
24:0 0.16 0.21 0.15
20:5n-3 (EPA) 1.97
24:1n-9 0.10
22:5n-3 (DPA n-3) 0.19
22:6n-3 (DHA) 1.08
SFAs 19.59 2244 |16.55
MUFAs 61.08 60.52 | 59.43
PUFAs 19.33 17.05 | 24.03
Total n-6 PUFAs 16.49 1691 | 17.76
Total n-3 PUFAs 2.84 0.15 6.27
n-6:n-3 PUFA ratio 5.80 |116.73 2.83

Table 1. Fatty acid composition of the experimental diets (% of total fatty acids). CON control diet, LOW low
n-3 diet, HIGH high n-3 diet, ALA a-linolenic acid, DHA docosahexaenoic acid, DPA docosapentaenoic acid,
EPA eicosapentaenoic acid, LA linoleic acid, MUFAs monounsaturated fatty acids, PUFAs polyunsaturated
fatty acids, SFAs saturated fatty acids.

Phospholipid classes and molecular species. Analysis of PL classes by HPLC-Corona-CAD showed that PC
is the most abundant PL class in offspring OM and that the PL profile is not affected by the experimental diets
(Fig. 1).

The influence of diets on the molecular species profile of each PL class was then studied in offspring OM. For
this purpose, structural analyses by mass spectrometry were performed to identify the esterified FA moieties
in each PL class. Figure 2 shows heat maps based on the PL molecular species detected in offspring OM from
each of the different dietary groups. The raw data are available in Supplementary Tables S1-S6. The heat map
of PC species (Fig. 2A) clearly shows that the LOW and HIGH diets induced opposite effects. Compared to the
CON group, an increase in n-6 PUFA-containing species and a decrease in n-3 PUFA-containing species were
observed in the PC class from the LOW group, whereas greater amounts of n-3 PUFA-containing species and
lower amounts of n-6 PUFA-containing species were detected in the HIGH group. The experimental diets did
not modify the levels of the main molecular species found in PC (PC 16:0/18:1 and PC 16:0/16:0). The heat map
of PE and plasmenyl-ethanolamine (PIsE) species detected in offspring OM (Fig. 2B) shows that the concentra-
tions of various PE + PIsE species were strongly modified by the experimental diets. The pattern observed in
this PL class is similar to that identified in the PC class. The LOW diet led to significant increases in numerous
n-6 PUFA-containing species and significant decreases in n-3 PUFA-containing species in the PE/PISE class.
Conversely, high amounts of n-3 PUFA-containing species and reduced amounts of n-6 PUFA-containing species
were detected in the HIGH group. Regarding the PI class, substantial modifications were induced by the LOW
diet (Fig. 2C). This diet provoked a significant increase in PI 18:0/20:4 and PI 18:0/22:5 as well as a decrease
in PI 16:0/22:6 and PI 18:0/22:6. The HIGH diet moderately changed the PI molecular composition: only the
percentage of PI 18:0/20:4 was significantly reduced by this diet. Similarly, the LOW diet was found to affect
the concentrations of a few PS species (increase in PS 16:0/22:5 and decrease in PS 18:0/22:6) (Fig. 2D), while
the HIGH diet did not induce a significant change in PS molecular species. Finally, analysis of sphingomyelin
(SM) species indicated that the LOW diet significantly decreased the percentage of SM d18:1/24:0 and/or SM

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:10785 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-67725-9



www.nature.com/scientificreports/

Maternal milk

Fatty acids CON LOW HIGH

10:0 7.24+0.29 7.38+1.05 7.72+0.41
12:0 12.64+0.45 13.09+£1.84 |13.23+0.51
14:0 16.30£0.55 16.68+2.29 |17.07+0.49
14:1 0.15+0.02 0.16+0.02 0.18+0.01
15:0 0.08+0.01 0.08+£0.01 | 0.10*+0.01
16:0 27.28+0.64 27.71£3.77 |26.50+1.11
16:1n-9 0.25+0.01 0.28+0.04 0.20+0.02
16:1n-7 1.61+0.10 1.59+£0.24 | 1.97*+0.09
18:0 2.37£0.15 2.49+0.34 2.03+0.11
18:1t 0.48+0.03 0.52+0.07 0.49+0.03
18:1n-9 22.08+0.87 21.47+3.08 |20.41+0.98
18:1n-7 2.15£0.15 1.99+0.31 2.01£0.10
18:2n-6 4.34+0.10 3.88+0.59 4.74+0.20
20:0 0.07+0.01 0.07+0.01 0.07+0.01
20:1n-9 0.92+0.09 1.01£0.15 0.67+0.07
18:3n-3 0.59+0.02 0.09*+0.13 0.61+0.03
20:2n-6 0.37+0.03 0.40+0.06 0.36+0.03
20:3n-9 0.09+0.01 0.12*£0.02 | 0.05*+0.01
20:3n-6 0.25+0.01 0.28+0.04 0.23+0.02
22:1n-9 0.07+0.01 0.09+0.01 0.06+0.01
20:4n-6 0.21+0.02 0.31*+0.04 0.18+0.02
20:5n-3 0.09+0.01 0.07+£0.01 | 0.27*+0.02
24:1n-9 0.08+0.01 0.08+0.01 0.07+0.01
22:4n-6 0.09+0.01 0.14*+0.02 0.06+0.01
22:5n-3 0.09+0.01 0.02*£0.02 | 0.30*+0.01
22:6n-3 0.12+0.01 0.06*+0.02 | 0.44*+0.02
SFAs 65.98+1.23 67.50£9.19 | 66.71+1.44
MUFAs 27.79+1.08 27.16+£3.89 |26.06+1.17
PUFAs 6.24+0.16 5.36*+0.85 | 7.24*+0.28
Total n-6 PUFAs 526+0.14 5.01+0.72 5.56+0.24
Total n-3 PUFAs 0.89+0.02 0.24*+0.18 | 1.63*+0.06
n-6:n-3 ratio 5.89+0.07 23.15%+5.08 | 3.41*£0.10

Table 2. Fatty acid composition of maternal milk samples (% of total fatty acids). Data are expressed as the
mean +S.E.M. (n=4-6 mice/group). MUFAs monounsaturated fatty acids, PUFAs polyunsaturated fatty acids,
SFAs saturated fatty acids. *Values are significantly different from the CON group (Mann-Whitney U test,
p<0.05).

d18:0/24:1 and/or SM d16:0/26:1 as well as SM d18:0/26:2 (Fig. 2E). Neither diet influenced the levels of lysophos-
phatidylcholine (LPC) molecular species (Fig. 2F).

Lipid composition of the olfactory bulb. Fatty acid composition of total lipids. When compared to the CON
group, the percentage of n-6 PUFAs was greatly enhanced in the OB from offspring fed the LOW diet (+55%)
(Table 4). A substantial increase in C22:5n-6 and C20:4n-6 occurred. In contrast, a strong decrease in n-3 PUFAs
was observed (— 43%). C22:5n-3 and C22:6n-3 were markedly decreased. The HIGH diet led to a significant
increase in n-3 PUFAs (+ 18%), whereas a decrease in n-6 PUFAs (— 9%) was observed. The main modifications
included a decrease in C22:5n-6 and increases in C20:5n-3, C22:5n-3 and C22:6n-3.

Phospholipid classes and molecular species. Analysis of the OB lipid extracts by LC-Corona showed that PC
and PE are the most abundant PL classes in this matrix. The experimental diets did not modify the PL profile of
the offspring OB (Fig. 1).

Regarding the composition of PL molecular species, the heat maps presented in Fig. 3 show striking similari-
ties between the effects observed in the OB and those noticed in the OM (Fig. 2). In the PC and PE/PIsE classes
of the offspring OB (Fig. 3A, B), the LOW diet induced an increase in various n-6 PUFA-containing species and
provoked a decrease in n-3 PUFA-containing species. In contrast, the HIGH diet significantly enhanced the levels
of several n-3 PUFA-containing species and reduced the levels of n-6 PUFA-containing species. It is noteworthy
that, as observed in the OM, the levels of the main molecular species detected in the OB PC (PC 16:0/18:1 and
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Dam olfactory mucosa Dam olfactory bulb

Fatty acids CON LOW HIGH CON LOW HIGH

14:0 0.13£0.02 0.14+0.04 0.10+0.01 0.09+0.01 0.12+0.02 0.12*+0.02
15:0 0.04+0.01 0.04+0.01 0.03£0.01 0.03+0.01 0.04*£0.01 0.04£0.01
dmalé:0 4.13+0.11 3.79+0.12 3.60+0.22 3.24+0.15 3.31+£0.26 3.63+0.09
16:0 18.32+0.73 17.30+0.49 1576 £0.83 | 22.51+£0.70 | 24.55*+0.69 22.04+0.69
16:1n-9 0.30£0.02 0.31+£0.03 0.26+0.02 0.17+0.01 0.20+£0.02 0.20£0.01
16:1n-7 0.71+0.08 1.18+0.49 0.70£0.05 0.52+0.02 0.56+0.06 0.69* +0.05
17:0 0.08+0.01 0.08+0.01 0.09+0.01 0.10+0.01 0.11+0.01 0.10+0.01
dmal8:0 1.22+£0.04 1.23£0.08 1.45+0.16 2.60£0.11 2.33£0.03 2.44+0.10
dmal8:1n-9 0.61+0.01 0.61+0.05 0.73£0.11 0.88+0.07 0.74+0.08 0.88+0.05
dmal8:1n-7 0.38+0.01 0.39+0.03 0.49+0.11 1.09+0.09 0.91+0.12 1.06+0.09
18:0 19.22+0.24 18.68+£0.30 19.33+£0.31 |20.10+0.92 20.60+1.37 18.33+0.19
18:1t 0.05+0.01 0.05+0.01 0.05+0.01 0.05£0.01 0.14+£0.04 0.05+0.01
18:1n-9 12.99+0.39 13.53+0.50 14.04+0.60 |14.51+0.34 | 13.41*+0.53 | 15.25*+0.08
18:1n-7 2.76+0.04 3.00+0.17 2.71£0.08 3.78+0.27 3.64+0.35 4.16+0.05
18:2n-6 2.37+0.07 2.21+£0.10 2.75+0.20 0.41£0.02 0.29+0.04 0.55*+0.05
20:0 0.17+0.01 0.17+0.01 0.25+0.07 0.21£0.02 0.20+0.01 0.21+0.01
18:3n-6 0.07+0.01 0.06+0.01 0.06+0.01 0.02+0.01 0.04*+0.01 0.03+0.01
20:1n-9 0.31+£0.04 0.36+0.07 0.66+0.38 0.92+0.03 0.86+0.05 0.80*+0.03
18:3n-3 0.11£0.01 0.09+0.01 0.21£0.10 0.23+0.01 0.23+0.01 0.21+0.01
20:2n-6 0.12+0.01 0.12+0.01 0.14+0.01 0.08+0.01 0.09+0.01 0.15*+0.04
20:3n-9 0.78£0.02 0.80+0.04 0.71£0.02 0.21+0.01 0.22+0.01 0.21+0.01
22:0 0.13£0.01 0.13£0.01 0.20+0.04 0.15+0.03 0.17£0.02 0.15+0.01
20:3n-6 1.10£0.02 1.12+0.05 1.16 +£0.06 0.38+0.02 0.25*+0.02 0.50*+0.01
22:1n-9 0.52+0.05 0.40*+0.02 0.56+0.07 0.18+0.05 0.08+0.01 0.09+0.01
20:4n-6 13.89+0.48 | 16.72*+0.54 | 11.62*+0.34 9.56+0.21 9.95+0.10 8.59*+0.21
20:5n-3 1.16+0.04 0.52*+0.02 2.52*+0.13 0.11£0.01 0.07*+0.01 0.28*+0.04
24:0 0.21£0.01 0.21+0.02 0.37*+0.07 0.30+0.09 0.34+0.07 0.21£0.01
24:1n-9 0.18+0.01 0.19+0.01 0.26+0.05 0.49+0.10 0.54+0.04 0.57+0.05
22:4n-6 0.91£0.05 1.33*+0.06 0.73*+£0.08 2.00£0.05 2.18%£0.05 1.55*+0.05
22:5n-6 0.42+0.02 1.50*£0.07 0.16*+0.01 0.36+0.03 1.30*+0.12 0.15*+0.01
22:5n-3 0.54+0.02 0.36*+0.01 1.01*+0.08 0.14+0.01 0.07*+0.01 0.33*+0.01
22:6n-3 16.02+£0.80 | 13.40*+0.53 17.30£0.86 | 14.57+£0.60 | 12.46*+0.49 | 16.48*+0.42
SFAs 38.31+0.87 36.74+0.36 36.14+£0.71 |43.49+1.74 46.13+1.99 41.18£0.59
MUFAs 17.83+0.57 19.03+1.15 19.25+1.17 | 20.63+0.56 19.42+0.91 21.79+0.08
PUFAs 37.51+1.33 38.21+£0.97 38.35+0.97 |28.07+0.89 27.15+£0.67 29.04+0.59
DMAs 6.34+0.09 6.02+0.18 6.27+0.30 7.80+0.34 7.29+0.44 8.00+0.15
Total n-6 PUFAs 18.88+0.57 | 23.05*+0.68 | 16.61*+0.49 |12.80+0.30 | 14.11*+0.28 | 11.52*+0.24
Total n-3 PUFAs 17.84+0.84 | 14.36*+0.54 | 21.03*£0.79 | 15.06+0.62 | 12.83*+0.50 | 17.31*+0.42
n-6:n-3 ratio 1.07+£0.04 1.62*+0.06 0.80*£0.04 0.85+0.02 1.11*+0.04 0.67*+0.01

Table 3. Fatty acid composition of the dam olfactory mucosa and olfactory bulb (% of total fatty acids). Data
are expressed as the mean +S.E.M. (n=6-7 mice/group). SFAs saturated fatty acids, MUFAs monounsaturated
fatty acids, PUFAs polyunsaturated fatty acids, DMAs dimethyl acetals. *Values are significantly different from
the CON group (Mann-Whitney U test, p <0.05).

PC 16:0/16:0) were not affected by the experimental diets. The LOW diet induced some significant changes in
the PI and PS classes (Fig. 3C, D). A decrease in species containing C22:6n-3 as well as an increase in species
containing C22:5n-6 were observed in this group. The HIGH diet did not appreciably modify the molecular
profiles of PI and PS. Lastly, a small number of modifications were induced by the HIGH diet in the SM class
(decrease in SM d15:0/23:1 and SM d18:1/24:1) (Fig. 3E) and by the LOW diet in the LPC class (increase in LPC
18:0 and decrease in LPC 22:6) (Fig. 3F).

Discussion

Given the low rate of conversion of ALA into n-3 long-chain PUFAs’, consuming n-3 long-chain PUFAs has been
widely recommended®-?*, Moreover, the worldwide diversity of dietary intakes of n-3 FAs influences the tissue
composition of n-3 long-chain PUFAs. Indeed, considerable variability in the circulating levels of n-3 PUFAs has
been reported across countries?. The highest amounts were reported in countries and regions known to have the

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:10785 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-67725-9



www.nature.com/scientificreports/

Offspring olfactory mucosa Offspring olfactory bulb

Fatty acids CON LOW HIGH CON LOW HIGH

14:0 0.49+0.07 0.12*£0.02 0.08*+0.02 0.12+0.02 0.12+0.02 0.07*+0.01
15:0 0.11£0.01 0.06*+0.01 0.06*+0.01 0.03+0.01 0.03£0.01 0.04£0.01
dmalé:0 3.60+0.14 3.02*+0.07 3.10%+0.12 3.01+£0.05 3.03+0.08 2.79+0.09
16:0 22.63+0.48 | 14.05*+0.46 | 14.55*+0.51 |18.94+0.73 18.68+0.71 17.40+0.57
16:1n-9 0.42+0.02 0.27*£0.01 0.25%£0.01 0.31+0.01 0.34+0.02 0.26*+0.01
16:1n-7 0.68+0.07 0.37*+0.01 0.43*+0.02 0.46+0.02 0.45+0.02 0.42+0.02
17:0 0.13+0.01 0.11*+0.01 0.11*+0.01 0.10+0.00 0.09+0.01 0.09+0.01
dmal8:0 1.17£0.11 1.25£0.02 1.27+0.03 2.51+0.04 2.31*+0.04 2.52+0.04
dmal8:1n-9 0.70+0.06 0.71£0.01 0.73+0.04 0.78+0.02 0.78£0.01 0.72+0.03
dmal8:1n-7 0.33+0.01 0.36+0.01 0.34+0.01 0.49+0.01 0.51+0.01 0.45+0.02
18:0 18.32+0.98 18.42+0.39 18.07+£0.61 | 19.23+0.18 | 18.47*£0.22 19.26+0.82
18:1t 0.09+0.04 0.06+0.00 0.04*+0.01 0.07£0.01 0.07£0.01 0.08£0.02
18:1n-9 12.72+0.26 12.33+£0.21 12.30+£0.34 | 13.72+0.10 | 13.26*+0.07 13.72+0.26
18:1n-7 2.76+0.24 2.99+0.06 2.87+0.09 3.53+0.05 3.70*£0.03 3.30+0.18
18:2n-6 4.26+0.40 3.61+0.14 4.54+0.22 0.82+0.01 0.74*+0.02 0.79+0.04
20:0 0.29+0.03 0.20*+0.01 0.18*+0.01 0.21£0.01 0.18*+0.01 0.22+0.01
18:3n-6 0.12+0.01 0.09*+0.01 0.11£0.01 0.04+0.01 0.05*+0.01 0.04+0.01
20:1n-9 0.48+0.06 0.68+0.12 0.52+0.06 0.60+0.01 0.54*+0.01 0.65+0.04
18:3n-3 0.16+0.01 0.11*+0.01 0.14+0.01 0.17+0.01 0.15*+0.01 0.19+0.02
20:2n-6 0.33+0.04 0.42+0.02 0.34+0.01 0.22+0.04 0.27+0.01 0.23+0.03
20:3n-9 0.37+0.06 0.54*+0.07 0.31+0.01 0.21+0.01 0.23+0.03 0.23*+0.01
22:0 0.36+0.06 0.15*+0.01 0.16*+0.01 0.11£0.01 0.08*+0.01 0.14+0.02
20:3n-6 1.42+0.04 1.68*+0.07 1.82*+0.05 0.56+0.01 0.38*+0.01 0.71*+0.01
22:1n-9 1.47+0.14 1.78£0.08 1.96+0.31 1.00+0.16 0.96+0.04 1.53+0.54
20:4n-6 12.81+£0.37 | 21.17*+0.38 13.28+0.23 | 12.12£0.23 | 13.99*£0.22 | 11.22*+0.07
20:5n-3 0.54+0.03 0.19*+0.01 1.89*+0.09 0.15+0.01 0.11*+0.01 0.25*+0.01
24:0 0.56+0.15 0.18*+0.01 0.26*+0.02 0.13+£0.03 0.08*+0.01 0.22+0.09
24:1n-9 0.70+0.08 0.29*+0.02 0.29*+0.01 0.11+0.01 0.09*+0.01 0.18*+0.02
22:4n-6 1.17+0.04 2.75*£0.05 1.02*+0.03 2.44+0.07 3.42%£0.09 2.01*£0.04
22:5n-6 0.45+0.03 5.94*+£0.19 0.20*+0.01 0.79+0.06 7.36*+0.29 0.21*£0.02
22:5n-3 0.55+0.02 0.20*+0.01 1.18%+0.04 0.24+0.01 0.09*+0.00 0.42*+0.02
22:6n-3 9.84+0.67 5.93*+0.29 | 17.61*+£1.09 |16.83+0.36 9.48%*£0.17 | 19.70*+0.69
SFAs 42.88+0.96 | 33.28%+0.86 | 33.46*+0.71 |38.86+0.83 37.73+0.55 37.44+1.18
MUFAs 19.32+0.51 18.76 +£0.37 18.65+0.56 | 19.79+0.17 19.39+0.05 20.12+0.44
PUFAs 32.01+1.13 | 42.62*+0.89 | 42.44*+1.24 |34.57+0.70 36.25+0.58 35.98+0.75
DMAs 5.80+0.13 5.34*+£0.07 5.44+0.17 6.79+0.06 6.63+0.07 6.47+0.13
Total n-6 PUFAs 20.56£0.60 | 35.66*£0.70 21.31£0.18 | 16.98+0.36 | 26.20*+0.57 | 15.21*+0.09
Total n-3 PUFAs 11.08£0.69 6.42*+0.30 |20.82*+1.16 |17.38+0.37 9.83*£0.17 | 20.54*£0.73
n-6:n-3 ratio 1.88+0.08 5.60*+£0.23 1.04* +0.06 0.98+0.01 2.67*+0.08 0.74*+0.02

Table 4. Fatty acid composition of the offspring olfactory mucosa and olfactory bulb (% of total fatty acids).
Data are the mean + S.E.M. (n=6 mice/group). SFAs saturated fatty acids, MUFAs monounsaturated fatty acids,
PUFAs polyunsaturated fatty acids, DMAs dimethyl acetals. *Values are significantly different from the CON
group (Mann-Whitney U test, p<0.05).

highest n-3 dietary consumption: Greenland, Japan, Korea and Scandinavia. In contrast, low n-3 PUFA levels
were recorded in countries such as the USA and Canada with a low n-3 intake that is characteristic of so-called
Western diets, suggesting n-3 deficiency in those populations. Low dietary intake of n-3 PUFAs could increase
the risk of adverse health outcomes.

In the present study, our objective was to investigate the effect of feeding pregnant and lactating mice diets
containing adequate LA content (1.83% of energy®®) but either deficient in ALA or supplemented in n-3 long-
chain-PUFAs on FA profiles in the dam’s milk and in olfactory tissues of dams and weaning pups. Our results
revealed that perinatal consumption of these diets elicited significant changes in the total FA profiles and PL
composition of the offspring OM and OB.

In adult rodent OM, PC and, to a lesser extent, PE are the main PL classes'”?”. Plasmalogen derivatives of
these two classes, PIsC and PIsE, were also detected in this tissue”. The analyses performed in weaning mice OM
gave data that are consistent with these observations and indicated that the experimental diets did not modify
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Figure 1. Phospholipid content of the olfactory mucosa (OM) and olfactory bulb (OB) of offspring. Data are
expressed as the mean + S.E.M. (n=6 mice/group). The experimental groups (LOW and HIGH) were compared
to the control group (CON) using the non-parametric Mann-Whitney U test. No significant difference was
observed (p values>0.05). PG Phosphatidylglycerol, PI phosphatidylinositol, PE phosphatidylethanolamine, PS
phosphatidylserine, PC phosphatidylcholine, SM sphingomyelin, LPC lysophosphatidylcholine.

the relative proportions of PL classes. However, consumption of n-3 PUFA unbalanced diets during pregnancy
and lactation elicited qualitative changes in the FA profiles of the different PL classes in offspring OM, includ-
ing those of plasmalogen subclasses. To summarize, feeding a low n-3 ALA diet led to a marked reduction in
numerous DHA-containing species with a concomitant increase in AA-containing species, whereas consumption
of a high n-3 PUFA diet reduced the prevalence of n-6 PUFA-containing species that was balanced by species
containing n-3 long-chain PUFAs in PC and PE classes. These findings are in accordance with observations
made in other neuronal tissues. N-3 PUFA deficiency was found to increase C22:4n-6-containing species and
sometimes C22:5n-6-containing species in rodent brain PLs*-*°. Most often, these changes were observed in
animals fed n-3 PUFA-depleted diets containing high amounts of LA. In the present study, it is important to
emphasize that the LOW diet contained an adequate level of LA. On the other hand, dietary supplementation
with n-3 PUFAs increases the incorporation of these FAs into brain PLs at the expense of n-6 PUFA-containing
species®"*2. Similar effects were reported in the mammalian retina**-%". This phenomenon, which is termed
“reciprocal replacement™, is due to the competition between the precursors of the n-3 and n-6 PUFA families for
elongation and desaturation enzymes (particularly for the first A6-desaturation step, which is considered the rate-
limiting step)**. Competition might also occur during the de-esterification/re-esterification processes catalysed
by enzymes such as long-chain acyl-CoA synthetases, phospholipases A2 and lysophospholipid acyltransferases.
A complete replacement of DHA with C22:5n-6 has been observed in the rodent brain and retina in adulthood,
but this would not be the case during postnatal development. Indeed, in addition to C22:5n-6, other n-6 PUFAs,
such as C20:4n-6 and C22:4n-6, also contribute to replacing DHA in the brain and retina during the first weeks
of life***!. In the present study, we observed that C22:5n-6 replaced DHA in the OM from LOW weaning mice,
but the n-3 PUFA-deficient diet also induced a significant increase in C20:4n-6 and C22:4n-6. These results are
in line with observations made in the brain and retina during neonatal development.

In accordance with previous studies that examined the effects of n-3 PUFA modulation in various regions
of the rat brain, including the OB'*-?, we observed that the LOW and HIGH maternal diets induced significant
changes in PUFA profiles in the OB from weaning mice. However, our data show that the deficiency in n-3 PUFAs
elicited significant increases in C22:5n-6, C20:4n-6 and C22:4n-6, while only the C22:5n-6 level was enhanced
in the rat OB. These qualitative discrepancies might result from developmental differences because in previous
studies, FA analyses were performed in rats fed altered diets from conception until adulthood or during two
generations. Differences in the diet formulation could also explain such divergences.
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Figure 2. Heat maps of phospholipid molecular species in the offspring olfactory mucosa as a function of the
dietary interventions (CON, LOW and HIGH diets). (A) Phosphatidylcholine (PC), (B) phosphatidylethanolamine
and plasmenyl-ethanolamine (PE and PIsE), (C) phosphatidylserine (PS), (D) phosphatidylinositol (PI), (E)
sphingomyelin (SM) and (F) lysophosphatidylcholine (LPC). A variability threshold (interquartile range <0.25)

was applied prior to heat map analyses. All raw data can be found in Supplementary Tables S1-S6 online.
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Figure 3. Heat maps of phospholipid molecular species in the offspring olfactory bulb as a function

of the dietary interventions (CON, LOW and HIGH diets). (A) Phosphatidylcholine (PC), (B)
phosphatidylethanolamine and plasmenyl-ethanolamine (PE and PIsE), (C) phosphatidylserine (PS), (D)
phosphatidylinositol (PI), (E) sphingomyelin (SM) and (F) lysophosphatidylcholine (LPC). A variability
threshold (interquartile range <0.25) was applied prior to heat map analyses. All raw data can be found in
Supplementary Tables S7-S12 online.

It is also worth mentioning that in the OM from weaning mice, both diets (LOW and HIGH) were found to
significantly increase the level of total PUFAs and to decrease the SFA content. Such an effect was not observed
in the OB of these animals. One might speculate that the OM is particularly sensitive to FA unbalanced diets and
that accordingly, the in situ PUFA synthesis pathways and/or PUFA cellular input are upregulated in response

to unbalanced states.
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Neurodevelopmental processes take place from the embryonic period through adolescence. This period is
particularly sensitive to environmental disturbances, which can lead to neurological dysfunctions*?. The maternal
diet is a factor that can have important consequences on offspring. Animal studies have shown that altered PUFA
status during pregnancy and early postnatal life lead to neural, visual and behavioural deficits in offspring®. In
humans, several epidemiological studies have suggested that maternal supplementation with n-3 PUFAs either
during pregnancy or lactation can have beneficial effects on the cognitive development and visual function of
infants'!. Since both the OM and OB are neuronal tissues, it can therefore be hypothesized that consuming a
maternal diet with improperly balanced PUFA composition might impact the olfactory system. Olfactory dis-
crimination deficits have been reported in rats fed n-3 PUFA-depleted diets'®*. The olfactory regions affected
by these diets as well as the possible mechanisms underlying these effects remain to be elucidated. Nevertheless,
our study suggests that depletion of n-3 PUFAs in the OM and OB could be linked to the olfactory alterations
observed in rats fed n-3 PUFA-depleted diets.

The modifications observed in the FA profiles of most PL classes in the OM and OB may have significant
physiological consequences because of the importance of PL in shaping the membranes and regulating a wide
range of cellular processes such as cell signalling and apoptosis. To date, there is no biochemical evidence that
PLs play a functional role in olfactory signal transduction at the peripheral level. However, some observations
support this idea. First, a member of the phospholipid flippase family has been shown to be essential for odour-
ant receptor responses in Drosophila melanogaster***, suggesting that the PL composition of the OSN plasma
membrane is an important factor for olfactory signalling. A number of studies also demonstrated that DHA-rich
retinal PLs enhance the activity of rhodopsin, a receptor that belongs to the same G-protein-coupled receptor
class as odourant receptors*®->*. Specific interactions between DHA and rhodopsin improve the stability of the
receptor **. Finally, phosphoinositides, which are PI phosphorylated derivatives, participate in olfactory signal
transduction in OM neurons®>*¢. Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphate (PIP2) is the precursor of inositol(1,4,5)
trisphosphate (IP3), a Ca®* channel activator that plays a role in olfactory signal transduction in addition to the
canonical cAMP signalling pathway®>*’. In addition, phosphoinositide-3-kinase-dependent mechanisms have
been implicated in the inhibition of olfactory transduction in mammalian OSNs*®*. In the present study, sub-
stantial modifications of the PI profile were observed in the OM from weaning mice exposed to n-3 PUFA unbal-
anced diets during pregnancy and lactation. The LOW diet caused a significant reduction in DHA-containing
PI species and induced an increase in AA-containing species. One can envision that these changes could impair
peripheral olfactory signalling catalysed by the PI pathway as well as the molecular interactions between DHA
and odourant receptors.

There is compelling experimental evidence that PUFAs influence inflammatory cell function and inflamma-
tory processes by a variety of mechanisms>®. In contrast to the pro-inflammatory actions of several members of
the n-6 PUFA family, the major n-3 PUFAs are capable of partly impeding a wide number of inflammation-related
events. They can act either directly or after transformation into acting bioactive metabolites®!. N-3 PUFAs exert
anti-inflammatory properties in numerous tissues, especially in nervous tissues. In the brain, DHA and specific
metabolites, such as neuroprotectin D1, have been shown to reduce neurodegeneration processes, suggesting
that these PUFAs may prevent ageing and neurodegenerative diseases®. Several clinical and pre-clinical studies
have also shown the neuroprotective effects of n-3 PUFAs in a number of ocular diseases, including glaucoma or
optic neuropathy®>®. Along with these tissues, olfactory tissues can manifest symptoms related to inflammation
that might contribute to olfactory dysfunction. Factors such as viral and bacterial infections or environmental
toxins can cause inflammatory conditions in the OM and induce loss of OSNs®*°. The contaminating agents of
the OM may spread thereafter to the OB, where inflammation can affect various cell types (neurons, astrocytes
and microglia)®*%. Because olfactory tissues are enriched in DHA and its precursors, it is quite conceivable
that n-3 PUFAs may be crucial for optimal functioning and for preventing neuroinflammation in these tissues.
Our study showed that an n-3-deficient diet reduced the availability of DHA and its precursors in the OM and
OB and resulted in a concomitant increase in n-6 PUFA-containing species. It could increase the prevalence of
eicosanoids, the pro-inflammatory n-6 derivatives, accelerating the inflammation processes in olfactory cells.
PUFA anti- or pro-inflammatory activities imply the release of FAs esterified into PLs by phospholipase A2
(PLA2) enzymes. The PLA2s most frequently involved in the cellular production of bioactive lipids are cytosolic
calcium-dependent PLA2 (cPLA2), cytosolic calcium-independent PLA2 (iPLA2), and secretory PLA2 (sPLA2).
These different PLA2s have been detected in rodent OM® and OB®*®, indicating that both n-3 and n-6 PUFAs
can be released from PLs to exert their physiological effects in these tissues.

The present study showed that dietary n-3 PUFA deficiency during gestation and lactation induced a decrease
in DHA levels in offspring olfactory tissues. Conversely, when dams were fed with an n-3 PUFA-enriched diet,
increased DHA levels were recorded in olfactory tissues, especially in the OM. These observations clearly indi-
cated that the maternal diet was capable of inducing significant changes in the FA composition of offspring
olfactory tissues. Maternal dietary FAs are transferred to the foetus after crossing the placenta’’ and are secreted
in breast milk after birth’2. Our results show that the milk FA profiles reflected the maternal diets. Similar to
the LOW diet, the milk of the LOW dams contained a low n-3 FA level, whereas the milk of the HIGH group
contained high amounts of n-3 PUFAs, as did the HIGH diet. However, in line with previous studies’*”*, small
amounts of n-3 long-chain PUFAs (20:5n-3, 22:5n-3 and 22:6n-3) were detected in the milk of the LOW dams.
It is assumed that the n-3 long-chain PUFAs would be the result of FA mobilization from maternal fat stores™.
Long-chain PUFA synthesis could also occur in the mammary gland during pregnancy and lactation in rodents”.
On the other hand, the n-6 PUFA level of the HIGH group milk is similar to that of the CON group milk. This
stable level indicates that there is no compensatory mechanism to counterbalance the n-3 PUFA increase in
this body fluid, in contrast to the reciprocal replacement phenomena recorded in olfactory tissues. Our study
exemplifies the use of Mead acid (C20:3n-9) as a marker for not only dietary essential FA intake (i.e., LA and
ALA) but also derivatives of these essential FAs (i.e., C20:5n-3 and DHA)”°. Indeed, C20:3n-9 was increased in
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the milk of dams fed a diet with low levels of ALA. Notably, low ALA was sufficient to increase Mead acid levels
since LA was adequate in the LOW diet. In contrast, the supplementation of a diet containing adequate levels
of LA and ALA with long-chain n-3 PUFAs (C20:5n-3, 22:5n-3 and DHA) significantly lowered this marker
compared to conditions with adequate levels of dietary LA and ALA only.

In conclusion, this study demonstrated that perinatal exposure of mice to diets deficient in ALA or sup-
plemented in n-3 long-chain PUFAs significantly affects the PL composition of offspring olfactory tissues. This
finding reinforces previous observations showing that nutritional factors can modulate the physiology of the
olfactory system in mammals”’~*. This study also highlights the PUFA status of olfactory tissues as sensitive to
modifications from the early stages of development. Disrupting PUFA status could have long-lasting effects on
olfactory signalling.

Methods

Chemicals. Chloroform (CHCI;), methanol (CH;OH), ammonium acetate, acetonitrile (ACN) and H,O of
liquid chromatography-mass spectrometry grade were purchased from Fisher Scientific (Illkirch, France). Com-
mercially available PL standards were purchased from Avanti Polar Lipids INC-Coger (Paris, France). Other
chemical reagents were obtained from Merck (St Quentin Fallavier, France).

Animals. The experimental procedure was conducted in accordance with the guidelines of the European
Community for the use and care of laboratory animals (2010/63/EU). It was approved by the local Ethics Com-
mittee (Comité d’Ethique de 'Expérimentation Animale Grand Campus Dijon; reference 01286.02) and the
French Ministry for Research and Higher Education.

Twelve-week-old male and nulliparous female C57BL/6 mice were obtained from colonies established in the
animal quarters of our laboratory (Centre des Sciences du Gofit et de ’Alimentation, Dijon, France). They were
maintained on a 12:12-h light-dark cycle and constant temperature conditions (20-22 °C). Female mice were
placed for 5 days with males for mating and fed ad libitum with either one of the three experimental diets until
weaning of their litters. Animals had free access to water.

The diets were prepared by the Experimental Foods Preparation Unit (INRAE, Jouy-en-Josas, France). They
were formulated according to AIN-93G standards with 5% lipids®!. The composition of the diets was as follows
(g/kg): lipids, 50; casein, 200; corn starch, 418; sucrose, 100; maltodextrin, 132; cellulose, 50; mineral mix, 35;
vitamin mix, 10; L-cystine, 3; choline bitartrate, 2.5. Commercial high-oleic sunflower oil, sunflower oil, palm
oil, rapeseed oil and fish oil were mixed in various proportions to prepare the lipid blends that were incorporated
into the different diets: the control diet (CON) had a ratio of n-6:n-3 of ~ 6, the low n-3 PUFA diet (LOW) had a
ratio of n-6:n-3 of ~ 117, and the high n-3 PUFA diet (HIGH) had a ratio of n-6:n-3 of ~ 3 (Table 1). Compared
to the CON diet, the LOW diet contained a lower level of ALA, whereas the HIGH diet contained n-3 long-chain
PUFAs (C20:5n-3 (eicosapentaenoic acid), C22:5n-3 (docosapentaenoic acid) and DHA). The amount of LA
in the diets accounted for 1.83% of total energy. This LA level is comparable to the level shown to be adequate
to avoid n-6 PUFA deficiency symptoms in rats fed a diet containing 5% lipids (1-1.5% of total energy)?. The
formulations of the mineral and vitamin mixes are detailed in Simon et al.*. All diets were stored at +4 °C until
given to the animals.

At postnatal day 15, all pups were separated from their dams for 4 h. In order to avoid hypothermia, pups’
cages were placed on a heating plate (28 x 20 cm; Gestigkeit, Diisseldorf, Germany) set at 37 °C. After 4 h of
separation, dams were anaesthetized (intraperitoneal injection of ketamine (Imalgene 1000, Virbac, France;
dose: 70 mg/kg in NaCl 0.9%) and xylazine (Rompun 2%, Bayer, Puteaux, France; dose: 14 mg/kg in NaCl 0.9%))
and then injected intraperitoneally with oxytocin (0.1 mL, Intervet, Unterschleissheim, Germany) to stimulate
milk production. To further stimulate milk production and let-down, the females were gently massaged on the
mammary regions. The 10 nipples of each female were aspirated using a Pasteur pipette to isolate a total amount
of 0.5-1 mL of milk per female. Milk samples were snap-frozen and stored at — 80 °C until FA analyses. After
the milking procedure, awake dams and their pups were returned to their home cage.

At weaning, the dams and the female pups were anaesthetized by i.p. injection of ketamine and xylazine
(150 mg/kg and 10 mg/kg bodyweight, respectively) and exsanguinated by decapitation under anaesthesia. The
OM and OB were immediately removed and snap-frozen in liquid nitrogen. They were stored at — 80 °C until
further processing. Males were kept for further studies.

Lipid extraction. Total lipids from olfactory tissues and maternal milk were extracted according to the
Folch procedure®”. Briefly, each sample was homogenized in 10 mL of a mixture of CHCl;/CH;O0H (2:1, v/v) and
mixed with 2 mL of 0.73% NaCl. The homogenized mixture was centrifuged (3,000 rpm, 3 min), and the lower
organic phase was collected and evaporated to dryness under a stream of nitrogen. Total lipids were re-dissolved
in 1 mL of CHCL;/CH;0H 1:1 (v/v) and stored under nitrogen at — 30 °C until further analyses.

Fatty acid composition. FA methyl esters were analysed by gas chromatography-flame ionization detec-
tion as previously described by Le Bon et al.””.

Separation and quantification of phospholipid classes by liquid chromatography coupled to
charged aerosol detector (Corona-CAD). The phosphorus content of the total lipid extracts was deter-
mined according to the method developed by Bartlett and Lewis, 1970%, as described previously®. The samples
were then diluted to the appropriate concentration of 500 pug/mL PLs in CHCl;/CH;0H 1:1 (v/v).

PL classes were first separated by liquid chromatography (LC) under hydrophilic interaction liquid chroma-
tography (HILIC) conditions and then detected usinga CORONA ULTRA RS Charged Aerosol Detector (CCAD,
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Thermo Scientific, USA) to analyse complex lipids in a large range of polarity. Analysis methods including
the detector parameters, instruments, elution gradient and other chromatographic separation conditions were
recently published by Le Bon et al.'’. This method allowed the separation and quantification of PI, PE, PS, PC,
SM and LPC classes from lipid extracts of olfactory tissue samples.

Structural analysis of phospholipids by liquid chromatography coupled to mass spectrom-
etry. Chromatographic separation of phospholipids. PL classes were separated by LC under HILIC condi-
tions using an ACCUCORE HILIC LC column (150x 2.1 mm, 2.6 um, Thermo Scientific, USA), as described
previously'”. High-performance LC (HPLC) separation was achieved using an ULTIMATE 3,000 LC pump
equipped with a dual-gradient pump and an ULTIMATE 3,000 Autosampler from Thermo Scientific (USA).
The mobile phase consisted of (A) ACN/H,0O (95:5, v/v) containing 5 mM ammonium acetate and (B) ACN/
H,O (50:50, v/v) containing 10 mM ammonium acetate. The solvent-gradient system of the analytical pump was
as follows: 0 min 100% A, 1 min 95% A, 20 min 80% A, 23 min 65% A, 24 min 100% A and 24-39 min 100%
A. The flow rate was 800 uL/min, the injection volume was 10 uL, and the column was maintained at 40 °C. The
flow from LC was split using an analytical fixed flow splitter (split ratio =1:1, post-column) from Analytical Sci-
entific Instruments (El Sobrante, CA, USA). The liquid chromatography system was controlled by STANDARD
INSTRUMENT INTEGRATION (SII) software based on Dionex Chromeleon TN 7.

Characterization of phospholipid species. The ORBITRAP FUSION TRIBRID mass spectrometer (Thermo
Scientific, USA) was used for high-resolution analyses to identify phospholipid molecular species in olfactory
tissues, as described previously®. This instrument was equipped with an EASY-MAX NG Ion Source (Heated
Electrospray Ionization H-ESI) and was controlled by XCALIBUR 4.1 software. Positive and negative ions were
monitored alternatively by switching the polarity approach with a spray voltage set to 3,500 V in positive and
negative ion modes. The ORBITRAP mass analyser was used to obtain all mass spectra in full scan mode with
the normal mass range and a target resolution of 240,000 (FWHM at m/z 200). A dynamic exclusion filter was
applied with an exclusion duration of 15 s and a mass tolerance of 5 ppm. For tandem mass spectrometry (MS/
MS) analyses, data-dependent mode was used for the characterization of PL species. Precursor isolation was
performed in the quadrupole analyser with an isolation width of m/z 1.6. Higher-energy collisional dissociation
(HCD) was employed for the fragmentation of PL species with an optimized stepped collision energy of 30%
(+ 5%). The linear ion trap was used to acquire spectra for fragment ions in data-dependent mode. The auto-
matic gain control target was set to 2.10* with a maximum injection time of 50 ms. The identification of all PL
species was performed using the high-accuracy data and the information collected from fragmentation spectra
with the help of LIPIDSEARCH software (version 4.1.16) and the LIPID MAPS database.

Quantification of phospholipid species. Samples were diluted to the appropriate concentration of 25 pug/mL PLs
in CHCL;/CH;0H (1:1, v/v) for analysis. The LC system under HILIC conditions was coupled to a triple quad-
rupole mass spectrometer (Thermo Finnigan TSQ Quantum) equipped with a standard electrospray ionization
source to quantify phospholipid molecular species. Specific acquisition methods in positive and negative ion
modes were optimized and used according to the studied compounds. PC, PIsC and SM species were quantified
in positive ion mode by precursor ion scanning of #/z 184 amu, which corresponds to the choline head group.
PE species lose their ethanolamine phosphate head group as a neutral fragment of 141 Da. Therefore, neutral loss
scanning of 141 Da in positive ion mode was used for the selective detection and quantification of PE. Similarly,
PS species lose their serine-phosphate head group as a neutral fragment of 185 Da. Therefore, neutral loss scan-
ning of 185 Da in positive ion mode was used to quantify PS compounds. PI species show in negative ion mode
a fragment at m/z 241 amu identified as inositol phosphate minus one molecule of H,O. This fragment was used
for precursor ion scanning to quantify these compounds. The quantification of PISE was performed in negative
ionization mode by multiple reaction monitoring (MRM) of the parent/fragment transition for each selected
plasmalogen. The data were processed using XCALIBUR software. In addition, corrections were applied to the
data for isotopic overlap. More details about the electrospray source parameters and mass spectrometer methods
are available in Le Bon et al."’.

Statistical analyses. Values are expressed as the mean + standard error of the mean (S.E.M.). Statistical
analyses were carried out using STATISTICA 12.0 (StatSoft, Inc.). The non-parametric Mann-Whitney U test
was used to perform comparisons between the control group and the experimental groups. Differences were
considered significant at p <0.05. Heat maps were generated using XLSTAT (Addinsoft).
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b. Progéniture male

Des travaux menés chez I’Homme et les rongeurs ont montré que les teneurs en AG dans le
plasma et les tissus peuvent varier en fonction du genre (Childs et al., 2008; Lohner ef al.,
2013). Ainsi, la teneur plasmatique en DHA est plus importante chez les individus de genre
féminin et ce, quel que soit le régime alimentaire. Plusieurs mécanismes ont €ét¢ avancés pour
expliquer cette différence : une activité de f-oxydation plus importante chez les individus de
genre féminin, une différence dans la composition et la mobilisation des AGPI a partir du tissu
adipeux, I’influence des hormones sexuelles sur le métabolisme des AG. Des analyses conduites
chez la femme et les rats femelles ont montré que les cestrogénes stimulent 1’activité des en-

zymes impliquées dans la synthése des AGPI tandis que la testostérone 1’inhibe.

Nous avons donc également analysé I’impact des régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-

3 sur le profil en AG de la MO des souriceaux males agés de 3 semaines.

- Résultats

» Effets des régimes chez les souriceaux males

Comparés au groupe CON, les régimes LOW et HIGH modifient la teneur en AGPI n-3 et n-6
de la MO (Tableau 6). Dans la MO des souriceaux LOW, la teneur en AGPI n-6 est fortement
augmentée (+46%) tandis que la teneur en AGPI n-3 diminue de 62%. La MO du groupe LOW
contient davantage de 20:2n-6 (+25%), 20:4n-6 (+32%), 22:4n-6 (x 1.8) et 22:5n-6 (x 9) et
moins de 18:3n-3 (-58%), 20:5n-3 (-74%), 22:5n-3 (-72%) et 22:6n-3 (-60%) que la MO du
groupe CON. Le régime HIGH modifie également le profil des AG de la MO des souriceaux
males. La teneur totale en AGPI n-6 est diminuée de 10% tandis que celle en AGPI n-3 est
augmentée de 22%. On observe une diminution du 20:4n-6 (-19%), 22:4n-6 (-36%) et du 22:5n-
6 (-74%) et, de maniére surprenante, une augmentation du 18:2n-6 (+30%), du 20:2n-6 (+14%),
du 20:3n-6 (15%). Les teneurs en 20:5n-3, 22:5n-3 et 22:6n-3 sont augmentées respectivement
par un facteur 2,4, 1,7 et 1,13. Le régime HIGH augmente également la teneur en 14:0 (+ 47%)

et diminue la teneur en 15:0 (-12%), 18:1t (-22%), 16:1n-9 (-22%), 20:3n-9 (-36%). Enfin,
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compar¢ au groupe CON, le ratio n-6/n-3 augmente dans le groupe LOW (x 4) et diminue dans

le groupe HIGH (-26%).

Les régimes LOW et HIGH ne modifient pas les teneurs totales en AG saturés, AG mono-

insaturés, AGPI et diméthyl acétals (DMA) de la MO de la progéniture male.
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Tableau 6 : Profil des acides gras de la muqueuse olfactive de souriceaux males agés de 3 semaines,

nés de meéres sous régimes CON, LOW ou HIGH depuis la conception (n=6 souris/groupe). Les données

représentent les moyennes + e.s.m. Le test non paramétrique de Mann Whitney a été utilisé pour com-

parer les données des groupes LOW et HIGH a celles du groupe CON. * p < 0,05.

5;:?}?31‘;? FA) Male offspring’ olfactory mucosa
CON LOW HIGH

14:0 0,63 + 0,07 0,82 + 0,11 093 + 0,11
15:0 0,11 + 0,00 0,09 + 0,00 0,09* + 0,00
dmal6:0 387 + 0,04 3,80 + 0,10 3,776 = 0,07
16:0 2470 + 0,23 2336 =+ 0,39 23,62 + 0,40
16:1n-9 0,56 + 0,01 0,54 + 0,01 0,44* + 0,01
16:1n-7 095 + 0,06 093 + 0,16 1,20 + 0,15
17:0 0,14 + 0,00 0,13 + 0,00 0,14 + 0,00
dmal8:0 091 + 0,03 095 + 0,02 0,96 =+ 0,02
dmal8:1n-9 0,57 + 0,02 0,60 + 0,02 0,56 + 0,02
dmal8:1n-7 024 + 0,02 027 + 0,02 025 + 0,02
18:0 16,44 + 0,25 16,25 + 0,23 16,09 =+ 0,36
18:1t 0,07 + 0,00 0,06 + 0,00 0,05 + 0,00
18:1n-9 13,29 + 0,21 13,01 + 0,33 13,57 + 0,24
18:1n-7 2,79 + 0,06 2,81 + 0,04 2,64 + 0,04
18:2n-6 367 + 0,19 340 + 0,19 4,80 =+ 0,08
20:0 0,16 + 0,01 0,16 + 0,01 0,17 = 0,01
18:3n-6 0,10 + 0,00 0,09 + 0,00 0,10 + 0,00
20:1n-9 047 + 0,11 041 + 0,05 0,60 + 0,09
18:3n-3 0,04 + 0,01 0,02* + 0,00 0,06 + 0,01
20:1n-7 0,07 =+ 0,01 0,06 + 0,01 0,07 =+ 0,01
20:2n-6 0,29 + 0,02 0,36* =+ 0,02 0,33 + 0,01
20:3n-9 038 + 0,02 0,39 £+ 0,02 0,24* + 0,01
22:0 0,13 + 0,02 0,17 + 0,03 0,19 + 0,03
20:3n-6 1,33 + 0,03 1,34 + 0,06 1,53* + 0,03
22:1n-9 0,14 + 0,01 0,13* + 0,01 0,13 + 0,01
20:4n-6 1322 + 0,17 17,53* + 0,43 10,74* + 0,21
20:5n-3 0,55 + 0,02 0,15 + 0,00 1,35 £+ 0,05
24:0 0,20 + 0,01 0,19 + 0,01 022 + 0,02
24:1n-9 0,25 + 0,02 0,27 + 0,02 0,27 + 0,03
22:4n-6 1,29 + 0,03 2,35 + 0,13 0,82% + 0,03
22:5n-6 0,52 + 0,03 4,73* £+ 0,26 0,14* + 0,00
22:5n-3 0,57 £+ 0,02 0,16* + 0,01 1,00 =+ 0,04
22:6n-3 11,38 + 0,19 4,51 + 0,35 12,94 + 041
SFAs 4252 + 041 41,12 £+ 0,52 4145 + 0,53
MUFASs 18,57 + 0,33 1821 =+ 0,58 1896 =+ 047
PUFAs 33,33 + 049 3501 =+ 0,58 3405 + 0,71
DMAs 5,59 + 0,09 5,62 + 0,09 5,53 + 0,08
Total n-6 PUFAs 2041 =+ 0,33 29,79* + 0,84 18,45* + 0,25
Total n-3 PUFAs 12,54 + 0,21 483* =+ 034 15,36 + 0,47
n-6 : n-3 ratio 1,63 =+ 0,02 6,38 =+ 0,61 1,20 + 0,02

SFAs : Saturated fatty acids, MUFAs : monosaturated fatty acids, PUFAs :

dimethyl acetals

polyunsaturated fatty acids, DMAs :
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» Comparaison des résultats obtenus chez les souriceaux males et femelles

Les analyses d’AG montrent que les régimes maternels LOW et HIGH modifient la composi-
tion lipidique de la MO des souriceaux males et femelles agés de 3 semaines. Nous avons com-

par¢é les données obtenues afin d’identifier les différences entre les 2 sexes.

En ce qui concerne les AGS, on observe que la teneur totale de ces AG est significativement
plus ¢élevée dans la MO des males LOW (+24%) et HIGH (+24%) que dans la MO des femelles
LOW et HIGH (Tableau 7). Les acides myristique (14:0), pentadécyclique (15:0) et palmitique
(16:0) sont les AGS les plus affectés (respectivement x 6.8, x 1.5 et x 1.6 chez les males des
groupes LOW et HIGH, par rapport aux teneurs de ces AGS des MO femelles). La teneur en
acide arachidique (20:0) est quant a elle diminuée chez les males des groupes CON (-45%) et
LOW (-25%) mais pas chez les males du groupe HIGH.

En ce qui concerne les AGPI, les régimes LOW et HIGH induisent des effets similaires dans la
MO de la progéniture male et femelle, c’est-a-dire une augmentation des AGPI n-6 et des AGPI
n-3 chez les souris des groupes LOW et HIGH, respectivement. Toutefois, chez les males, la
modulation de ces AGPI par les régimes LOW et HIGH est moins marquée (par rapport au
groupe CON, +46% d’AGPI n-6 et +22% d’AGPI n-3 dans les groupes LOW et HIGH males,
respectivement) que chez les femelles (par rapport au groupe CON, +74% d’ AGPI n-6 et +88%
d’AGPI n-3 dans les groupes LOW et HIGH femelles, respectivement). Cet effet peut €tre as-
soci¢ a I’augmentation de la teneur en AGPI totaux observée chez les femelles des groupes

LOW et HIGH.

Lorsque I’on examine plus en détail les différents AGPI, on observe que les teneurs en AA,
DPA n-6, ALA, DPA n-3 et DHA sont plus faibles chez les males des groupes LOW et HIGH
que chez les femelles. On note également une concentration moins importante d’ALA dans la

MO des males du groupe CON.
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Tableau 7 : Profil des acides gras de la muqueuse olfactive de souriceaux femelles et males agés de 3
semaines, nés de meres sous régimes CON, LOW ou HIGH depuis la conception (n=6 souris/groupe).
Les données représentent les moyennes + e.s.m. Le test non paramétrique de Mann Whitney a été utilisé

pour comparer les données des groupes femelles a celles des groupes males ayant re¢u le méme régime.

* p < 0,05.
Fatty acids Female offspring’ olfactory mucosa Male offspring’ olfactory mucosa
CON LOW HIGH CON LOW HIGH

14:00 049 + 0.07 0.12 £ 0.02 0.08 £ 0.02 0,63 + 0,07 0,82* + 0,11 0,93* £ 0,11
15:00 0.11 = 0.01 0.06 + 0.01 0.06 + 0.01 0,11 + 0,00 0,09* + 0,00 0,10* = 0,00
dmal6:0 360 £ 0.14 3.02 + 0.07 3.10 + 0.12 3,87 + 0,04 3,80* + 0,10 3,76* + 0,07
16:00 22.63 + 0.48 14.05 + 0.46 1455 + 0.5l 24,70* + 0,23 23,36* + 0,39 23,62* + 0,40
16:1n-9 042 + 0.02 027 + 0.01 025 + 0.01 0,56* + 0,01 0,54* + 0,01 0,44* = 0,01
16:1n-7 0.68 + 0.07 0.37 + 0.01 043 + 0.02 0,95 + 0,06 093* = 0,16 1,20 + 0,15
17:00 0.13 + 0.01 0.11 £ 0.01 0.11 £ 0.00 0,14 + 0,00 0,13* + 0,00 0,14* = 0,00
dmal8:0 1.17 + 0.11 125 + 0.02 127 + 0.03 0,91* + 0,03 0,95*% = 0,02 096 + 0,02
dmal8:1n-9 0.70 + 0.06 0.71 £ 0.01 0.73 + 0.04 0,57* + 0,02 0,60* = 0,02 0,56* + 0,02
dmal8:1n-7 033 + 0.01 036 + 0.01 034 + 0.01 0,24* + 0,02 0,27% + 0,02 025% + 0,02
18:00 1832 + 098 1842 + 0.39 18.07 + 0.61 16,44 + 025 16,25%* + 0,23 16,09 + 0,36
18:1t 0.09 + 0.04 0.06 £ 0.00 0.04 £ 0.00 0,07 += 0,00 0,06 + 0,00 0,05 + 0,00
18:1n-9 1272 + 026 1233 + 0.21 1230 + 0.34 13,29 £ 0,21 13,01 + 0,33 13,57 + 0,24
18:1n-7 276 + 024 299 + 0.06 2.87 £ 0.09 2,79 £ 0,06 281 = 0,04 2,64% + 0,04
18:2n-6 426 + 040 3.61 £ 0.14 454 + 0.22 3,67 + 0,19 340 = 0,19 4,80 + 0,08
20:00 029 + 0.03 0.20 + 0.01 0.18 £ 0.00 0,16* + 0,01 0,16* = 0,01 0,17 + 0,01
18:3n-6 0.12 = 0.01 0.09 £ 0.01 0.11 £ 0.00 0,10* =+ 0,00 0,09 + 0,00 0,10* + 0,00
20:1n-9 048 + 0.06 0.68 + 0.12 0.52 + 0.06 0,47 + 0,11 0,41* + 0,05 0,60 + 0,09
18:3n-3 0.16 + 0.01 0.11 = 0.01 0.14 = 0.01 0,04* + 0,01 0,02* = 0,00 0,06~ + 0,01
20:1n-7 nd + 0.0 nd £ 0.0 nd £ 0.0 0,07* + 0,01 0,06* + 0,01 0,07 + 0,01
20:2n-6 033 + 0.04 042 + 0.02 034 = 0.01 0,29 + 0,02 0,36 + 0,02 0,33 + 0,01
20:3n-9 037 + 0.06 0.54 + 0.07 031 = 0.01 0,38 + 0,02 039 + 0,02 0,24* + 0,01
22:00 036 + 0.06 0.15 = 0.01 0.16 = 0.01 0,13* + 0,02 0,17 + 0,03 0,19 + 0,03
20:3n-6 142 + 0.04 1.68 + 0.07 1.82 = 0.05 1,33 £ 0,03 1,34* £ 0,06 1,53* = 0,03
22:1n-9 147 + 0.14 1.78 + 0.08 1.96 = 0.31 0,14* + 0,01 0,13* + 0,01 0,13* + 0,01
20:4n-6 12.81 + 037 21.17 £ 038 1328 + 0.23 13,22 £ 0,17 17,53* + 043 10,74* + 0,21
20:5n-3 0.54 + 0.03 0.19 £ 0.01 1.89 + 0.09 0,55 + 0,02 0,15 + 0,00 1,35%* = 0,05
24:00 0.56 + 0.15 0.18 £ 0.01 0.26 + 0.02 0,20* + 0,01 0,19 + 0,01 0,22 + 0,02
24:1n-9 0.70 + 0.08 029 + 0.02 029 = 0.01 0,25* + 0,02 0,27 + 0,02 0,27 + 0,03
22:4n-6 1.17 + 0.04 275 + 0.05 1.02 + 0.03 1,29 + 0,03 2,35 + 0,13 0,82* + 0,03
22:5n-6 045 + 0.03 594 + 0.19 020 = 0.01 0,52 + 0,03 4,73* + 026 0,14* = 0,00
22:5n-3 0.55 + 0.02 020 + 0.00 1.18 + 0.04 0,57 + 0,02 0,16* + 0,01 1,00 = 0,04
22:6n-3 9.84 + 0.67 593 + 029 17.61 + 1.09 11,38 + 0,19 4,51* + 0,35 12,94 + 0,41
SFAs 42.88 + 096 3328 + 0.86 3346 + 0.71 42,52 + 041 41,12* + 0,52 4145% + 0,53
MUFAs 19.32 + 0.51 18.76 + 0.37 18.65 + 0.56 18,57 £ 0,33 1821 + 0,58 1896 + 0,47
PUFAs 3201 + 1.13 42.62 + 0.89 4244 + 1.24 33,33 + 0,49 35,01* = 0,58 34,05* + 0,71
DMAs 580 + 0.13 534 + 0.07 544 + 0.17 5,59 = 0,09 5,62 + 0,09 5,53 + 0,08
gg?kgﬁ 20.56 + 0.60 35.66 + 0.70 2131 =+ 0.18 20,41 + 0,33 29,79* + 0,84 1845* + 0,25
lT,;’Jt;L's"3 1108 + 069 642 + 030 2082 = 1.16 12,54 + 021 4,83* = 034 1536% + 047
n-6/n-3 ratio 1.88 + 0.08 5.60 + 023 1.04 + 0.06 1,63 + 0,02 6,38 + 0,61 1,20* + 0,02

SFAs : Saturated fatty acids, MUFAs : monosaturated fatty acids, PUFAs : polyunsaturated fatty acids, DMAs :

dimethyl acetals, n.d : not detected
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- Interprétation

Ces ¢études démontrent que les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 administrés pendant la pé-
riode périnatale modifient la composition en AG de la MO de la progéniture male et femelle.

Chez les deux sexes, on observe des effets globalement similaires mais des différences existent.

La MO des males appartenant aux groupes LOW et HIGH se distingue par une teneur plus
¢levée en AGS et une teneur plus faible en AGPI par rapport a la MO de la progéniture femelle.
Les principaux AGPI affectés sont, pour la série n-6, ’AA et le DPA n-6 et pour la série n-3,
I’EPA, le DPA n-3 et le DHA. Ces données sont en accord avec la littérature. En effet, plusieurs
études réalisées chez les rongeurs ont montré que la teneur en DHA dans le foie et le plasma
est plus importante chez les rats femelles que chez les rats males et ce, quel que soit le régime
alimentaire (Childs et al., 2008). Comme évoqué plus haut, cette différence pourrait étre due a
I’influence des hormones sexuelles sur les enzymes impliquées dans la synthése des AGPI-LC
ou a des efficacités de B-oxydation, de stockage et de mobilisation des AGPI-LC différentes en

fonction du sexe.

Cependant, on observe dans notre ¢tude que les teneurs en AGPI, et notamment en DHA, des
MO des souriceaux males et femelles du groupe CON sont équivalentes. Ceci parait surprenant,
d’autant plus que la teneur en ALA est nettement plus faible dans la MO des souris males. On
peut émettre [’hypotheése qu’un régime alimentaire équilibré pourrait contribuer a réduire les
variations entre sexe, contrairement aux régimes LOW et HIGH qui modulent différemment la

composition en AG de la MO en fonction du genre.

En conclusion, pour s’affranchir de I’effet éventuel du genre sur la teneur en AGPI dans les
tissus olfactifs, nous avons fait le choix de poursuivre nos ¢tudes uniquement sur des individus

males.
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2. Impact des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur les capacités olfactives des

souriceaux

Plusieurs types de tests sont disponibles pour évaluer les capacités de détection olfactive chez
les rongeurs : les tests qui permettent d’étudier I’activité spontanée de I’animal lors d’une sti-
mulation olfactive et les tests qui nécessitent un entrainement préalable pour reconnaitre des

odeurs.

La premicre catégorie de test est relativement simple a mettre en ceuvre. La réussite et les ré-
sultats du test reposent également sur la curiosité et la motivation de I’animal a explorer de
nouvelles odeurs (Zou et al., 2015). Un autre ¢lément a prendre en compte pour la réussite du
test est la familiarisation de I’animal avec le protocole expérimental (cage, dispositif expéri-
mental, piece) afin que la réponse mesurée ne soit pas une réponse de I’animal a la présentation

ou découverte d’un nouvel environnement.

Plusieurs tests nécessitant un apprentissage ont été mis au point, comme le test go/no-go au
cours duquel les animaux vont adapter leur comportement en fonction de I’odeur sentie (Fre-
derick et al., 2011). Nous avons fait le choix de ne pas utiliser de test olfactif nécessitant une
phase d’apprentissage longue afin de pouvoir tester les capacités olfactives des animaux des

leur plus jeune age (3 semaines).

Parmi les tests permettant d’évaluer I’activité olfactive spontanée, deux dispositifs expérimen-
taux peuvent étre mis en ceuvre assez facilement : une planche a trou sous laquelle est placée
une source odorante et le test de flairage par pléthysmographie (Mandairon et al., 2009; He-
goburu ef al., 2011). Le test de la planche a trou permet d’évaluer le temps d’exploration de
I’animal en présence d’une source odorante par rapport & une source non odorante. Le test de
flairage par pléthysmographie permet quant a lui, d’enregistrer la respiration de I’animal basée

sur son réflexe naturel de flairage apres la détection d’une odeur.

Pour la bonne réalisation du test de la planche a trou, une participation active de I’animal est
nécessaire. Etant donné le jeune age des souriceaux (3 semaines), nous avons choisi de réaliser
le test de flairage par pléthysmographie. Ce test est moins anxiogéne que celui de la planche a
trou et il présente également I’avantage de ne pas nécessiter un niveau ¢levé de motivation pour

détecter une stimulation odorante.
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a. Matériels et Méthodes

- Dispositif expérimental du test de flairage par pléthysmographie

Le dispositif expérimental utilisé dans cette étude a été adapté des travaux de Hegoburu et col-
laborateurs (Hegoburu et al., 2011). Le pléthysmographe (Emka Technologies, France) est
compos¢ de deux compartiments : la chambre de 1’animal et la chambre de référence (Figure
30). Les parois de la chambre de I’animal contiennent des ports dont un est reli¢ par un tube a
un flacon contenant une solution odorante ou de I’eau distillée. La présence d’une valve au
niveau du tube permet de dévier le flux d’air entrant et de faire pénétrer dans la chambre de
I’air qui est au contact de la solution odorante. Les variations de pression induites par la respi-
ration de I’animal sont mesurées grace a un capteur différentiel de pression. Le signal enregistré
est ensuite amplifié puis enregistré par le logiciel Axoscope (Axon Instruments, fréquence

d’échantillonnage = 1 kHz).

Chambre de
référence
Chambre de
["animal
Solution 5 d
odorante apteu.r e

pression

) Pompe de
———

) ventilation

Figure 30 : Enregistrement de ’activité respiratoire des souris en réponse a des stimulations odorantes

a I’aide d’un pléthysmographe. D’aprés Merle, 2018.
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- Déroulement du test

La veille du test, chaque souris est introduite dans le pléthysmographe pendant 10 minutes et
laissée libre dans la chambre. Pour accoutumer les animaux au flux d’air entrant, 6 a 10 stimu-
lations (ouverture de valve) sont effectuées a partir d’un flacon contenant de 1’eau distillée.
Chaque stimulation dure 20 secondes et un laps de temps d’environ une minute est appliqué

entre 2 stimulations.

Le jour du test, chaque souris est déposée dans la chambre de mesure et dispose de 5 minutes
pour s’acclimater au dispositif expérimental. Avant de stimuler la souris avec une solution odo-
rante, la respiration basale de la souris est enregistrée pendant 30 secondes. L’enregistrement
de cette activité respiratoire basale est réalisé aprés s’étre assuré que la souris est en état de
repos, sans comportement de flairage excessif di a I’exploration de la chambre. La premicre
¢tape du test commence par une phase d’habituation au cours de laquelle la souris regoit 3 a 6
stimulations d’une solution non odorante (eau distillée) afin de I’habituer au flux d’air entrant,

puis la souris regoit 2 stimulations successives de la solution odorante.

Pour réaliser ce test, nous avons choisi d’utiliser le PEA qui est considéré comme une odeur
attractive pour la souris (Root et al., 2014) . 1l a été démontré que les souris passent plus de
temps a investiguer une source odorante si celle-ci est percue comme plaisante par rapport a
une odeur considérée comme moins plaisante (Kobayakawa et al., 2007; Mandairon et al.,
2009). Trois concentrations de PEA (10°M, 10* M et 10°M) ont été testées afin d’établir les
seuils de détection des souris des 3 groupes expérimentaux (CON, LOW et HIGH).

- Traitement du signal et extraction des données

Les enregistrements ont été analysés grace a des routines écrites sous Matlab (Merle et al.,
2019). Les cycles respiratoires des souris ont €té¢ définis par les périodes de respiration basale

et les périodes de stimulation odorante.

Nous avons analysé les signaux de la période de stimulation odorante et ceux de la période de
respiration basale enregistrés en amont. Deux parametres ont ét€ mesurés sur chacune des pé-

riodes (Figure 31) :
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- La fréquence respiratoire, définie comme le nombre moyen de cycles respiratoires par unité

de temps (exprimée en Hz).

- L’amplitude inspiratoire correspondant a la hauteur moyenne des pics d’inspiration (exprimée

en unités arbitraires).
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Figure 31 : Etapes de traitement des signaux obtenus par pléthysmographie. A : Signal brut. B : Signal

filtré permettant de mettre en évidence les inspirations (pics vers le haut) et les expirations (pics vers le

bas) par rapport a une ligne de base dont I’ordonnée est égale a zéro. C : Les point rouges identifient le

maximum des inspirations effectué

es par la souris. La distance entre chaque point rouge définit un

cycle respiratoire composé¢ d’une inspiration et d’une expiration. D’apres Merle, 2018

Il a été montré que ces deux parametres fluctuent en fonction du comportement de 1’animal

(Hegoburu et al., 2011). En effet, la fréquence respiratoire de I’animal varie entre les phases de

repos et d’exploration (2 + 0,4 Hz et 9,1 = 0,1 Hz respectivement). Chez le rongeur, I’amplitude
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d’inspiration, quant a elle, est ¢galement modulée par la présentation d’une odeur (Youngen-

tob, 2005; Wesson et al., 2008).

Les résultats obtenus sont présentés sous la forme d’un indice de flairage qui est calculé en
intégrant les deux parametres choisis (fréquence et amplitude) pendant la respiration basale et
la stimulation odorante (PEA). Cet indice correspond a un z-score qui est utilisé pour normaliser
les résultats d’études de phénotypage comportemental (Guilloux et al., 2011). Ainsi, pour les
mesures d’amplitude et de fréquence, les données brutes sont transformées par la formule : z =
((x-p)/o) ou x représente la donnée brute mesurée (amplitude ou fréquence), u la moyenne et o
I’écart-type de la condition de référence, c’est-a-dire la condition « respiration basale » du
groupe CON. L’indice de flairage est ensuite calculé en réalisant la moyenne des deux z-scores

(« z-fréquence » et « z-amplitude »).

- Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + s.e.m. L’analyse statistique des données
a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism version 7. Une ANOVA a 2 facteurs (con-

centration, régime) sur mesures répétées suivie de tests post hoc de Bonferonni.

Ces expériences ont ¢té réalisées par Laétitia Merle, alors doctorante dans notre équipe.

b. Résultats

Ce test a été mis en ceuvre pour évaluer le comportement de flairage en présence de PEA chez

les souriceaux des groupes CON, LOW et HIGH. Le groupe CON a été utilisé comme groupe

de référence pour calculer les indices de flairage (Figure 32).
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Figure 32 : Index de flairage des souris F1 males agées de 3 semaines, stimulées par le phényléthyl
alcool (PEA). Pré stim : indice de flairage avant la présentation du PEA ; stim : indice de flairage en
présence de PEA. ncon = 10 souris, now = 13 souris, nuiga = 12 souris. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <

0.001 (ANOVA a 2 facteurs sur mesures répétées suivie de tests post-hoc de Bonferroni).

Dans un premier temps, nous avons vérifi¢ qu’une stimulation non odorante (eau distillée)
n’augmente pas 1’activité respiratoire des 3 groupes d’animaux lors de la phase d’habituation

(effet temps : F(1,32) = 3,167, p = 0,057) (Figure 32A).

Nous avons également vérifié que les parametres de respiration basale (mesurés avant toute
stimulation odorante) ne sont pas significativement différents entre les groupes CON, LOW et
HIGH (effet groupe : F(2,32) = 3,15, p = 0,056 pour la stimulation a 1’eau distillée ; F(2,32) =
1,841, p=0,17), pour la stimulation avec du PEA a 10°M ; F(2,32) = 1,391, p = 0,264 pour la
stimulation avec du PEA 410*M ; F(2.32) = 2.006, p = 0.151 pour la stimulation avec du PEA
a 10 M) (Figures 32B,C et D)).
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Lors de la présentation du PEA a 10°M (Figure 32 B), les souriceaux du groupes CON et
HIGH augmentent leur flairage en réponse a la stimulation (effet temps : F (1,32) = 33,41, p <
0,001 ; tests post-hoc période basale vs stimulation odorante : CON : t =2,878, p < 0,05, LOW
:1=2,325,p> 0,05, HIGH : t = 4,828, p < 0,001). Ces résultats signifient que les souriceaux
du groupe CON et HIGH détectent le PEA a cette concentration. Par contre, les souriceaux du
groupe LOW ne modifient pas leur flairage, ce qui indique que ces animaux ne pergoivent pas
I’odeur de PEA. Lors de la stimulation avec 10* M de PEA, les souriceaux LOW modifient a
leur tour leur flairage, signifiant que les souriceaux LOW détectent la présence de PEA a cette
concentration tout comme les animaux des groupes CON et HIGH (Figure 32C). A la concen-
tration de 10~ M, les souriceaux CON, LOW et HIGH pergoivent tous la présence de PEA
(Figure 32 D) (effet temps : F(1.32) = 80,97, p < 0.001 ; tests post-hoc période basale vs sti-
mulation odorante : CON : t=2,823, p <0,05, LOW : t=5.501, p> 0,001, HIGH : t = 7.525,
p <0,001).

Cette étude met en évidence que le seuil de détection du PEA des souriceaux nés de meres
exposées au régime LOW est plus élevé que celui des animaux du groupe controle : ils détectent
la présence de PEA a une concentration 10 fois supérieure a celle des souriceaux CON. Ce
résultat suggeére qu’un régime maternel déficient en AGPI n-3 altére la perception olfactive des

souriceaux agés de 3 semaines.

Afin d’évaluer si cette perturbation olfactive résulte de modifications physiologiques au niveau
du systéme olfactif périphérique, nous avons étudié¢ les réponses électrophysiologiques de la
MO a des odorants en réalisant des enregistrements d’électro-olfactogrammes. Nous avons éga-
lement analysé 1I’impact des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur I’expression de geénes im-
pliqués dans différents mécanismes cellulaires, notamment la cascade de transduction du signal

olfactif.
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3. Impact des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur la sensibilité de la mu-

queuse olfactive

Des enregistrements d’¢électro-olfactogrammes (EOG) ont été réalisés sur les MO des petits F1
males agés de 3 semaines afin de rechercher si les régimes LOW et HIGH ont un impact sur la

réponse des neurones olfactifs aux odorants.

Cette méthode consiste a enregistrer 1’activité électrique extracellulaire de 1’épithélium olfactif
en réponse a une stimulation odorante. L’activité électrique enregistrée correspond a la somme
des potentiels générateurs d’une population de neurones olfactifs activés par un odorant. Cette
technique mesure donc la réponse globale d’une population de neurones olfactifs présents a
proximité de I’¢lectrode d’enregistrement. L’amplitude de la réponse varie en fonction de la
concentration du stimulus et refléte a la fois le nombre de neurones activés mais aussi la réponse

individuelle des neurones activés en réponse a ce stimulus.

a. Matériels et Méthodes

- Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental d’enregistrement d’EOG utilisé au laboratoire est similaire a celui

mis en oeuvre par Cygnar et al. (Cygnar et al., 2010) (Figure 33).

picospritzer

Figure 33 : Systeme d’enregistrement d’électro-olfactogrammes (EOG). D’apres Cygnar et al., 2010.
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Le poste ’EOG comprend :

» Une chambre d’enregistrement placée sous une loupe binoculaire afin de po-

sitionner I’hémi-téte correctement.

» Un flux constant d’air humidifié (~1L/min) délivré a 2 cm du tissu via un
tube en téflon ; une pipette Pasteur en verre contenant un papier filtre impré-
gné de solution odorante (10 pL) est insérée dans le tube en téflon. Le stimu-

lus est déclenché sous I’impulsion d’une picopompe.

» Une électrode de référence positionnée sur le BO, composée d’un fil d’argent
préalablement chloruré et recouverte d’une fine pellicule de gel conducteur

(Signagel, Parker Lab.).

» Une électrode d’enregistrement positionnée sur la MO, constituée ¢galement
d’un fil d’argent chloruré et disposée dans une micropipette de verre préala-
blement remplie avec une solution saline, composée de : 45 mM de KCl, 20
mM de KC2H302, 55 mM de NaCH3S04, 1 mM de MgSO4, 5 mM de
CaCl2, 10 mM d’HEPES, 11 mM de glucose, 50 mM de mannitol. Le pH de
cette solution est ajusté a 7,4 et I’osmolarité¢ a 350 mOsm par ajout de man-

nitol.

» Un amplificateur (Axoclamp 200B, Axon Instruments) en configuration cur-

rent-clamp 1= 0.

» Un convertisseur (Digidata 1440, Axon Instruments) permettant de convertir
le signal analogique en signal numérique avec une fréquence d’échantillon-

nage de 1 kHz et un filtre passe bas a 300Hz.

» Un ordinateur équipé du logiciel Axoscope (Axon Instruments, Molecular

Devices).

- Préparation des odorants

Pour réaliser ce test fonctionnel, deux odorants, le phényléthyl alcool (PEA) et I’acétophénone

(ACE) ont été utilisés (Figure 34). A priori, les odeurs de ces 2 molécules sont pergues sans
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connotation alimentaire par les souris. Ces deux odorants sont décrits comme ayant une odeur
florale pour ’'Homme (“The Good Scents Company,” ). Le PEA posséde une odeur de rose et
I’ACE posseéde une odeur d’amande amére. Avant chaque expérience, les solutions odorantes
de concentrations allant de 10" M a 10°® M sont préparées dans de I’eau distillée a partir d’une

solution stock de chaque odorant a 0.5 M dans du diméthylsulfoxide (DMSO).

OH
CHj

Phénylethylalcool (C4H,,0) Acétophénone (C;H,COCH ;)

Figure 34 : Structures du phényléthylalcool (PEA) et de I’acétophénone (ACE).

- Préparation du tissu et enregistrement

Apres anesthésie a 1’aide d’un mélange kétamine/xylazine (respectivement 150 mg/kg p.c. et
10 mg/kg p.c.), les souris sont sacrifiées par décapitation. Une section de la téte au niveau de la
cloison septale permet d’obtenir deux hémi-tétes dévoilant les cornets olfactifs de chaque coté.
Apres s’€tre assuré que 1’épithélium olfactif est intact, I’hémi-téte est déposée dans la chambre
d’enregistrement. Le flux d’air et les électrodes sont ensuite positionnés sur le set-up. Les pi-
pettes Pasteur contenant les papiers filtres imprégnés par les différentes concentrations des odo-
rants sont préparées. Les enregistrements sont réalisés en positionnant I’¢électrode d’enregistre-
ment au niveau du cornet I1I. Les stimulations sont réalisées en propulsant de I’air (200 ms a 1
psi) a I’intérieur de la pipette Pasteur. Dans un premier temps, une stimulation avec une pipette
Pasteur contenant un papier filtre imprégné d’eau distillée est réalisée pour mesurer la réponse
mécanique de la MO en I’absence d’odorant. On stimule ensuite la MO avec les solutions de
concentrations croissantes de PEA et d’ACE. Chaque stimulation est séparée par un laps de

temps d’une minute. De nouvelles pipettes Pasteur sont préparées pour chaque individu.
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- Analyse des résultats
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Figure 35 : Schéma présentant les parameétres extraits des enregistrements d’EOG. D’apres Merle,
2018

Les enregistrements obtenus sont analysés grace a des routines €crites sous Matlab. Les algo-

rithmes mesurent plusieurs parametres de la réponse odorante (Merle et al., 2019) :

» L’amplitude du signal, qui dépend du nombre de neurones activés par 1’odo-
rant et de leur degré de réponse individuelle. C’est le principal paramétre

retenu pour présenter des résultats d’EOG.

» Lavitesse d’attaque, qui correspond a la pente du signal pour passer de 10%
a 90% de ’amplitude. Ce parametre dépend également du nombre de NSO

activés ainsi que de leur temps de latence.

» Les vitesses de repolarisation courte (pente de la courbe pour revenir de 90
% a 50 % de I’amplitude) et longue (pente de la courbe pour revenir de 50 %
a 10 %). Elles sont le reflet de la terminaison du signal olfactif au sein des
NSO. Elles dépendent des mécanismes de dégradation et d’élimination des

odorants mis en ceuvre dans les NSO et le mucus.
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» L’aire refléte ’ensemble de ces paramétres. Elle représente a la fois la dépo-

larisation totale ou I’intensité globale d’activation de 1’épithélium olfactif.

- Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + sem. L’analyse statistique des données
a ¢été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism version 7. Une ANOVA a 2 facteurs (con-
centration, régime) sur mesures répétées suivie du test post hoc Bonferonni ont été réalisés. Un

seuil de significativité de 0.05 a été appliqué.

Ces expériences ont été réalisées par Laetitia Merle, David Jarriault et Anne Marie Le Bon.

b. Résultats

Les résultats obtenus montrent que 1’amplitude des signaux EOG en réponse a des stimulations
croissantes de PEA et d’ACE n’est pas affectée par les régimes maternels LOW et HIGH (Fi-
gure 36A). Les caractéristiques cinétiques des réponses ne sont également pas modifiées (Fi-
gures 36B, C et D). Cette étude indique que les régimes maternels LOW et HIGH ne perturbent

pas la sensibilité de 1’épithélium olfactif des souriceaux agés de 3 semaines.

114



PEA ACE
104 10-
8- — CON o
s - LOW
5 °T HIGH z
: r
= 2
!

T
» N = S N &
N N N N N N & ,9?’ RUGIRCIRY, &
PEA] (M
B [PEA] (M) [ACE] (M)
60
g 2
S £
£ £
§ 5
8 g
s s
o o
o Qo
3 3
Q
> S
T T T T T T T T T T
» N = » N N » N > N » &
\QSD \Qf: \Q}* \QZ‘-V 's!l« '9'\ \Qﬁs \Qﬁ \Qk \QZ‘: \Qfl« \Q.'\
[PEA] (M) [ACE](M)
C
E 15+ g 15+
£ £
t g
3 10 8
s H
s H
& §
3 8
2 T T T T T 2 T T T T T
B N N N N S N > N N N N N
R RN N o0 ,\e"’ R A
D [PEA] (M) [ACE] (M)

104

N N &S S ST
& &S S

vitesse de repolarisation longue (mV/ms)

vitesse de repolarisation longue (mV/ms)

[ACE] (W)
[PEA] (M)

Figure 36 : Données obtenues par EOG chez les souris F1J agées de 3 semaines. (A) Amplitudes des
signaux EOG enregistrés suite a une stimulation par des concentrations croissantes de PEA ou d’ACE.
(B), (C) et (D) Caractéristiques des cinétiques de réponses enregistrées. Les données représentent les
moyennes £ sem. Pour le PEA, ncon = 28, niow = 17 et nmgu = 23 ; pour I’ACE, ncox = 3, nrow = 14
et nmen = 7. Aucune différence significative n’a été observée (ANOVA a 2 facteurs sur mesures répé-
tées suivie de tests post hoc Bonferonni, p < 0.05).
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4. Impact des régimes sur I’expression de génes dans la muqueuse olfactive des

souriceaux ages de 3 semaines

Cette é¢tude moléculaire avait pour but d’étudier, au sein de la muqueuse olfactive de souriceaux
males agés de 3 semaines, I’impact de régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur I’expression de

genes impliqués dans différents mécanismes cellulaires.

Dans chaque groupe expérimental (n= 8 souris/groupe), nous avons quantifié¢ les ARN messa-

gers codant pour :

» des éléments de la cascade de transduction du signal olfactif périphérique

» des facteurs de transcription et des marqueurs spécifiques de la neurogénese

et de la différenciation neuronale
» des éléments impliqués dans le métabolisme des lipides

» des transporteurs impliqués dans I’homéostasie des cellules de la muqueuse

olfactive

» des ¢léments impliqués dans I’inflammation et sa résolution

a. Matériels et Méthodes

- Prélévement de la muqueuse olfactive

Apres anesthésie a I’aide d’un mélange kétamine/xylazine (respectivement 150 mg/kg p.c. et
10 mg/kg p.c.), les souris males agées de 3 semaines ont été sacrifiées par décapitation. Apres
avoir 0té la peau recouvrant la téte, cette dernicre est disséquée afin de pouvoir prélever la

muqueuse olfactive (MO) recouvrant la cloison septale et les cornets (Figure 37).
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Figure 37 : Procédure de prélévement du tissu olfactif périphérique. vomeronasal organ (vno), respira-

tory epithelium (re), olfactory epithelium (oe), olfactory bulb (ob). D’aprés Aoudé, 2012.

- Extraction des ARN totaux et transcription inverse

Les MO sont rapidement transférées dans I’azote liquide puis stockés a -80°C en attendant de
réaliser I’extraction des ARNm. Apres broyage des tissus a 1’aide d’un Tissue Lysertv, (Qia-
gen, 2x2 min a 25 Hz), les ARN totaux sont extraits a I’aide d’un kit commercial (Nucleospin
RNA plus kit, Macherey-Nagel). La quantité et la qualité des ARN sont mesurées a 1’aide de
puces Expérion (Biorad) et seuls les ARN présentant un indicateur de qualité ou RQI > 8 ont
¢été utilisés. Les ADNc ont ensuite ét¢ synthétisés par transcription inverse a partir de 1 pug
d’ARN a ’aide du kit PrimeScript tm RT reagent kit (Takara). Les ADNc sont ensuite stockés

a -20°C en attendant de réaliser la PCR quantitative.

- PCR quantitative (Q-PCR)

La Q-PCR est réalisée a partir de 50 ng d’ADNc auxquels sont ajoutés les amorces du gene
d’intérét (250 nM) et un mélange réactionnel contenant du SYBR Green Master Mix (Life
Technologies). La Q-PCR est effectuée dans un thermocycleur StepOne (Thermofisher Scien-
tific, Applied Biosystem) pendant 40 cycles comprenant 3 secondes a 95°C et 30 secondes a

60°C.
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SYMBOLE

Hprt
Gapdh
Sox2
Neurogl
Neurodl
Tubb3
Gap43
Omp
Mor 23
Mor 28
Mor 246
GOLFa
Gnbl
Gng8
Gngl3
Rtpl
Rtp2
Ac3
Cnga2
Ano2
Pdelc
CamklII
Grk3
Cd36
Pla2g4a
Pla2g6
Plcb4
Lpcat3
Agpat4
Abcal3
Slc2al (Glutl)
Slc5al (Sgitl)
Slc24a2
Slc24a4
16

I11b

Tnf alpha
nio
IL13

NOM DU GENE

Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

SRY (sex determining region Y)-box 2

Neurogenin 1

Neurogenic differentiation 1

Tubulin, beta 3 class IIT

Growth associated protein 43

Olfactory marker protein

Mouse olfactory receptor 16

Mouse olfactory receptor 1507

Mouse olfactory receptor 725

Guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating, olfactory type
Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1
Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 8
Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 13
Receptor transporter protein 1

Receptor transporter protein 2

Adenylate cyclase 3

Cyclic nucleotide gated channel alpha 2

Anoctamin 2

Phosphodiesterase 1C

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11

G protein-coupled receptor kinase 3

Fatty acid translocase

Phospholipase A2, group IVA

Phospholipase A2, group VI

Phospholipase C, beta 4

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 3
Acylglycerophosphate acyltransferase 4

ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member
Solute carrier family 2

Solute carrier family 5

Solute carrier family 24 member 2

Solute carrier family 24 member 4

Interleukin 6

Interleukin 1 beta

Tumor necrosis factor alpha

Interleukin 10

Interleukin 13

Tableau 8 : Liste des geénes de référence et d’intérét quantifiés par Q-PCR.

N° ENSEMBL

ENSMUSG00000025630.9
ENSMUSG00000057666.19
ENSMUSG00000074637.7
ENSMUSG00000048904.5
ENSMUSG00000034701.9
ENSMUSG00000062380.5
ENSMUSG00000047261.9
ENSMUSG00000074006.3
ENSMUSG00000037924
ENSMUSGO00000059887
ENSMUSG00000068437
ENSMUSG00000024524.17
ENSMUSG00000029064.15
ENSMUSG00000063594.5
ENSMUSG00000025739.14
ENSMUSG00000033383.6
ENSMUSG00000047531.9
ENSMUSG00000020654.15
ENSMUSG00000005864.7
ENSMUSG00000038115.16
ENSMUSG00000004347.17
ENSMUSG00000053819.16
ENSMUSG00000042249.11
ENSMUSG00000002944.15
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Les amorces ont ¢té dessinées a 1’aide du logiciel Primer Blast et leur efficacité vérifiée avant
de réaliser les quantifications. Seuls les couples d’amorces affichant des efficacités comprises

entre 90 et 100% ont été sélectionnés pour les analyses.

Les génes étudiés sont présentés dans le Tableau 8. L’expression de deux geénes s’exprimant
de maniere stable dans nos conditions expérimentales (génes de référence Hprt et Gapdh) a

¢galement été mesurée pour permettre la quantification de 1I’expression des genes d’intérét.

- Quantification

Les résultats obtenus sont exprimés en Ct puis normalisés avec la méthode du 222 qui permet
a la fois de normaliser les résultats par rapport aux genes de référence et par rapport au groupe
controle CON (Pfaftl, 2001). Les résultats sont exprimés sous la forme d’un ratio d’expression
appelé R (quand R = 1, I’expression du géne d’intérét n’est pas modulée, quand R <1, le géne

d’intérét est sous exprimé et quand R > 1, le géne d’intérét est surexprimé).

- Analyse statistique

Les données ont ét¢ analysées a 1’aide du test non paramétrique de Mann Whitney. Les données
des groupes LOW et HIGH ont été¢ comparées aux données issues du groupe CON. Un seuil de

significativité de 0.05 a été appliqué.
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b. Résultats
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Figure 38 : Expression génique au sein de la MO des sou-
riceaux des groupes CON (n=8), LOW (n=8) et HIGH
(n=8). Les ARNm codant pour des geénes impliqués dans la
voie de transduction olfactive (A, B, C), la neurogénése
(D), le transport cellulaire (E), I’inflammation et la résolu-
tion (F) et le métabolisme des lipides (G) ont été quantifiés
par Q-QPCR. Les données représentent les moyennes =+
sem ; * p <0.05 (test de Mann Whitney).
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Les résultats présentés dans la Figure 38 montrent que le régime HIGH diminue 1’expression
de la sous unité A2 du canal ionique CNG impliqué dans la transduction du signal olfactif (p=
0.02). L’expression du géne codant pour SLGT1 (Slc5al), une protéine impliquée dans le
transport du glucose, ainsi que 1’expression du gene TNF-a, un marqueur de I’inflammation,
sont ¢galement diminuées dans la MO des souriceaux du groupe HIGH (p =0.038 et p=0.046,
respectivement). Le régime HIGH n’affecte pas I’expression des geénes impliqués dans la neu-
rogenese, le fonctionnement des ROs et le métabolisme des lipides que nous avons étudiés.

Le régime LOW ne modifie pas I’expression des génes étudiés.
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5. Bilan des effets observés chez les souriceaux agés de 3 semaines

Ces ¢tudes avaient pour but d’évaluer les répercussions de régimes maternels déficient (LOW)
ou enrichi (HIGH) en AGPI n-3 sur la composition en AG de la MO de la progéniture male et

femelle au moment du sevrage et sur la fonctionnalité du systeme olfactif.

Nos résultats montrent que la distribution des AG dans la MO des souriceaux dont les méres
ont consommé un régime déficient ou enrichi en AGPI n-3 est modifiée dés I’age de 3 semaines.
Le régime LOW entraine une augmentation de la teneur en AGPI de la série n-6 et une diminu-
tion de la teneur en AGPI de la série n-3 dans la MO des souriceaux tandis que le régime HIGH
produit des effets inverses (augmentation des AGPI n-3 et réduction des AGPI n-6). Ces modi-
fications ont été observées a la fois chez la progéniture male et femelle. Cependant, les modu-
lations sont plus marquées chez les souriceaux femelles que chez les méales. Pour s’affranchir
des effets associés aux hormones sexuelles, nous avons choisi de poursuivre nos travaux avec

les souriceaux males.

Etant donné I’importance d’un apport adéquat en AGPI n-3 pendant la période périnatale sur le
développement des tissus neuronaux, nous avons émis I’hypothese que les modifications ob-

servées pourraient avoir des conséquences sur la fonction olfactive des souriceaux.

A I’aide du dispositif de pléthysmographie qui permet de mesurer I’activité de flairage induite
par une odeur, nous avons mis en évidence une altération de la capacité de détection des odeurs
chez les souriceaux du groupe LOW. Chez ces animaux, le seuil de détection du PEA est signi-
ficativement plus élevé que chez les animaux contrdles. Une alimentation maternelle déficiente
en APGI n-3 pendant la gestation et la lactation impacte donc le comportement olfactif de la

progéniture a I’age de 3 semaines.

Pour savoir si cette altération du comportement olfactif chez les souriceaux du groupe LOW
résulte de perturbations fonctionnelles au niveau du systéme olfactif périphérique, nous avons
mesuré ex vivo la réponse de la MO a des stimulations odorantes. Les enregistrements d’EOG
n’ont révélé aucun effet du régime déficient en AGPI n-3 sur la fonctionnalité de la MO des
souriceaux. Ce régime n’affecte pas non plus I’expression des principaux ¢éléments de la cas-
cade de transduction olfactive dans la MO, ce qui est cohérent avec les résultats de 1’approche

EOG. Nous émettons donc I’hypothese que les perturbations du comportement olfactif de la

122



progéniture du groupe LOW proviendraient majoritairement de dysfonctionnements dans le

traitement central de I’information olfactive.

Nos travaux indiquent par ailleurs que le comportement de flairage des souriceaux du groupe
HIGH ne différe pas de celui des animaux du groupe contrdle. Les réponses ex-vivo de la MO
a des odorants ne sont ¢galement pas modifiées chez les souriceaux de ce groupe. Ce dernier
résultat est un peu surprenant car nous avons observé que le régime maternel enrichi en AGPI
n-3 diminue I’expression génique de CNGAZ2, un élément des canaux CNG qui permettent I’en-
trée des ions Na* et Ca** dans la cellule aprés I’initiation du signal olfactif. L’augmentation de
Ca?" intracellulaire provoque la dépolarisation de la membrane a 1’origine de la production de
potentiels d’action. Une diminution de I’expression de CNGA2 pourrait de ce fait affecter le
fonctionnement des NSOs. Comme ce n’est pas le cas, on peut supposer que cette modification
n’est pas suffisante pour observer une altération des réponses EOG. D’autres mécanismes im-

pliqués dans le transport ionique permettent peut-étre de compenser la réduction de CNGA2.

Au cours de ce travail, nous avons également examiné 1’impact des régimes déséquilibrée en
AGPI n-3 sur I’expression de génes impliqués dans différentes voies cellulaires au niveau de la
MO. Nous avons notamment évalué 1’expression de genes impliqués dans les processus inflam-
matoires car de nombreuses études ont mis en évidence un effet bénéfique de I’apport nutri-
tionnel en AGPI n-3 sur I’inflammation, en particulier dans le cerveau (Joffre et al., 2019). On
observe que le régime maternel HIGH induit une diminution significative de 1’expression du
géne codant pour TNF-alpha, une cytokine pro-inflammatoire. Ce résultat suggere que ce ré-
gime pourrait avoir un effet anti-inflammatoire (ou protecteur) au niveau de la MO des souri-

ccaux.

Nous nous sommes aussi intéressés aux genes impliqués dans le transport cellulaire, en parti-
culier dans le transport du glucose. Le glucose est utilis¢é comme source d’énergie par les neu-
rones pour assurer différentes fonctions comme la neurotransmission. Plusieurs transporteurs
du glucose ont ét¢ identifiés dans la MO de souris, dont GLUT 1 (Palouzier-Paulignan et al.,
2012; Ibarra-Soria et al., 2014) et SGLT1 (Kanageswaran et al., 2015). Dans notre étude, on
observe que le niveau d’expression de I’ARNm codant pour SGLT1 dans la MO diminue chez

les souriceaux soumis a une alimentation maternelle enrichie en AGPI n-3. Ce résultat suggére
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que le transport du glucose via le transporteur SGLT1 pourrait étre perturbé dans la MO des
souriceaux HIGH. Ce résultat est surprenant car des études ont montré qu’une supplémentation
en AGPI-LC tels que I’EPA et le DHA favorise plutot le transport basal du glucose dans les

cellules endothéliales du cerveau de rats (Pifferi et al., 2010).

En conclusion, cette étude montre qu’un régime maternel déficient en AGPI n-3 perturbe les
capacités olfactives des souriceaux agés de 3 semaines mais cet effet ne semble pas reposer sur
sur une altération physiologique de la MO. Le régime maternel enrichi en AGPI n-3 a longues
chaines module I’expression de quelques génes dans la MO des souriceaux mais ne modifie pas

leurs capacités olfactives.

Ces effets ont ét¢ observés chez des souriceaux exposés aux régimes déséquilibrés pendant les
périodes de gestation et de lactation. Dans la suite de ce projet de thése, nous avons souhaité
évaluer I’impact de ces régimes chez la progéniture agée de 8 semaines, c’est-a-dire chez des
petits exposés aux régimes via I’alimentation maternelle et ayant consommé eux-mémes ces

régimes pendant 5 semaines.
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ETUDE n°2

Impact des régimes maternels déséquilibrés

en AGPI n-3 sur la physiologie du systeme olfactif pé-

riphérique de la progéniture a I’age adulte
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1. Impact de régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-3 sur la physiologie de

la MO des souris adultes (8 semaines)

Les résultats de I’étude réalisée chez les souriceaux a I’age de 3 semaines ne mettent pas en
évidence d’effets majeurs des régimes maternels déséquilibrés en AGPI n-3 sur la physiologie

du systeme olfactif périphérique.

A la naissance, le systéme olfactif périphérique est immature. La surface totale de I’EO et le
volume total des BO est multpliée par 10 entre la naissance et 1’dge adulte (10-12 semaines)
chez les rongeurs. Pendant cette période de maturation, les circuits neuronaux se développent
et se complexifient, le nombre de glomérules augmente tout comme le nombre de synpases
glomérulaires et extraglomérulaires sans suppression apparente de la population initiale ((Po-

meroy et al., 1990)

Notre objectif étant d’évaluer les effets des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur les tissus
olfactifs pendant la période de développement, nous avons choisi d’exposer la progéniture aux
régimes CON, LOW et HIGH les périodes de lactation-gestation puis pendant 5 semaines sup-
plémentaires et d’évaluer I’impact de ces régimes sur les mémes cibles que celles étudiées chez
les souriceaux agés de 3 semaines. Nous avons ainsi analysé, chez les souris agées de 8 se-
maines, la composition en AG de la MO et des cils olfactifs, ’expression de différents acteurs
impliqués dans la transduction du signal olfactif périphérique et le métabolisme cellulaire, la

sensibilité olfactive de la MO et leurs capacités olfactives.

a. Article Soubeyre ef al.. (soumis a Nutritional Neuroscience) :

L’analyse des AG montre que les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 modifient les teneurs en
AGPI des séries n-3 et n-6 dans la MO des souris. Comme observé a I’age de 3 semaines, le
régime LOW provoque une augmentation importante de la teneur en AGPI n-6 et une nette
diminution de la teneur en AGPI n-3. Les teneurs en AA et DPA n-6 sont les plus affectées,
tout comme celles en EPA, DPA n-3 et DHA. La diminution de la teneur en DHA est partielle-

ment compensée par une augmentation de la teneur en DPA n-6. Le régime HIGH induit, quant
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a lui, des effets inverses (augmentation des AGPI n-3 et diminution des AGPI n-6) et plus mo-
dérés.

La composition en AG des cils olfactifs a également été étudiée dans cette étude car les princi-
paux acteurs impliqués dans la détection et la transduction du signal olfactif sont localisés dans
ce compartiment cellulaire. Les résultats indiquent que les cils contiennent plus d’AGS et moins
d’AGPI que la MO. Le faible nombre d’échantillons analysés n’a pas permis de mettre en évi-
dence des effets significatifs des régimes LOW et HIGH sur la composition de la membrane
des cils. Toutefois, on peut noter que le régime LOW tend a augmenter la teneur en AGPI n-6
des cils au détriment des AGS et des AGPI n-3 ainsi que I’index d’insaturation. Ces effets sont
cohérents avec I’augmentation de 1’anisotropie de la fluorescence mesurée dans les cils du
groupe LOW, qui suggere que le régime LOW diminuerait la fluidit¢ membranaire des cils

olfactifs.

Par ailleurs, nos résultats démontrent qu’une alimentation déséquilibrée en AGPI n-3 perturbe
le cytosquelette des NSO. En effet, les régimes LOW et HIGH diminuent I’expression de
TUBB3, une protéine impliquée dans la formation des microtubules présents dans les corps
cellulaires et les axones des neurones. De plus, on observe que le régime LOW provoque une
diminution de I’expression de I’OMP, un marqueur spécifique des NSO matures. Ces résultats

suggerent que les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 perturbent la maturation des NSO.

L’analyse fonctionnelle par EOG montre qu’une alimentation déficiente en AGPI n-3 diminue
la sensibilité de la MO des souris agées de 8 semaines. Le régime LOW diminue a la fois I’am-
plitude et les cinétiques de réponse des NSO apres une stimulation odorante ainsi que 1’expres-
sion de certains acteurs de la cascade de transduction du signal (OMP, PDE1C et RTP2). Des
¢tudes récentes conferent a OMP un role dans la cascade de transduction du signal olfactif :
OMP interagirait avec I’AMPc et/ou I’ACIII et modulerait ainsi la cinétique de I’AMPc.
PDEIC est une enzyme qui serait impliquée dans les processus d’adaptation des NSO. RTP2
est une protéine chaperone qui participe a 1’adressage des RO a la membrane. L’ensemble de
ces altérations moléculaires pourrait expliquer la diminution de la sensibilité aux odorants ob-
servée dans le groupe LOW.

De manicre surprenante, les analyses comportementales ne mettent pas en évidence de troubles
de la détection et de la discrimination des odeurs dans les groupes LOW et HIGH. Toutefois,

les résultats du test de flairage par pléthysmographie suggerent que les souris LOW et HIGH
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ont besoin de plus de temps pour échantillonner 1’odeur présentée. Ce phénomene est plus mar-
qué chez les souris LOW qui ne se désintéressent pas de I’odeur, ce qui suggere qu’elles n’ar-

rivent pas a prendre une décision aussi rapidement que les souris HIGH et CON.

Dans cette étude, nous avons observé qu’une alimentation déficiente en AGPI n-3 modifie la
sensibilité olfactive de la MO et module I’expression de génes impliqués dans la maturation et
la cascade de transduction du signal. En revanche, I’impact du régime enrichi en AGPI n-3 sur
la physiologie de la MO est plus modéré. L’analyse moléculaire montre que le régime HIGH
diminue le niveau d’expression du RO olfr16 et de la sous-unité Golf mais le niveau d’expres-
sion des autres acteurs de la cascade de transduction n’est pas impacté. Le niveau d’expression
de SGLT1, un transporteur membranaire du glucose impliqué dans le maintien de I’homéostasie
neuronal, est ¢galement diminu¢. Malgré ces modulations, le régime enrichi en AGPI n-3 ne
perturbe pas la sensibilité olfactive de la MO. Par ailleurs, nous avons observé que ce régime
entraine une augmentation de 1’expression de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, ce qui sug-
gére que dans nos conditions expérimentales, le régime HIGH pourrait avoir un réle protecteur

comme cela été démontré dans d’autres tissus.

En conclusion, les résultats de cette étude montrent qu’une alimentation déséquilibrée en AGPI
n-3 modifie le profil des AG dans la MO et module I’expression de geénes impliqués dans la
cascade de la transduction du signal olfactif chez les souris adultes. De plus, une diminution de
la sensibilité olfactive au niveau périphérique a été mise en évidence chez les souris exposées
aun régime déficient en AGPI n-3. Malgré ces modifications, les capacités olfactives des souris
ne sont pas affectées. Ces observations suggerent que le systéme olfactif posseéde la faculté de

maintenir ses fonctions malgré des perturbations au niveau périphérique.
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ABSTRACT

Background and objective

In mammals, neurons localized in the olfactory mucosa (OM) play a crucial role in the detection of
odorants and the transfer of olfactory information toward the brain. We recently showed that
perinatal exposure to diets with unbalanced n-6:n-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA) ratios affects
the OM fatty acid composition. However, the repercussions of these modifications on the physiology
of the peripheral olfactory system remain unknown. Here, we investigated the impact of diets
unbalanced in n-3 PUFAs on the molecular composition and functionality of the OM in young mice.
Methods

After mating, female mice were fed diets either deficient in a-linolenic acid (LOW diet) or
supplemented with n-3 long-chain PUFAs (HIGH diet) during the perinatal period. Weaned male
offspring were then fed ad libitum with the same experimental diets for 5 weeks. At 8 weeks of age,
olfactory behavior tests were performed in the young mice, and their OM was collected. The fatty acid
composition of OM and olfactory cilia, as well as the expression of genes involved in different cellular
pathways, were analyzed. The electrical potentials in response to odorant stimuli
(electroolfactograms) were recorded to assess the impact of diets on OM functionality.

Results and conclusion

Both diets significantly modified the fatty acid profiles of OM and olfactory cilia in young mice. They
also induced changes in the expression of genes involved in olfactory signaling and in olfactory neuron
maturation. The amplitude in the electroolfactograms was reduced in mice fed the LOW diet.
Nevertheless, the LOW diet and the HIGH diet did not affect mouse olfactory behavior. Our study
demonstrated that consumption of diets deficient in or supplemented with n-3 PUFAs during the
perinatal and postweaning periods caused significant changes in young mouse OM. However, these

modifications did not impair their olfactory capacities.
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INTRODUCTION

Olfaction is a major sensory modality that provides information about the volatile chemical compounds
(odorants) emitted in our environment. This sense plays a vital role in the quest for food and dietary
intake, avoidance of environmental hazards, and social communication [1]. There is also growing

evidence that odor perception contributes to achieving and maintaining human well-being [2].

Olfactory signals are induced when odorants reach the olfactory mucosa (OM) located in the nasal
cavity. The OM contains several cell types, including olfactory sensory neurons (OSNs), that regenerate
throughout life [3]. On the apical side of the OM, OSN dendrites end with 5-20 cilia floating in the
mucus. Olfactory receptors (ORs) and other signal transduction components (including olfactory G-
protein subunit Gaolf, adenylate cyclase Ill (ACIIl) and ionic transport channels) are located in these
cilia. The interaction of odorants with ORs triggers the transduction cascade that converts chemical
stimuli into electrical signals. The generated action potentials are then conveyed along the axons
toward the olfactory bulbs where olfactory information is encoded before being carried out to the

primary olfactory cortex to be further processed [4,5].

Endogenous and exogenous factors contribute to olfactory plasticity. In particular, evidence has shown
that nutritional and metabolic status play a key role in modulating olfactory perception [6]. Recent
studies have shown that diets with high lipid levels can disturb rodent olfactory abilities [7-9]. Whether
these effects result from quantitative (i.e., an excessive amount of dietary lipids) or from qualitative

(i.e., an imbalance in fatty acid (FA) composition) variations remains unknown.

Similar to the brain and retina, the rodent OM and olfactory bulbs contain high levels of
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) (up to 39% of the total FAs), mainly found in phospholipids (PLs)
[10,11]. They are particularly rich in docosahexaenoic acid (DHA; 22:6 n-3) and arachidonic acid (AA;
20:4n-6). DHA and AA are derived from a-linolenic acid (ALA; 18:3n-3) and linoleic acid (LA; 18:2n-6),
respectively, that cannot be produced by mammalian tissues and need be supplied by the diet. PUFAs
are crucial for the development and functioning of mammalian neural tissues. They are involved in
neurogenesis, neuronal survival, synaptic transmission, membrane biophysical properties and

neuroinflammation [12].

The composition of Western diets has changed dramatically over the last decades. In particular, they
contain high amounts of n-6 PUFAs and small amounts of n-3 PUFAs, resulting in an n-6:n-3 ratio
greater than 20:1, which contrasts sharply with the recommended ratio of 4:1 [13]. The consumption

of diets with a high n-6:n-3 ratio leads to reduced DHA and increased AA in many tissues. In neural



tissues such as the brain and retina, these modifications can result in reduced cognitive ability,
increased emotional behavior and impaired vision [14,15] However, it has been largely unexplored
whether unbalanced PUFA diets modify the biochemical composition and functionality of olfactory
tissues. A few studies performed on rats have shown that consumption of diets deficient in n-3 PUFAs
for two generations significantly increased the docosapentaenoic acid (DPA n-6; 22:5n-6) level in the
olfactory bulbs and impaired their olfactory discrimination capacities [11,16]. In a recent study, we
showed that the PL molecular species profiles of OM in weaning mice were significantly modified when
the maternal diets were unbalanced in n-3 PUFAs [17]. The repercussions of these modifications on

the properties of the peripheral olfactory system remain to be evaluated.

The present study was therefore designed to explore the effects of perinatal and postweaning diets
depleted in ALA or supplemented with n-3 long-chain PUFAs on the molecular composition and
functionality of OM in 8-week-old offspring. To achieve this goal, several specific targets were studied:
(i) the FA composition of OM and olfactory cilia; ii) the biophysical properties of olfactory cilia; iii) the
MRNA expression of genes known to play important roles in neurogenesis, olfactory signal
transduction, lipid metabolism and energy balance; iv) the OM electrical potentials in response to
olfactory stimuli. In addition, the olfactory capacities (detection threshold and discrimination ability)

of mice were assessed.

MATERIALS AND METHODS

Animals and diets

The experimental procedure was conducted in conformity with the guidelines of the European
Community for the use and care of laboratory animals (2010/63/EU). It was approved by the French
Ministry for Research and Higher Education and the local Ethics Committee (Comité d’Ethique de
I’Expérimentation Animale Grand Campus Dijon; reference APAFIS#23807-2020021909594039).

The diet composition and the experimental procedure were detailed in Khoury et al. [17]. Briefly, the
experimental diets were manufactured by the Experimental Foods Preparation Unit (INRAE, Jouy-en-
Josas, France). They were based on an AIN-93G diet formulation with 5% lipids. Three lipid blends
containing various proportions of commercial high-oleic sunflower oil, sunflower oil, palm oil,
rapeseed oil and fish oil were incorporated into the different diets. Compared to the control (CON)
diet, the LOW diet contained a lower level of ALA, whereas the HIGH diet contained n-3 long-chain

PUFAs (eicosapentaenoic acid (20:5n-3), docosapentaenoic acid (22:5n-3) and DHA) (Table 1).



After mating, 12-week-old nulliparous female C57BL/6 mice were fed ad libitum with one of the three
experimental diets until pup weaning. Male offspring were then fed ad libitum with the same
experimental diet as their dams for 5 weeks. At 8 weeks of age, mice were sacrificed by decapitation
after anesthesia by i.p. injection of ketamine and xylazine (150 mg/kg and 10 mg/kg bodyweight,
respectively). After dissecting the nose, the OM was collected and immediately snap-frozen in liquid

nitrogen. The OM was stored at — 80 °C until further processing.

Fatty acid extraction and analysis

The total lipids from OM were extracted according to the Folch method [18]. The procedure was
detailed in our previous study [17]. After transmethylation using boron trifluoride in methanol, FA
methyl esters were extracted with hexane and analyzed by gas chromatography coupled to flame
ionization detection as previously described [10]. The results were expressed as percentages of total

FAs.

Olfactory cilia preparation

Olfactory cilia isolation was performed using the Na* and Ca?* shock method as described by Kuhlmann
et al. [19,20]. Briefly, OMs from 6 mice were pooled and washed with an ice-cold solution containing
20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 3 mM KCIl, 2 mM MgS0Q., 7.5 mM glucose and 5 mM EGTA (solution A;
pH 7.4). They were then resuspended in solution A supplemented with 20 mM CaCl; and 30 mM KCl.
Cilia were detached by gentle stirring for 20 min at 4 °C and isolated by centrifugation for 5 min (6,600
g, 4 °C). The supernatant was collected, and the deciliation procedure was repeated five times. The
supernatants were pooled and centrifuged at 45,000 g for 30 min at 4 °C. The cilia were resuspended

in 500 pl of Tris-EDTA buffer and used immediately or stored at -80 °C until further analysis.

Measurement of cilia membrane fluidity

Cilia membrane fluidity was assessed by measuring fluorescence anisotropy using 1-(4-
(trimethylamine) phenyl)-6-phenylhexa-1.3.5-triene (TMA-DPH) as a probe [21]. Briefly, a pool of
freshly prepared cilia (approximately 150 pg protein) was introduced in a 1 cm path length
spectroscopic quartz cuvette placed in a stirred and thermostatically controlled (37 °C) chamber of a
Fluorolog-3 spectrofluorimeter with a T-configuration (HORIBA Jobin-Yvon, Longjumeau, France).
Excitation and emission wavelengths were set at 360 nm and 430 nm, respectively. After background
noise recording, 1 uL of 1 mM TMA-DPH was added to the cuvette, and the fluorescent anisotropy (r)
was measured. The r value is defined as the intensity of the linearly polarized component divided by
the total light intensity [19]. Fluorescence anisotropy is inversely proportional to membrane fluidity:

the higher the anisotropy (r) is, the more rigid the membrane will be.



RNA extraction and QPCR

Total RNA extraction was conducted according to the manufacturer’s instructions (Nucleospin RNA
plus kit, Macherey-Nagel). One microgram of total RNA was reverse transcribed with PrimeScript™
reverse transcriptase (PrimeScript™ RT reagent Kit, Takara), and 50 ng of cDNA template was used to
carry out QPCR. QPCR was performed using a StepOne thermocycler (Thermo Fisher Scientific, Applied
Biosystems) for 40 amplification cycles consisting of 3 s at 95 °C and 30 s at 60 °C. Relative
quantification was achieved according to the 2-22“ method with HPRT and GAPDH as reference genes.

The results are presented as the relative quantity (RQ) compared to the CON group.

Electroolfactogram (EOG) recordings

EOG recordings were performed on the OM as previously described [8,22]. Briefly, after sacrifice, the
head was cut longitudinally, and the nasal septum was removed to expose the OM endoturbinates. A
recording electrode inserted in a glass micropipette filled with a saline solution was positioned in the
middle of endoturbinate Ill. Odorant stimulations were performed by blowing air puffs through an
exchangeable Pasteur pipette enclosed in a plastic tube positioned 2 cm from the epithelial surface. A
filter paper impregnated with 10 puL of an odorant solution was placed in the Pasteur pipette.
Phenylethyl alcohol (PEA) and acetophenone (ACE) were used as odorants. EOG voltage signals were
recorded using an Axoclamp amplifier (Axon Instruments, Molecular Devices, San Jose, USA) and
digitized at a rate of 1 kHz using a Digidata 1440 (Axon Instruments). Data were analyzed using MATLAB
routines to measure the peak amplitude and kinetics of the response to odorants. Dose—response

curves were fitted with the Hill equation model using Prism software (GraphPad, San Diego, USA).

Behavioral experiments

Odor-induced sniffing behavior

A plethysmograph chamber (Emka Technologies, Paris, France) was used to record mouse respiratory
activity during odor stimulation as previously described [8]. Briefly, pressure changes induced by
mouse breathing were measured by a differential pressure sensor. The respiratory signal collected
from the plethysmograph was interfaced to a computer equipped with an AxoScope (Axon
Instruments; sampling rate=1 kHz). The day before the test, the mice were habituated to the
plethysmograph chamber and to stimulation with distilled water. On the test day, mice were allowed
to acclimate to the experimental device before starting the test. After recording breathing activity
without odorant stimulation (baseline), increasing concentrations of PEA (10° M to 107 M) were
applied consecutively for 30 seconds. The recordings were analyzed using MATLAB routines.
Inspiration and expiration phases were extracted to calculate respiratory frequency and inspiration

amplitude. A z-normalization was applied to integrate these parameters as a z-sniffing index [23].



Olfactory habituation and dishabituation test

We used the protocol of Yang and Crawley to assess the olfactory discrimination capacities of mice
[24]. Briefly, the day before the test, mice were placed in individual cages for 30 minutes. On the test
day, sequential presentations of mineral oil, PEA and ACE were performed under red light. Odorants
were diluted in mineral oil to an approximate gas phase partial pressure of 1 Pa [25]. They were
deposited on filter paper placed in a cassette fixed to the lid of the cage. Each odorant was presented
during three consecutive trials for two minutes. Each trial was separated by a 1-min interval. The

sniffing duration of each visit was recorded.

Statistical analyses

Statistical tests were performed with Prism software (GraphPad, San Diego, USA). FA, anisotropy and
gene expression data were analyzed using the nonparametric Mann—Whitney U test. A p value <0.05
was considered statistically significant. EOG recordings and sniffing behavior data were analyzed using
two-way repeated-measures ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test. Data
obtained in the habituation and dishabituation tests were analyzed using two-way repeated-measures

ANOVA followed by Fischer’s LSD post hoc test.

RESULTS

Effects of diet on FA composition of olfactory mucosa and olfactory cilia

Compared to the CON group, the level of total dimethyl acetals (DMAs) in offspring OM was
significantly lower (- 6%) in the HIGH group (Table 2). The levels of total saturated FAs (SFAs),
monounsaturated FAs (MUFAs) and PUFAs were not affected by the LOW and HIGH diets.
Nevertheless, both diets significantly modified the proportions of n-6 and n-3 PUFAs in offspring OM.
Compared to the CON group, the n-6:n-3 ratio was significantly enhanced (x 3.8) in the LOW group.
This effect was due to a substantial increase in n-6 PUFAs (+ 50%) and an important reduction in n-3
PUFAs (- 60%) compared to the CON group (Table 2). The OM of the LOW group contained significantly
higher levels of AA (+ 35%), 22:4n-6 (+ 94%) and DPA n-6 (x 11) than the OM of the CON group.
Conversely, the levels of eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5n-3), DPA n-3 and DHA were strongly
reduced (-82%, -73% and -57%, respectively). Opposite effects were noticed in OM of the HIGH group.
Compared to the CON group, the level of total n-3 PUFAs was increased by approximately +10%,
whereas the level of total n-6 PUFAs was decreased by -20%, which led to a significant reduction in the

n-6:n-3 ratio (- 30%; Table 2). OM from the HIGH offspring had significantly higher EPA and DPA n-3



levels than the CON group (x2.6 and x1.7, respectively). In contrast, the levels of AA, 22:4n-6 and DPA
n-6 were greatly reduced (-27%, -44% and -72%, respectively).

Because OSN cilia are essential for odorant detection and signal transduction, we more specifically
analyzed the FA composition of this cellular compartment. First, the data revealed that the FA profile
of olfactory cilia differed noticeably from that of OM (Table 2). Compared to the OM of the CON group,
the olfactory cilia of the CON group contained higher levels of SFAs (x1.5) and MUFAs (x1.3) and lower
levels of PUFAs (-70%) and DMAs (-49%). The n-6 and n-3 PUFAs accounted for 6.54% and 3.44% of the
total FAs in the cilia, respectively.

When comparing the cilia FA composition of the LOW and HIGH groups to that of the CON group, the
data showed that the HIGH diet provoked a significant decrease in n-6 PUFAs (-16%) in cilia (Table 2).
This diet also tended to increase the EPA and DPA n-3 levels (x1.3 and x1.5, respectively) and to reduce
DHA levels. Regarding cilia from the LOW group, a nonsignificant increase in the n-6 PUFA level (x1.8)
and a nonsignificant decrease in the n-3 PUFA level (-27%) were noted. Compared to the CON group,

the unsaturation index was enhanced in the LOW group (+25%).

Influence of diet on membrane fluidity of olfactory cilia

The impacts of diets unbalanced in n-3 PUFAs on the biophysical properties of olfactory cilia
membranes were evaluated by fluorescence anisotropy using the TMA-DPH probe. Compared to the
CON group, a slight increase in fluorescence anisotropy value (i.e., increase in membrane rigidity) was

detected in the LOW group but was not significant (Figure 1).

Effects of diet on gene expression in the olfactory mucosa

Compared to the CON diet, the LOW diet significantly reduced the mRNA expression of RTP2 (- 34%),
a protein involved in the cell surface expression of ORs, and of PDE1C (-11%), an enzyme involved in
the termination of olfactory signaling, in offspring OM (Figures 2A and 2C). mRNA expression of OMP,
a marker of mature OSNs, was also reduced (-24%) in the LOW group, but no modification of mRNA
expression of GAP43, a specific marker of immature OSNs, was detected (Figure 2D).

The HIGH diet significantly decreased the mRNA expression of the olfactory receptor olfr16 (-25%), the
protein G subunit Gaolf (-25%) and SGLT1 (-41%), a sodium-dependent glucose transporter, in
offspring OM (Figures 2A, 2B and 2E). Interestingly, mRNA expression of the anti-inflammatory
cytokine IL10 was substantially enhanced in the HIGH group (+74%) (Figure 2F).

Notably, the mRNA expression of Tubb3, a marker of neuronal differentiation, was significantly

reduced in OM from animals fed the LOW and HIGH diets (-23% and -40%, respectively) (Figure 2D).



Both diets had no impact on the mRNA expression of enzymes involved in lipid metabolism (Figure

2G).

Effects of diet on olfactory mucosa functionality

EOG recordings showed that, compared to the CON group, the amplitudes of the responses elicited by
the highest concentration of PEA and ACE (10 M) were significantly lower in the LOW group
(approximately -60%) (Figure 3A). The amplitudes of EOG in the HIGH group did not differ from those
recorded in the CON group. In addition, the depolarizing speeds of EOG responses elicited by the high
concentrations of PEA and ACE were significantly lower in the LOW group than those in the CON group
(-67% and -64%, respectively) (Figure 3B). Typical EOG traces obtained after stimulation of OM by PEA
or ACE (10"t M) are shown in Figure 3C.

Effects of diet on mouse olfactory abilities

The odor detection behavior of the mice was monitored using a plethysmograph. Basal breathing
frequency and amplitude were similar in all groups when mice were tested with water alone (Figure
4A). When mice were stimulated with an odorant solution containing 10° M PEA, the Z sniffing indexes
increased significantly in the CON, LOW and HIGH groups, indicating that the three groups detected
odorants (Figure 4B). When a higher concentration of PEA was used (10® M), mice fed the LOW and
HIGH diets exhibited a significant increase in the Z index (Figure 4C), while mice fed the CON diet did
not respond. The third stimulation with 10”7 M PEA elicited a response only in the LOW group (Figure
4ap).

Olfactory discrimination capacities of mice were assessed using a habituation/dishabituation test
(Figure 5). Mice from the CON, LOW and HIGH groups showed no deficit in odor discrimination abilities
during the different stages of this behavioral test. The significant main effects for the trials (Fs36 =
54.34, p <0.0001) were detected for time spent sniffing odorants. Post hoc analysis showed that CON,

LOW and HIGH mice were able to discriminate the presence of ACE.

DISCUSSION

The present study aimed to investigate the impact of diets deficient in ALA (LOW diet) or supplemented
with n-3 long-chain PUFAs (HIGH diet), administered to females from conception until the end of
lactation and then to their pups for 5 weeks, on olfactory peripheral system properties and olfactory
behavior of the offspring. Our results showed that consumption of the LOW diet induced significant
molecular and functional changes in OM. In contrast, molecular modifications elicited by the HIGH diet

had no repercussions on OM functionality.



The FA profiles of OM and olfactory cilia were modified by n-3 PUFA unbalanced diets

FA analyses showed that unbalanced n-3 PUFA diets induced significant changes in the PUFA levels of
offspring OM. Diets deficient in n-3 PUFAs provoked a substantial increase in n-6 PUFAs (mainly 22:4n-
6 and DPA n-6) as well as a strong decrease in n-3 PUFAs (EPA, DPA n-3 and DHA). The diet
supplemented with n-3 long-chain PUFAs induced opposite effects, i.e., an increase in n-3 PUFAs (EPA
and DPA n-3) and a decrease in n-6 PUFAs (mainly 22:4n-6 and DPA n-6), but to a lesser extent. These
observations are in accordance with previous studies showing that PUFA-rich regions of the brain are
highly affected by n-3-deficient diets, whereas n-3-supplemented diets have more moderate effects in
young adult rodents [26—30]. Our results also showed that the reciprocal replacement of DHA by DPA
n-6 in OM was not complete in 8-week-old mice fed an n-3 PUFA-deficient diet. AA and 22:4n-6 also
contributed to replacing DHA in OM from LOW young mice. The incomplete replacement of DHA by
DPA n-6 in OM during the developmental period might impair the neuronal membrane architecture
and homeostasis of OM cells.

In addition, we specifically analyzed the FA pattern of olfactory cilia that emanate from the apical
dendrites of OSNs. These structures play an important role in olfactory signaling because they contain
ORs and other signal transduction elements. There is growing evidence that signaling components are
associated within microdomains along the cilia [31-33] probably in lipid raft domains [34,35]. Rafts are
characterized by a high content of cholesterol and complex lipids rich in SFAs and by a reduced content
of PUFAs. We observed that mouse olfactory cilia contained high levels of SFAs (60-65% of total FAs)
and low amounts of PUFAs (9-14% of total FAs). Our findings are consistent with previous works
reporting the presence of complex sphingolipids containing SFAs in ciliary membranes, including
mammalian olfactory cilia [36,37].

Although the results should be considered with caution due to the small number of analyzed samples,
the FA analyses in olfactory cilia indicated that the LOW diet tended to increase the n-6 PUFA level,
causing an enhancement in PUFAs at the expense of SFAs. A decrease in n-3 PUFAs (including DHA)
was also detected. Recent studies suggest that PUFAs incorporated into PLs influence raft formation
[38-40]. Although not particularly abundant in lipid rafts, DHA would have a significant impact on the
structure of these microdomains, due in part to its effects on cholesterol distribution [38,41]. An
increase in the FA unsaturation index of olfactory cilia from the LOW group was also observed,
suggesting that membrane fluidity could be reduced in these cilia. The slight increase in fluorescence
anisotropy observed in LOW cilia reinforces this assumption. Overall, changes in cilia FA composition

might impact OSN membrane organization, thereby affecting olfactory cell signaling.



OSN maturation was affected by n-3 PUFA unbalanced diets

It is well known that OM has the capacity to generate new OSNs throughout life. The OM contains two
kinds of neurocompetent stem cells: globose basal cells (GBCs) and horizontal basal cells (HBCs). GBCs
generally give rise to OSNs and other cell types, whereas HBCs are quiescent stem cells that are
activated in cases of severe injury [42]. Both n-3 PUFA unbalanced diets did not modify the expression
of progenitor markers (SOX2, neurogenin 1 and neuroD1), indicating that neurogenesis was not
disrupted by these diets. Nevertheless, a decrease in the expression of TUBB3, a specific marker of
neuronal axon cytoskeleton [43], was observed in the LOW and HIGH OM, thus revealing an impact on
OSN maturation. The LOW diet also reduced the expression of OMP, a specific marker of mature OSNs.

These findings suggest that n-3 unbalanced diets can affect OSN maturation.

An n-3 PUFA-deficient diet altered peripheral olfactory signaling

EOG recordings revealed that the n-3 PUFA-deficient diet provoked a reduction in the sensitivity of
OSNs to odorant stimuli. Both EOG amplitude and kinetics were modulated by this diet, indicating that
OSN transduction pathways were probably affected. In fact, a reduction in the expression of genes
involved in olfactory signaling, namely, OMP, RTP2 and PDE1C, was observed in OM from the LOW
group. Recent studies have demonstrated that OMP is involved in the olfactory transduction cascade
[44]. OMP modulates the kinetics of cAMP, the second messenger of olfactory transduction [45]. OSNs
lacking OMP exhibit odorant responses with lower amplitude and lower kinetics than OSNs expressing
OMP [45-47]. These effects are in line with our observations. RTP2 is a chaperone protein responsible
for transporting most ORs to the OSN plasma membrane [48]. A lack of RTP2 in the mouse OM affects
OR trafficking and provokes a reduction in the number of mature OSNs and in OSN electrophysiological
responses [49]. Reductions in immature OSNs and OM sensitivity in LOW mice might therefore be
associated, at least in part, with the reduction in RTP2 expression. How PDE1C reduction affects OM
sensitivity is not clear. Indeed, this phosphodiesterase greatly contributes to cAMP degradation in cilia,
but other mechanisms may account for the termination of OSN responses. It has been suggested that
PDE1C also plays a role in regulating OSN sensitivity and adaptation [50]. These properties might be
altered in OM from the LOW group.

An n-3 PUFA-deficient diet disrupted olfactory mucosa sensitivity but not olfactory behavior

The use of a plethysmograph to record mouse breathing showed that animals from the LOW and CON
groups increased their sniffing behavior when exposed to the lowest PEA concentration tested,
revealing a similar odor sensitivity threshold. However, a difference in PEA sensitivity between these
groups was not excluded. Mice from the CON group only reacted to the first PEA stimulation, whereas

the LOW mice reacted to all stimulations. We hypothesize that mice from the LOW group need more



odor sampling to analyze the olfactory cues, that is, to determine the odor quality, familiarity,
relevance and pleasantness. Alteration of OM sensitivity (revealed by the EOG recordings) in these
mice might result in a lower signal input in the olfactory bulbs and piriform cortex, making them unable
to fully process the olfactory information during the first odorant stimulation. Nevertheless, despite
this weakness, our results indicated that olfactory circuits ensured a sense of smell continuity in mice
from the LOW group. This is in agreement with previous studies showing that mice with damaged OM
are still able to identify 45% of tested odorants [51]. The habituation/dishabituation behavioral test
showed no impact of the LOW diet on olfactory discrimination ability, in contrast to previous studies
that reported olfactory discrimination deficits in rats fed n-3 altered diets for two generations [11,16].
This discrepancy might be due to differences in the duration of dietary intervention (two generations
versus one generation in this study), the diet composition (higher levels of fat and LA than in our diet)

and the species (rat instead of mouse).

Changes induced by diet supplemented with n-3 long-chain PUFAs had no impact on OM
functionality and olfactory behavior

The HIGH diet induced a significant decrease in olfr16 and Gaolf mRNA levels in offspring OM, but no
other factor involved in the transduction cascade was affected by this diet. These results suggest that
the first steps of the canonical olfactory transduction cascade were slightly affected by this diet.
Otherwise, the HIGH diet significantly decreased the expression of SGLT1, a membrane glucose
transporter. SGLT1 is known to be mainly expressed in key structures of the brain to ensure optimal
neuronal functions [52]. The role and precise localization of SGLT1 in the OM remain to be elucidated.
Alteration of glucose transport might affect cell homeostasis and hence the functionality of OSNs
and/or other OM cells. Nevertheless, consumption of the n-3-supplemented diet did not modify the
OM sensitivity or olfactory capacities of mice, suggesting that the observed molecular modifications
would have no repercussions on olfactory signal processing in our experimental conditions.
Furthermore, a significant enhancement of the anti-inflammatory marker IL10 in OM from mice fed
the HIGH diet was observed. This finding is consistent with the well-documented effects of n-3 PUFAs,
specifically EPA and DHA, on inflammation resolution [53,54]. In OM, inflammatory mediators can be
produced in response to external factors such as viral and bacterial infections or toxins [55,56]. It would
be of great interest to assess whether dietary supplementation with n-3 PUFAs might reduce

inflammatory processes in this tissue.

In conclusion, our study showed that consumption of n-3 PUFA unbalanced diets during the perinatal
and postweaning periods affected the FA composition of mouse OM and modulated the expression of

a number of genes involved in signal transduction and cellular metabolism. In addition, a diet deficient



in n-3 PUFAs was found to impair the electrophysiological properties of OM. However, despite these
changes at the peripheral level, mouse olfactory abilities were maintained. These outcomes are in good
agreement with earlier studies indicating that rodents can detect odors even though their OM is
severely damaged [57,58]. Our study supports the view that olfaction is an extremely resilient

chemosensory system.
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Table 1. Fatty acid composition of the experimental diets (% of total fatty acids). CON: control diet;
LOW: low n-3 diet; HIGH: high n-3 diet. ALA: a-linolenic acid; DHA: docosahexaenoic acid; DPA:
docosapentaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; LA: linoleic acid; MUFAs: monounsaturated fatty
acids; PUFAs: polyunsaturated fatty acids; SFAs: saturated fatty acids.

Experimental diets

Fatty acids CON LOW HIGH
12:0 0.15 0.15 0.14

14:0 0.53 0.60 1.32

15:0 0.12

16:0 13.32 16.00 9.44

16:1n-9 0.10

16:1n-7 0.20 0.17 1.19
17:0 0.14
18:0 4.62 4.65 4.31

18:1t 3.85 3.39 3.22

18:1n-9 54.32 55.81 51.74
18:1n-7 2.09 0.99 2.32

18:2n-6 (LA) 16.49 16.91 17.62
20:0 0.40 0.28 0.45
20:1n-9 0.52 0.17 0.66
18:3n-3 (ALA) 2.84 0.15 3.03
22:0 0.43 0.58 0.50
22:1n-9 0.1 0.13
20:4n-6 0.14
24:0 0.16 0.21 0.15
20:5n-3 (EPA) 1.97
24:1n-9 0.10
22:5n-3 (DPA n-3) 0.19
22:6n-3 (DHA) 1.08
SFAs 19.59 22.44 16.55
MUFAs 61.08 60.52 59.43
PUFAs 19.33 17.05 24.03
Total n-6 PUFAs 16.49 16.91 17.76
Total n-3 PUFAs 2.84 0.15 6.27

n-6:n-3 PUFA ratio 5.80 116.73 2.83




Table 2. Fatty acid composition of the olfactory mucosa and olfactory cilia (% of total fatty acids).
Cilia from 6 mice were pooled into one sample. Data are expressed as the mean *+ s.e.m. (for the OM,
n=5 mice/group; for the cilia, n= 3 samples in the CON and LOW groups and n = 2 samples in the
HIGH group). * Values are significantly different from the CON group (Mann—Whitney U test, p <
0.05).# Sum of the percent unsaturated fatty acids multiplied by their number of double bonds. SFAs:
saturated fatty acids; MUFAs: monounsaturated fatty acids; PUFAs: polyunsaturated fatty acids;
DMAs: dimethyl acetals. n.d.: not detected.

Olfactory mucosa

Fatty acids CON LOW HIGH

14:0 0.18 + 0.01 017 + 0.04 023 £+ 0.02
15:0 0.07 + 0.01 0.06* + 0.01 0.06* + 0.01
dma16:0 3.86 + 0.05 3.55* + 0.13 3.75 + 0.05
16:0 2336 + 057 2165 + 057 2444 + 0.75
16:1n-9 0.35 + 0.01 0.36 + 0.04 0.34 £+ 0.01
16:1n-7 0.84 + 0.05 1.08 + 0.28 1.05 + 0.08
17:0 0.11 + 0.01 0.11 + 0.01 0.11 £ 0.01
dma18:0 091 + 0.02 096 + 0.04 0.84* + 0.02
dma18:1n-9 0.51 + 0.01 052 + 0.04 0.46* + 0.01
dma18:1n-7 0.30 + 0.01 0.32 + 0.01 024 + 0.01
18:0 20.25 + 0.59 2098 + 1.08 2142 + 0.32
18:1t 0.04 + 0.01 0.05 + 0.01 0.03 + 0.01
18:1n-9 1247 + 0.30 13.01 + 0.78 1242 + 0.16
18:1n-7 263 + 0.05 2.84* + 0.05 239 £ 0.02
18:2n-6 248 + 0.11 221 + 0.15 3.01 £ 0.09
20:0 021 + 0.01 022 + 0.02 021 £ 0.01
18:3n-6 (LA) 0.07 + 0.01 0.07 + 0.01 0.07 + 0.01
20:1n-9 0.28 + 0.06 032 + 0.03 0.19* + 0.01
18:3n-3 (ALA) 0.05 + 0.01 0.07 + 0.01 0.05 + 0.02
20:2n-6 0.11 + 0.01 0.15 + 0.04 0.14 = 0.04
20:3n-9 0.51 + 0.02 055 + 0.06 047 + 0.03
22:0 022 + 0.01 024 + 0.03 022 + 0.02
20:3n-6 112 + 0.04 1.05 + 0.02 1.07 + 0.03
22:1n-9 0.20 + 0.04 0.23 + 0.05 0.16 + 0.01
20:4n-6 (AA) 1220 + 0.33 16.51* + 0.15 8.93* + 0.22
20:5n-3 (EPA) 0.77 + 0.02 0.14* + 0.01 1.98* + 0.06
24:0 029 + 0.01 0.30 + 0.05 0.34 + 0.03
24:1n-9 0.23 + 0.01 026 + 0.04 0.23 + 0.01
22:4n-6 0.84 + 0.03 1.63* + 0.04 0.47* + 0.02
22:5n-6 (DPA n-6) 0.39 + 0.01 4.40* + 0.15 0.11* + 0.01
22:5n-3 (DPA n-3) 044 + 0.02 0.12* + 0.01 0.77* + 0.03
22:6n-3 (DHA) 13.71 + 0.23 5.86* + 0.54 1420 + 0.47
SFAs 4470 + 1.08 43.73 + 0.89 46.65 + .82
MUFAs 17.05 + 0.38 15.15 + 1.07 16.82 + (.22
PUFAs 3268 + 0.73 3275 + 040 3125 + .75
DMAs 559 + 0.07 535 + 0.16 5.28* + 0.06
Total n-6 PUFAs 17.21 + 0.49 26.01* + 0.12 13.80* + 0.26
Total n-3 PUFAs 1496 + 0.27 6.19* + 0.54 16.99* + 0.54
n-6:n-3 ratio 114 + 0.02 4.34* + 0.42 0.81* + 0.04
AA :DHA ratio 112 + 0.31 2.81* + 0.27 0.63* + 0.02
Unsaturation index* 170.71 = 3.51 159.96 + 2.16 165.80 + 4.07




Table 2 (suite)

Olfactory cilia

Fatty acids CON LOW HIGH
14:0 0.26 + 0.02 026 + 0.01 030 + 0.02
15:0 0.32 + 0.05 024 + 0.07 029 + 0.05
dma16:0 176 + 0.35 262 + 0.04 149 + 0.09
16:0 3271 + 0.05 2945 + 0.87 3163 + 1.06
16:1n-9 041 + 0.05 068 + 0.15 055 + 0.01
16:1n-7 0.68 + 0.02 066 =+ 0.04 099 + 0.01
17:0 022 + 0.08 045 + 0.05 028 + 0.02
dma18:0 053 + 0.35 070 + 0.01 043 + 0.02
dma18:1n-9 0.28 + 0.07 049 + 0.01 038 + 0.02
dma18:1n-7 032 + 0.03 037 + 0.01 031 + 0.01
18:0 30.23 + 1.24 2942 + 0.15 3174 + 113
18:1t 0.19 + 0.30 0.14 + 0.01 016 + 0.02
18:1n-9 16.16 + 0.18 156.02 + 0.16 1721 + 0.26
18:1n-7 351 + 0.81 328 + 0.1 326 + 0.11
18:2n-6 1.86 + 1.08 182 + 0.03 225 + 0.3
20:0 0.33 + 0.05 028 + 0.01 031 + 0.04
18:3n-6 (LA) 042 + 0.04 040 =+ 0.02 042 + 0.06
20:1n-9 0.17 + 0.03 012 + 0.01 015 + 0.02
18:3n-3 (ALA) n.d. n.d. n.d.

20:2n-6 0.17 + 0.01 012 + 0.02 016 + 0.04
20:3n-9 0.19 0.04 0.31 0.04 0.22 0.04
22:0 0.37 + 0.51 033 + 0.03 039 + 0.03
20:3n-6 046 + 0.09 0.74 + 0.06 054 + 0.08
22:1n-9 0.33 + 0.11 033 + 0.01 028 + 0.04
20:4n-6 (AA) 314 + 0.83 572 + 0.40 192 + 0.16
20:5n-3 (EPA) 038 + 0.05 021 + 0.00 05 + 0.04
24:0 0.31 + 0.32 033 + 0.03 038 + 0.01
24:1n-9 0.73 + 0.15 0.50 + 0.04 056 + 0.09
22:4n-6 0.34 + 0.08 085 + 0.04 015 + 0.01
22:5n-6 (DPA n-6) 0.15 + 0.03 181 + 0.07 007 + 0.01
22:5n-3 (DPA n-3) 0.16 + 0.01 0.09 + 0.02 024 + 0.02
22:6n-3 (DHA) 290 + 0.69 222 + 0.08 246 + 0.07
SFAs 64.76 + 1.94 60.77 + 0.76 6531 + 0.04
MUFAs 2219 + 0.48 20.75 + 0.20 2316 + 0.32
PUFAs 1017 + 1.81 1429 + 0.68 891 + 0.27
DMAs 286 + 0.53 418 + 0.05 262 + 0.10
Total n-6 PUFAs 6.54 + 1.11 1146 + 0.58 5.50* + 0.34
Total n-3 PUFAs 344 + 0.67 251 + 0.08 3.2 + 0.10
n-6:n-3 ratio 192 + 0.06 455 + 0.16 172 + 0.02
AA :DHA ratio 1.08 + 0.04 257 + 012 078 + 0.10
Unsaturation index* 64.86 + 8.09 80.01 + 290 59.25 + 0.18
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Figure 1. Assessment of cilia membrane fluidity by fluorescence anisotropy (r) using TMA-DPH as a
probe. Cilia from 6 mice were pooled into one sample. Data are expressed as the mean + s.e.m.
(CON, n=4 samples; LOW, n=2 samples; HIGH, n=3 samples). No significant difference was observed

between the CON group and the LOW or HIGH groups (Mann—Whitney U test, p < 0.05).
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Figure 2. Gene expression in offspring olfactory mucosa. mRNA levels of genes involved in olfactory

signaling pathways (A, B and C), neurogenesis (D), cellular transport (E), inflammation and resolution (F)

and lipid metabolism (G) were assessed. The results are expressed as the relative quantity (RQ) compared

to the CON group. Data are presented as the mean + s.e.m. (CON, n=8 mice; LOW, n=8 mice and HIGH, n=7

mice). * Values are significantly different from the CON group (Mann—-Whitney U test, p<0.05).
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Figure 3. Analysis of electrophysiological responses of olfactory mucosa to odorants using EOG
recordings on endoturbinate Ill. (A) Amplitude of EOG responses after stimulation by increasing
concentrations of phenylethyl alcohol (PEA) and acetophenone (ACE); (B) Depolarization speed of
EOG responses after stimulation by increasing concentrations of PEA and ACE; (C) Representative
EOG traces recorded on OM of the CON, LOW and HIGH groups after stimulations by PEA or ACE (10!
M). Data are expressed as the mean £ s.e.m. (CON, n =13 mice; LOW, n = 6 mice; HIGH, n = 9 mice).
** p<0.01 and *** p<0.005 after a two-way repeated-measures ANOVA followed by Bonferroni post

hoc test.
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Figure 4. Odor induced sniffing behavior in response to phenylethyl alcohol (PEA) stimulation. Water
(A) followed by increasing concentrations of PEA (10° M (B), 10%M (C) and 107 M (D)) were applied
consecutively for 30 seconds. The respiratory frequency and inspiration amplitude were measured
and integrated as a z-sniffing index. Boxes represent data included between quartile 1 and quartile 3,
separated by the median; whiskers show minimum and maximum values (CON, n = 6 mice, LOW, n =
8 mice, HIGH, n = 9 mice). ** p<0.01 and ***p<0.001 after a two-way repeated-measures ANOVA

followed by Bonferroni post hoc test.
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Figure 5. Assessment of olfactory discrimination capacities of mice using a habituation/dishabituation
test. Animals were sequentially exposed three times to mineral oil (HM, acclimatization), three times
to phenylethyl alcohol (PEA, habituation) and finally to acetophenone (ACE, dishabituation). The
duration of sniffing in response to each odorant presentation was measured. Data are presented as
the mean +s.e.m. (CON, n = 24 mice; LOW, n = 21 mice; HIGH, n= 24 mice). * p<0.05, ** p<0.005; ***
p<0.001, **** p<0.0001 after a two-way repeated-measures ANOVA followed by Fisher’s LSD post hoc

test.






b. Impact du développement sur la composition en AG de la MO de souris

Au cours de nos travaux, des analyses d’AG ont été effectuées dans la MO de souris agées de
3 et 8 semaines. Nous avons souhaité évaluer I’effet du développement sur composition en AG

de MO issues de souris males exposées aux régimes CON, LOW et HIGH.

- Résultats

Notre étude montre qu’a I’age de 8 semaines, age auquel la progéniture atteint I’age adulte, les
régimes LOW et HIGH entrainent des modifications similaires a celles observées a 1’age de 3
semaines. Brievement, comparé¢ au groupe CON, le régime LOW provoque une importante
augmentation de la teneur en AGPI n-6 (+50%) et une forte diminution de la teneur en AGPI
n-3 (-60%) dans la MO des souris agées de 8 semaines. Le régime HIGH induit des effets op-
posés : il augmente 1égerement la teneur en AGPI n-3 (+10%) et diminue modérément la teneur
en AGPI n-6 (-20%). Comme dans la MO a 3 semaines, les principaux AGPI modulés par les
régimes LOW et HIGH sont I’AA et le DHA (Soubeyre et al, soumis).

La comparaison des résultats obtenus a 1’age de 3 et de 8 semaines indique que le profil des AG
de la MO des souris CON évolue légerement au cours du développement (Tableau 9). En effet,
nous observons une augmentation supérieure a 20% de la teneur en acide stéarique (18:0) dans
la MO des souris CON agées de 8 semaines. De plus, la teneur en AGPI n-6 totaux est réduite
(-16%) tandis que celle en AGPI n-3 totaux est augmentée (+19%). Ces différences sont prin-
cipalement dues a une diminution de la teneur en 18:2n-6 (-32%) et du 20 :4n-6 (-8%) en ce qui

concerne les AGPI n -6, et 4 une augmentation de la teneur en 22 :6n-3 (20%).

De maniére intéressante, les régimes LOW et HIGH modifient également les teneurs en AG de
la MO entre I’age de 3 et 8 semaines. Comme dans le groupe CON, on observe une augmenta-
tion de la teneur en acide stéarique (18:0) dans la MO des groupes LOW et HIGH (respective-
ment +29% et +25%). Ces changements s’accompagnent d’une diminution de la teneur totale
en AGPI n-6 dans les groupes LOW et HIGH (respectivement -13% et -25%), principalement

due a une diminution de la teneur en AA (respectivement - 6 % et -17%). La teneur en DH

131



A est, quant a elle, respectivement augmentée de 29% et 9% dans la MO des souris agées de 8

semaines par rapport aux souris agées de 3 semaines.

Nos résultats montrent également que le DHA s’accumule dans la MO des souris au cours du
développement et ce, quel que soit le régime. Dans le groupe LOW, les souris bénéficient d’un
apport alimentaire trés appauvri en ALA, le précurseur essentiel a la synthése du DHA. Méme
si la teneur en DHA dans les MO du groupe LOW agé de 8 semaines (environ 6%) est nettement
inférieure a celle des MO du groupe CON du méme age (environ 14%), le taux de DHA du
Cette hausse en DHA s’accompagne par une diminution de 7% de la teneur de 1’équivalent
métabolique du DHA, le DPA n-6, dans la MO des souris agées de 8 semaines comparé a la

MO des souris agées de 3 semaines.
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Tableau 9 : Profil des acides gras de la muqueuse olfactive de souris males agées de 3 et 8 semaines
(n=5 ou 6 souris/groupe). Les données représentent les moyennes + e.s.m. Le test non paramétrique de
Mann Whitney a été utilis¢ pour analyser les données. Les groupes 4gés de 3 semaines ont été comparés

aux groupes agés de 8 semaines ayant regu le méme régime. * p < 0,05.

Fatty acids 3 weeks old male offspring’ olfactory mucosa 8 weeks old offspring’ olfactory mucosa
CON LOW HIGH CON LOW HIGH

14:00 0,63 + 007 0082 + 0,11 093 + 0,11 0,18 £+ 0,01 0,17 + 0,04 023 + 0,02
15:00 0,11 + 0,00 0,09 £ 0,00 0,10 + 0,00 0,07 + 0,00 0,06 = 0,01 0,06 = 0,01
dmal6:0 387 + 0,04 3,80 + 0,10 3,76 + 0,07 386 + 0,05 355 + 0,13 3,75 + 0,05
16:00 24,70 + 023 2336 + 0,39 23,62 + 0,40 2337 + 0,57 21,65 + 0,59 2444 =+ 0,75
16:1n-9 0,56 + 0,01 0,54 + 001 044 + 0,01 0,35 + 0,01 0,36 + 0,04 0,34 + 0,01
16:1n-7 095 + 0,06 093 + 0,16 120 + 0,15 0,84 + 0,05 1,08 + 0,29 1,05 + 0,08
17:00 0,14 + 0,00 0,13 + 0,00 0,14 + 0,00 0,11 + 0,00 0,11 + 0,00 0,11 + 0,00
dmal8:0 091 + 0,03 095 + 0,02 09 + 0,02 091 + 0,02 0,96 + 0,04 0,83 + 0,02
dmal8:1n-9 0,57 + 0,02 0,60 £ 0,02 056 + 0,02 0,51 + 0,01 0,52 + 0,04 0,46 + 0,01
dmal8:1n-7 024 + 0,02 027 £ 002 025 + 0,02 0,30 + 0,01 0,32 + 0,01 024 + 0,01
18:00 16,44 = 025 16,25 + 0,23 16,09 + 036] 20,25 + 0,59 2098* + 1,08 21,04* + 0,32
18:1t 0,07 + 0,00 0,06 £ 0,00 0,05 + 0,00 0,04 + 0,00 0,05 + 0,00 0,03 + 0,00
18:1n-9 13,29 + 0,21 13,01 + 033 13,57 + 0,24 1247* + 0,30 13,01 + 0,78 1242* + 0,16
18:1n-7 2,79 + 0,06 2,81 + 0,04 264 + 0,04 2,63 + 0,05 2,84 + 0,05 2,39 + 0,03
18:2n-6 367 + 0,19 340 + 0,19 480 + 0,08 2,49% + 0,11 2,21 + 0,15 3,00 + 0,09
20:00 0,16 =+ 001 0,16 + 0,01 0,17 + 0,01 021 + 0,00 022 + 0,02 021 + 0,01
18:3n-6 0,10 £ 0,00 0,09 £ 0,00 0,10 + 0,00 0,07 + 0,00 0,07 + 0,00 0,07 + 0,00
20:1n-9 047 + 0,11 041 + 005 0,60 + 0,09 0,28 + 0,06 032 + 0,04 0,19 + 0,01
18:3n-3 0,04 + 0,01 0,02 £ 000 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01 0,07 + 0,01 0,05 + 0,02
20:1n-7 007 + 001 006 + 001 o007 = 001 nd = 000 nd = 000 nd + 000
20:2n-6 029 + 0,02 036 + 0,02 033 + 0,01 0,11 + 0,00 0,15 + 0,04 0,14 + 0,04
20:3n-9 038 + 0,02 039 + 0,02 024 + 0,01 0,51 + 0,02 0,55 + 0,06 0,46 + 0,03
22:00 0,13 + 0,02 0,17 £ 0,03 0,19 + 0,03 022 + 0,01 024 + 0,03 022 + 0,02
20:3n-6 1,33 £ 0,03 134 + 006 1,53 £ 0,03 1,12 + 0,04 1,05 + 0,02 1,07 + 0,03
22:1n-9 0,14 + 001 0,13 + 0,01 0,13 + 0,01 020 + 0,04 023 + 0,05 0,16 = 0,01
20:4n-6 1322 + 0,17 17,53 + 043 10,74 + 0,21 | 12,20* + 0,34 16,51 + 0,15  893* + 0,22
20:5n-3 0,55 + 0,02 0,15 £ 0,00 135 + 0,05 0,77 + 0,02 0,14 £+ 0,01 1,98 + 0,07
24:00 020 + 0,01 0,19 £ 001 022 + 0,02 029 + 0,01 0,30 + 0,05 0,34 + 0,03
24:1n-9 025 + 0,02 027 + 0,02 027 + 0,03 023 + 0,01 0,26 + 0,04 023 + 0,01
22:4n-6 1,29 + 0,03 235 + 0,13 082 + 0,03 0,84 + 0,03 1,63 + 0,04 047 + 0,02
22:5n-6 052 + 0,03 4,73 + 026 0,14 + 0,00 0,39 + 0,01 439 + 0,15 0,11 £+ 0,01
22:5n-3 0,57 + 0,02 0,16 £ 0,01 1,00 + 0,04 0,44 + 0,02 0,12 £+ 0,01 0,77 + 0,03
22:6n-3 11,38 + 0,19 4,51 £ 035 1294 + 041 13,71* + 0,23 586* £ 0,54 14,19* + 048
SFAs 42,52 + 041 41,12 + 0,52 4145 + 0,53 44,70+ = 1,08 43,73* + 0,89 46,65* = 0,82
MUFAs 18,57 + 0,33 1821 + 0,58 1896 + 047 17,05* + 0,38 18,15 + 1,07 16,82* + 0,22
PUFAs 3333 £ 049 3501 + 0,58 34,05 + 0,71] 32,69* + 0,75 32,76* + 040 31,25* + 0,75
DMAs 559 £ 0,09 562 + 009 553 £ 0,08 559 + 0,08 535 £ 0,16 528 + 0,06
Total n-6 PUFAs | 20,41 + 033 29,79 + 0,84 1845 + 025] 17,21* + 049 26,00+ + 0,12 13,80* + 0,26
Total n-3 PUFAs | 12,54 + 021 483 + 0,34 1536 += 047] 1497 + 027 6,20* + 0,54 16,99* + 0,54
n-6/n-3 ratio 1,63 + 0,02 638 + 061 120 £ 0,02 1,15« + 002 434 + 042 081* + 0,02

SFAs : Saturated fatty acids, MUFAs : monosaturated fatty acids, PUFAs : polyunsaturated fatty acids,
DMAs : dimethyl acetals, n.d : not detected
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- Interprétation

Apres le tissu adipeux, le cerveau est le tissu le plus riche en lipides. Chez les rongeurs, ’AA
et le DHA sont les deux principaux AGPI-LC présents dans le cerveau ; ils représentent respec-
tivement 10% et 12% des AG totaux. Dans la MO de souris, les proportions d’AA et de DHA
sont similaires a celles observées dans le cerveau. En effet, dans la MO du groupe CON, les
teneurs en AA et DHA sont respectivement de 13% et de 11% a 1’age de 3 semaines et respec-
tivement de 12% et 14% a 1’age de 8 semaines. De plus, on observe une augmentation de 17%
de la teneur en DHA dans la MO des souris du groupe CON entre 1’age de 3 et 8 semaines, sans

que la teneur en AA ne soit trop réduite.

L’AA etle DHA ont un role structural lorsqu’ils sont incorporés dans les phospholipides mem-
branaires des cellules. Dans le cerveau, leurs teneurs augmentent de manicre significative au
cours du développement pour répondre aux besoins de croissance du cerveau (Lacombe, 2018).
Ainsi, il a été¢ démontré que 1’accumulation des AGPI dans le cerveau des rongeurs a principa-
lement lieu lors des 3 premicres semaines de vie. Cette période de développement intense cor-
respond aussi a la phase d’allaitement durant laquelle I’apport en AGPI repose principalement
sur I’alimentation maternelle, le déstockage des AGPI a partir du tissu adipeux des meres et/ou

la synthése des AGPI dans les glandes mammaires (Lacombe et al., 2018; Martinat et al., 2021).

La MO est un tissu ou la neurogénese a lieu tout au long de la vie. C’est un tissu qui a la
particularité de contenir en permanence de neurones matures et immatures qui vont former de
nouvelles synapses dans les BO. Les changements des profils d’AG observés entre 1’age de 3
et 8 semaines pourraient aussi étre le reflet de la genése et de la maturation de nouveaux neu-
rones et de fibres nerveuses qui requierent 1’incorporation d’AGPI (dont le DHA) dans les

membranes au cours de ces processus.
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PARTIE 4

Discussion Generale
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Les progres dans le secteur de I’industrie et de I’agroalimentaire apres la révolution industrielle
ont eu pour conséquence de modifier en profondeur 1’alimentation de base des habitants des
pays industrialisés. Parmi les nutriments indispensables au bon fonctionnement de 1’organisme,
les lipides sont utilisés comme source d’énergie et comme source d’acides gras essentiels au
maintien de I’homéostasie cellulaire. Aujourd’hui, I’ANSES recommande de consommer entre
35-40% de lipides pour couvrir les besoins physiologiques d’un individu en respectant un ap-
port nutritionnel de 4 AGPI n-6 pour 1 AGPI n-3 afin de limiter les effets déléteres de certains
AGPI sur la santé.

Peu d’études se sont intéressées au role des AGPI dans la physiologie du systéme olfactif péri-
phérique. Pourtant, la MO contient une teneur élevée en AGPI (34-39% des AG totaux chez les
rongeurs, 29% chez I’Homme) (Le Bon et al., 2018; Khoury et al., 2020). Dans la MO de souris
adultes, les AGPI des séries n-6 et n-3 représentent respectivement 20% et 14% des AG totaux.
Etant donné I’'importance des AGPI de la série n-3 dans les tissus neuronaux, nous nous sommes
questionnés sur 1’impact que pourraient avoir des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur la
physiologie de la MO. En effet, la MO contient plusieurs types cellulaires, dont des neurones
olfactifs qui jouent un réle fondamental dans la détection des odorants et la transmission des
signaux olfactifs vers le cerveau. De plus, ces neurones présentent la particularité d’étre renou-

velés tout au long de la vie.

Ce projet de theése avait donc pour but d’étudier I’impact de régimes déficient ou enrichi en
AGPI n-3 (régimes LOW et HIGH, respectivement) administrés depuis la conception, sur la
composition et le fonctionnement du systéme olfactif périphérique des jeunes souris. Nous
avons ¢évalué les effets de ces régimes sur la composition en AG, I’expression de génes impli-
qués dans différentes voies cellulaires et la sensibilité¢ de la MO de la progéniture a deux étapes
clés du développement : au moment du sevrage et au début de 1’age adulte. A chaque étape,

nous avons également analysé les capacités olfactives des jeunes souris.

Les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 modifient-ils la teneur en AG des tissus olfactifs chez

la souris?

Les analyses d’AG ont mis en évidence que les régimes LOW et HIGH modulent les teneurs

en AGPI-LC dans la MO des souris males des 1’dge de 3 semaines. Le régime LOW entraine
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une augmentation de la teneur en AGPI n-6 (principalement I’AA et le DPA n-6) et une dimi-
nution de la teneur en AGPI n-3 (majoritairement le DHA) tandis que le régime HIGH induit
des effets inverses. On observe également que le DHA continue de s’accumuler dans le tissu
olfactif apres le sevrage et ce, quel que soit le régime. L’analyse des especes moléculaires de
PL dans la MO des souris femelles agées de 3 semaines a mis en évidence une incorporation
préférentielle de I’AA et du DPA n-6 dans les PC, PE et PI du groupe LOW tandis dans le
groupe HIGH, un enrichissement en DHA est observé dans ces classes de PL (Khoury ef al.,
2020). Des effets similaires ont été observés dans la MO de souris males agées de 8 semaines

(Khoury et al., en préparation).

Les AGPI estérifiés dans les PL et les plasmalogenes structurent la bicouche lipidique et mo-
dulent les propriétés physico-chimiques de la membrane(Hashimoto et al., 2017). Les doubles
liaisons présentes dans les AGPI leur conférent des propriétés particulieres. Ainsi, le DHA con-
tient 6 doubles liaisons en conformation cis. Cela lui donne une forme courbée qui I’empéche
d’étre parfaitement aligné avec les AGS et le cholestérol contenus dans la bicouche lipidique
(Hashimoto et al., 2017). De ce fait, le DHA entraine la formation de zones localement moins
ordonnées au sein de la bicouche lipidique. De plus, le DHA est I’AG qui possede le plus grand
volume moléculaire (355.12 Angstrom). Par rapport aux autres AGPI, cette caractéristique in-
duit une plus grande distance intermoléculaire entre le DHA (situé en position sn-2) et les autres
radicaux en positions sn-1 et sn-3, ce qui accroit la fluidité membranaire localement. Ainsi, il a
¢té montré chez le rat qu’un apport nutritionnel quotidien de DHA augmente la fluidité mem-
branaire des synaptosomes (Hashimoto et al., 2006). L’¢lévation de la fluidité des membranes
neuronales induite par I’incorporation du DHA dans les PL favorise la transduction du signal
et la perméabilité cellulaire (Farkas et al., 2000). De ce fait, une altération de la teneur en DHA
dans les PL membranaires pourrait avoir des effets déléteres sur le fonctionnement de protéines
présentes a la membrane, comme les canaux ioniques, les RCPG ou encore sur la libération et

la capture des neurotransmetteurs au niveau des synapses des cellules neuronales.

Au cours de cette étude, nous avons également analysé le profil en AG des cils olfactifs, lieu
de transduction du signal olfactif dans les NSO. De maniére intéressante, les résultats obtenus
indiquent que le profil des AG des cils olfactifs est différent de celui de la MO. Les cils olfactifs
de souris sont enrichis en AGS et AGMI et contiennent moins d’AGPI que la MO. Une étude
réalisée chez le cochon avait montré que les cils olfactifs contiennent des lipides complexes

(sulfo-galactosylcéramides notamment) (Lobasso et al., 2010). Nos résultats sont en accord
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avec ces observations car les principaux AG incorporés dans les lipides complexes de mammi-
feres sont des AGS et des AGMI. Ces données suggerent que les acteurs impliqués dans la
transduction du signal olfactif requi¢rent un environnement lipidique spécifique pour fonction-

ner.

Récemment, plusieurs études se sont intéressées a la composition lipidique des cils des cellules
de mammiferes. Bien que la membrane des cils soit en continuité avec celle de la membrane
plasmique, la composition lipidique des cils est différente. La membrane des cils est enrichie
en glycosphingolipides comme les gangliosides GM1 et GM3, en SM, en céramide et en cho-
lestérol (Kaiser et al., 2020). Cette composition favoriserait une organisation ordonnée rappe-
lant celle des nanodomaines. Selon le modéele de la mosaique des fluides, les nanodomaines
sont considérés comme étant des plateformes de signalisation enrichies en SM et en cholestérol

au sein de la membrane plasmique (Nechipurenko, 2020).

L’analyse des AG des cils olfactifs des souris exposées aux régimes LOW et HIGH suggeére
une modulation de la teneur en AGPI dans ce compartiment cellulaire. Par rapport au régime
CON, le régime LOW provoquerait une augmentation des AGPI n-6 (principalement AA) dans

les cils. A I’inverse, le régime HIGH induirait une diminution de la teneur en AGPI n-6.

Le calcul de I’index global d’insaturation des AG des cils olfactifs indique que I’index du
groupe LOW est plus élevé que celui du groupe CON. Cette différence est due a une teneur
plus élevée en AGPI, en particulier en AGPI n-6 (AA et DPA n-6). Lors d’un déficit en DHA,
le DPA n-6 est utilisé par la cellule pour assurer le role structural du DHA manquant. Toutefois
le DPA n-6 ne posséde pas autant de doubles liaisons que le DHA et son comportement au sein
de la bicouche lipidique est différent. L’augmentation de la teneur en AA dans la membrane

des cils pourrait également perturber les propriétés des membranes.

Nous avons réalisé des mesures d’anisotropie de fluorescence pour évaluer la fluidit¢é membra-
naire des cils olfactifs. Nous avons observé une légere augmentation de la valeur de 1’anisotro-
pie de la fluorescence dans le groupe LOW, ce qui traduit une diminution de fluidit¢ membra-
naire. L’accumulation d’AA et de DPA n-6 dans la membrane des cils olfactifs du groupe LOW
pourrait avoir des conséquences sur les interactions entre lipides et protéines au sein de la bi-
couche. Toutefois, étant donné le petit nombre d’échantillons analysé dans cette étude (n= 2-3

pools), cet effet du régime LOW sur la fluidité membranaire des cils n’a pas pu étre démontré
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de manicre significative. Il faudrait reproduire ces expériences afin de confirmer la tendance

observée.

Les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 perturbent-ils la neurogénése et la maturation des

NSO au sein de ’épithélium olfactif des souris?

La MO de mammifere contient différents types cellulaires dont des cellules basales. Il existe
deux types de cellules basales : les cellules basales horizontales (CBH) et les cellules basales
globulaires (CBG) considérées comme les cellules souches des NSO. Les CBH sont des cellules
souches au repos qui peuvent &tre activées en cas d’altération sévere de I’EO. Au cours du
développement ou apres 1ésion, les CBG se divisent et se différencient en NSO grace a 1’acti-
vation de facteurs de transcription qui peuvent étre utilis€és comme marqueurs spécifiques de
chaque stade de différenciation neuronale. Nous avons retenu certains de ces marqueurs pour
¢valuer les effets des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur la neurogenése et la maturation

des NSO.

Les CBG sont considérées comme les cellules souches neurales de 1’épithélium olfactif. Elles
sont capables, en fonction du facteur de transcription exprimé, de donner naissance aux diffé-
rents précurseurs neuronaux. Ainsi Sox2, Neurogenin 1 et NeuroD1 sont des facteurs de trans-

cription qui régulent favorablement la différenciation neuronale.

GAP43 et OMP sont des protéines qui s’expriment respectivement dans les NSO immatures et
les NSO matures. Les neurones nouvellement formés sont immatures. Ils expriment de maniére
spécifique GAP43 au niveau somatique, projettent du c6té apical des dendrites et du c6té basal
des axones en cours de formation. Quelques jours apres la genése de ces nouveaux neurones,
les cils olfactifs se forment, les axones atteignent les glomérules et les NSO matures n’expri-
ment plus GAP43 mais expriment ’OMP ainsi que I’ensemble des acteurs de la cascade de
transduction. L’utilisation de souris invalidées pour le gene OMP a permis de démontrer que
OMP est impliqué dans la maturation des NSO, en particulier dans 1’établissement des projec-
tions axonales vers les BO (St. John & Key, 2005; Albeanu et al., 2018). OMP interagirait aussi
avec ACIII pour réguler le niveau d’AMPc au cours de la transduction du signal olfactif (Na-

kashima et al., 2020).
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L’expression des RO est décalée de quelques jours par rapport au début de la différenciation
neuronale. Elle intervient toutefois en amont de I’expression de I’OMP. Des études ont montré
que I’expression des RO débute a E11.25 et précede la synaptogenese de 3-4 jours chez la souris
(Treolar et al., 2010). Les RO sont exprimés dans les cils olfactifs mais aussi dans les axones
et les cones de croissance. Ils joueraient un role crucial dans le guidage axonal vers les glomé-

rules.

La sous-unité Gs de la protéine G couplée aux RO dans les NSO immatures est impliquée dans
le ciblage des axones dans la zone antérieure- postérieure des BO tandis que la sous-unité¢ Goolf

est impliquée dans la ségrégation glomérulaire des NSO matures (Nishizumi & Sakano, 2020).

Enfin, nous avons également retenu la tubuline B3 (Tubb3, appelée aussi Tujl) qui est un mar-

queur de la croissance axonale des neurones au cours de I’étape de maturation des NSO.

L’analyse de I’expression de ces marqueurs par QPCR indique que les régimes LOW et HIGH
perturbent la maturation des NSO de la progéniture agée de 8 semaines. Le régime LOW dimi-
nue I’expression de la tubuline B3 et de I’OMP. Le régime HIGH quant a lui diminue I’expres-
sion de Olfr16 (également appelé MOR23), un des RO les plus exprimés dans la MO de souris,

de la sous-unité Goaolf et de la tubuline 3.

En se basant sur les informations présentées ci-dessus, la diminution du niveau d’expression de
I’OMP et de la tubuline B3 provoquée par le régime LOW dans la MO pourrait signifier que ce
régime provoque un retard de maturation et de croissance axonale des NSO. Le régime HIGH
affecterait également la maturation des NSO et le guidage axonal vers les glomérules, comme

le suggere la diminution du niveau d’expression du RO Olfr16 et de la tubuline 3.

Ces hypothéses sont en accord avec des données de la littérature. En effet, des travaux réalisés
chez différentes espéces (rats, primates) ont montré que la diminution de la teneur en DHA dans
le cerveau et la rétine pendant le développement entraine 1’apparition de troubles neurodéve-
loppementaux comme des troubles de I’attention et une plus faible acuité visuelle. Les auteurs
suggerent que ces troubles pourraient étre dus a un ralentissement du développement et de la
maturation du cerveau et de la rétine mais également a une altération de la transmission synap-

tique et de la myélinisation (Davis-Bruno & Tassinari, 2011).
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Plusieurs études ont mis en évidence le role du DHA dans la neurogénése et la synaptogénese
(Dyall, 2015; Hashimoto et al., 2017). Ainsi, Kawakita et al. ont montré que le DHA stimule la
différenciation cellulaire en favorisant la genése de nouveaux neurones in vitro. De plus, les
neurones nouvellement formés acquierent plus rapidement une morphologie mature en pré-
sence de DHA (Kawakita et al., 2006). Une autre étude réalisée in vivo chez des rats a démontré
qu’un régime enrichi en DHA administré de maniere chronique augmente le nombre de neu-
rones Neun+/Brdu+ dans la couche des cellules granulaires du gyrus denté (Kawakita et al.,

2006).

Toutefois, nos résultats indiquent qu’un régime enrichi en AGPI n-3 pourrait également pertur-
ber la maturation des NSO et le guidage axonal. Il a ét¢ montré que la consommation d’un
régime tres riche en AGPI n-3 pendant la gestation et la lactation peut avoir des effets délétéres
sur la croissance et le développement du cerveau et de la rétine de rat, avec pour conséquences
des troubles cognitifs et visuels chez la progéniture (Weisinger et al., 1996; Wainwright et al.,
1999). Différentes hypothéses ont été avancées pour expliquer ces effets néfastes des AGPI n-
3. La consommation excessive d’ AGPI n-3 pourrait induire un stress oxydant et entrainer de ce
fait un processus d’apoptose (Cho & Choi, 1994). La réduction des teneurs tissulaires en AA
pourrait également affecter la croissance cellulaire et les propriétés des membranes neuronales.
Ces mécanismes pourraient avoir un impact sur la maturation des NSO chez les souris du

groupe HIGH.

Dans la MO, les NSO sont entourés par des cellules engainantes. Ces cellules sont apparentées
aux cellules gliales localisées dans le cerveau. Elles jouent un réle dans la maturation du sys-
téme olfactif périphérique en participant a la croissance axonale des NSO (Suzuki & Osumi,
2015). Des études réalisées in vivo ont montré que I’apport maternel en AGPI influence le profil
lipidique de la microglie de la progéniture et qu’un régime déficient en AGPI n-3 modifie le
phénotype de la microglie (Madore ef al., 2014, 2020). Ces modifications seraient responsables,
au moment du sevrage, de 1’altération de certaines structures cérébrales impliquées dans la mé-
moire. Il serait intéressant d’évaluer si les régimes maternels LOW et HIGH ont un impact sur

la physiologie des cellules engainantes présentes dans la MO.
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Les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 perturbent ils le fonctionnement des NSO ?

Dans notre étude, nous avons également évalué I’impact des régimes sur la fonctionnalité du
systéme olfactif périphérique. Dans les NSO, la transduction du signal olfactif a lieu au niveau
des cils. Brievement, lorsque 1’odorant se lie au RO, la sous-unité¢ Gaolf est activée et convertit
le GDP en GTP. Le GTP active I’ACIII qui transforme 1’ATP intra cellulaire en AMPc. L aug-
mentation de la teneur intraciliaire d’AMPc provoque 1’ouverture des canaux sensibles aux
CNG et I’influx des ions Ca** et du Na'. Cet influx va modifier le potentiel de membrane ou
potentiel récepteur des NSO. Si I’entrée des ions Ca** est suffisante, les canaux chlore sensibles
au calcium s’ouvrent et provoquent 1’efflux des ions CI', entrainant la genése de potentiels d’ac-
tion qui vont se propager le long de 1’axone jusqu’aux BO. Les canaux chlore sensible au Ca®"
sont responsables de 90% des courants induits par les odorants et donc de I’amplification du

signal. Chez les mammiferes, ces canaux sont constitués par des anoctamines 2.

En parall¢le, lorsque la concentration intraciliaire de Ca?* augmente, des mécanismes de régu-
lation et d’adaptation du signal olfactif entrent en jeu pour aboutir a la terminaison du signal.
Ainsi, en se liant au Ca**, la calmoduline provoque a la fois la fermeture des canaux CNG et
I’activation de la PDE1C responsable de la dégradation de I’AMPc. Simultanément, la CamKII
est activée et inhibe 1’ACIII, empéchant toute nouvelle synthése d’AMPc. Enfin, le signal ol-
factif se termine lorsque les RO sont phosphorylés par la GRK3 et la PKA et se lient aux arres-

tines-f2, ce qui empéche toute nouvelle activation (Kato & Touhara, 2009).

Pour mesurer I’activité fonctionnelle des NSO, nous avons utilisé¢ une technique d’électrophy-
siologie appelée ¢lectro-olfactogramme (EOG). L’EOG permet d’enregistrer localement 1’acti-
vité ¢électrique d’une population de NSO en réponse a une stimulation odorante. Le courant
mesuré correspond a la somme des potentiels de champ récepteur provenant des réponses indi-
viduelles des NSO. Les signaux obtenus en EOG apres une stimulation odorante se traduisent
pas une dépolarisation dont on peut mesurer I’amplitude et les cinétiques de réponses (Cygnar
et al., 2010). Cette technique permet d’évaluer le fonctionnement des différents ¢léments de la
cascade de transduction du signal olfactif d’un ensemble de NSO dont le nombre n’est pas

connu avec précision (Scott & Scott-Johnson, 2002).

En se basant sur des travaux antérieurs de I’équipe (Merle et al., 2019), nous avons choisi de

réaliser les enregistrements sur le cornet Il en position dorso-médiane et nous avons effectué
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des stimulations odorantes avec une gamme croissante de PEA (10°M a 10! M) et une gamme
croissante d’ACE (10°M a 10! M). En paralléle, nous avons mesuré le niveau d’expression
des génes impliqués dans la transduction et la terminaison du signal olfactif afin de pouvoir

interpréter les enregistrements d’EOG.

Les résultats obtenus montrent que chez les souris agées de 8 semaines, le régime LOW altére
les réponses des NSO aux odorants (amplitude et vitesse de dépolarisation) et provoque une

diminution de I’expression des génes OMP, PDE1C et RTP2 dans la MO.

Le role précis de I’OMP n’est pas encore clairement établi mais plusieurs études suggérent que
dans les NSO matures, ’OMP interagit directement avec des éléments de la cascade de trans-
duction (Lee et al., 2011; Dibattista & Reisert, 2016; Nakashima et al., 2020). Plusieurs méca-
nismes d’interactions ont été potentiellement identifiés. L’OMP participerait notamment a la
régulation du niveau intraciliaire de Ca®" via I’échangeur Na*/Ca?" en modulant I’action de la
calmoduline dans les cils (Kwon et al., 2009). Par ce mécanisme, I’OMP contribuerait a la

terminaison du signal olfactif et au retour a 1’état basal des NSO.

De maniére intéressante, des expériences de patch clamp ont mis en évidence qu’en présence
d’IBMX, I’activité spontanée des NSO K.O. pour ’OMP est similaire a celle des NSO wild-
type (WT). L’IBMX est un inhibiteur des phosphodiestérases qui empéche la dégradation de
I’AMPc. Des expériences de patch clamp en condition « low calcium » extracellulaire ont éga-
lement montré que les cinétiques de réponse des NSO K.O. pour I’OMP a des odorants sont
plus faibles que celles des NSO WT. Par contre, I’effet de 'IBMX est similaire quel que soit le
type de NSO. L’ensemble de ces résultats suggere que I’OMP interviendrait préférentiellement
en amont de la cascade de transduction, par exemple au niveau de 1’ ACIII, plutot qu’au niveau
des canaux CNG ou CaCl (Reisert et al., 2007; Lee et al., 2011; Dibattista & Reisert, 2016).
Des travaux plus récents proposent une nouvelle hypothése. L’OMP posséde, au sein de sa
séquence d’acides aminés, deux sites de liaison a I’AMPc possibles. La liaison de I’AMPc a
I’OMP pourrait ainsi €tre impliquée dans I’arrét du signal olfactif en réduisant la teneur en

AMPec intraciliaire (Nakashima et al., 2020).

De plus, des enregistrements EOG réalisés chez des souris K.O. pour le géne OMP ont montré
que les réponses des NSO qui n’expriment pas I’OMP présentent une amplitude et une cinétique
de réponse plus faible que les NSO exprimant ’OMP (Dibattista & Reisert, 2016). Ces effets

sont similaires a ceux que nous avons observés dans le groupe LOW.
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Ces données de la littérature permettent de supposer que la diminution de 1’expression de
I’OMP que nous avons observée pourrait participer a 1’altération des signaux EOG enregistrés
dans le groupe LOW. Cette diminution pourrait résulter d’une perturbation des processus de

maturation des NSO et/ou d’une réduction du nombre de NSO matures dans la MO.

Si on retient ’hypothése d’un rdle en amont de la cascade de transduction du signal (« coopé-
ration » avec 1’ ACIII), la réduction du niveau d’expression de I’OMP dans la MO peut aboutir
a une plus faible amplitude des réponses électrophysiologiques comme observé dans le groupe
LOW et une cinétique de réponse plus faible. Par contre, si on retient I’hypothése d’une impli-
cation de ’OMP dans la terminaison du signal (liaison de I’AMPc ou modulation de I’extrusion
de Ca”"), la diminution du niveau d’expression de I’OMP dans la MO devrait entrainer un al-
longement du signal. Nous avons effectivement observé que les vitesses de repolarisation courte
et longue sont moins rapides dans le groupe LOW que dans le groupe CON mais ces effets ne

sont pas significatifs (données non présentées).

De manicere intéressante, la diminution de I’expression de ’OMP s’accompagne d’une diminu-
tion de I’expression de PDE1C. PDE1C est une enzyme activée par la formation du complexe
Ca?'/Calmoduline et dont le role est de dégrader I’AMPc. Elle participe a la terminaison du
signal olfactif en entrainant la fermeture des canaux CNG dans les cils des NSO. Dans la MO
des souris du groupe LOW, la diminution de I’expression de PDE1C pourrait é¢galement parti-
ciper a la perturbation des réponses EOG. En effet, dans une étude menée chez des souris K.O.
pour le géne PDEIC, Cygnar et al. ont montré que les réponses EOG présentaient des ampli-
tudes et des cinétiques de réponses plus faibles et une vitesse de terminaison du signal plus
rapide (Cygnar et al., 2010). Le profil des réponses EOG enregistrées dans le groupe LOW
s’accorde avec ces observations, bien que nous n’ayons pas observé d’accélération de la termi-

naison du signal dans notre étude.

Une autre perturbation pourrait également contribuer a altérer la fonctionnalité des NSO du
groupe LOW. En effet, nous avons observé que le niveau d’expression de RTP2 est diminué
dans ce groupe. Tout comme RTP1, RTP2 est une protéine chaperonne chargée d’adresser les
RO a la membrane (Mainland & Matsunami, 2012). Chez des souris K.O. pour RTP1 et RTP2,
le défaut d’adressage a la membrane des RO empéche la majorité des NSO de devenir matures

et donc fonctionnels (Bush & Hall, 2008; Sharma et al., 2017; lIkegami et al., 2019).
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D’autres processus que nous n’avons pas explorés pourraient également étre a I’origine de 1’al-
tération des signaux EOG chez les souris exposées au régime LOW. De nombreuses études ont
démontré que les AGPI incorporés dans les PL membranaires peuvent interagir avec les pro-
téines transmembranaires comme les canaux ioniques et les RCPG. Si les forces au sein de la
bicouche sont modifiées, cela peut affecter les interactions lipides-protéines et de ce fait, le
fonctionnement des protéines membranaires (Poveda et al., 2014; Cordero-Morales & Vasquez,

2018).

A ce jour, les mécanismes par lesquels les AGPI affectent le fonctionnement des canaux io-
niques ne sont pas connus (Elinder & Liin, 2017). Toutefois, certains AGPI hydrolysés sous
I’action de la PLA2 pourraient influencer la signalisation olfactive. Ainsi, en utilisant la tech-
nique de patch clamp sur des NSO de rats, une équipe a montré que I’AA et le DHA provoquent
une inhibition faible et transitoire des courants Na* tandis que les courants K" sont fortement

perturbés (activation et cinétique de réponse plus lentes) (Seebungkert & Lynch, 2002).

Au cours de ce projet, nous n’avons pas évalué I’impact des régimes sur le fonctionnement des
canaux CNG et des canaux chlore sensible au Ca?* présents dans la membrane des NSO. Bien
que les résultats des analyses d’EOG ainsi que les données de biologie moléculaire obtenus
dans le groupe LOW ne semblent pas en faveur d’une altération du fonctionnement des canaux
CNG, nous ne pouvons pas I’exclure. Les canaux CNG sensibles a I’AMPc sont a 1’origine de
I’entrée de Ca*" et Na* et sont responsables de 10% des courants induits par les odorants tandis
que les canaux chlore sensibles au Ca?* fournissent 90% des courants induits, assurant ainsi une
amplification robuste et stable du signal (Reisert & Reingruber, 2019). Réaliser des expériences
de patch clamp sur cellules entiéres et mesurer ’activée basale des NSO de souris LOW et
HIGH ainsi que leurs réponses aux odorants pourrait apporter des ¢léments de réponse concer-

nant la fonctionnalité des canaux ioniques.

Les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 modifient ils la perception olfactive des souris ?

Quelques ¢études ont mis en évidence qu’une alimentation déséquilibrée en lipides peut provo-
quer des troubles olfactifs chez les rongeurs. Ainsi Thiebaud et al. ont montré qu’un régime

hyper-lipidique administré a des souris adultes affecte leurs capacités olfactives et modifie
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I’anatomie et la fonctionnalit¢ du systéme olfactif périphérique (Thiebaud et al., 2014) . Ré-
cemment, Merle et al. ont montré qu’une alimentation maternelle riche en sucre et en gras altere
la perception des odeurs chez la progéniture au moment du sevrage (Merle ef al., 2019) . La
consommation d’un régime alimentaire normo-lipidique déficient en AGPI n-3 sur plusieurs
générations altére également les capacités olfactives des rats et modifie en particulier la com-
position lipidique de structures centrales impliquées dans le traitement de I’information olfac-

tive et dans les processus de mémoire (Greiner et al., 2001; Hichami et al., 2007).

Dans notre étude, les capacités olfactives des souris agées de 3 et 8 semaines ont été évaluées a
I’aide d’un test de flairage par pléthysmographie mis en place précédemment au laboratoire
(Merle et al., 2019). Ce test permet de déterminer le seuil de détection d’une odeur, défini
comme la plus petite intensité percue pour une odeur donnée. Le PEA, une molécule ayant une

odeur de rose pour ’Homme, a été utilis€ comme odorant dans ce test.

Le calcul du z-index, basé sur les mesures d’amplitude et de fréquence respiratoires, a mis en
¢vidence une modification du seuil de détection des souris LOW agées de 3 semaines sans que
cela ne soit associé a une perturbation de 1I’expression des geénes impliqués dans la cascade de
transduction du signal olfactif ou a une altération des réponses électrophysiologiques de la MO.
Les résultats obtenus a I’age de 8 semaines sont différents. En effet, nous montrons qu’en pré-
sence de 10° M de PEA, les souris des 3 groupes (CON, LOW et HIGH) détectent I’odorant.
De maniere surprenante, les souris LOW détectent toujours la présence de PEA aux concentra-
tions de 10 M et 107 M et les souris HIGH uniquement en présence de PEA 10 M. Ces
résultats peuvent paraitre étonnants car on n’observe pas de modulation du seuil de détection
du PEA par les régimes. Ces données suggerent que des la premiére présentation de PEA, les
souris CON analysent rapidement 1’odeur et arrétent de flairer le PEA a 10® M et 10”7 M car
aucune valeur hédonique n'est associée a la présentation de I’odorant. En revanche, les souris
LOW et HIGH auraient besoin de plus de temps pour réaliser un échantillonnage de 1’odorant
et plusieurs ajustements/flairages seraient nécessaires pour analyser 1’odeur avant de s’en dé-
tourner. Ces résultats pourraient ¢galement signifier que les souris LOW et HIGH s’adaptent

moins vite a ’odeur du PEA.

De nombreuses études se sont intéressées au comportement de flairage au cours d’une tache
olfactive. C’est un comportement complexe qui peut aussi étre modulé par des fonctions cen-
trales comme I’attention, I’éveil et I’intérét que va susciter I’odeur (Hegoburu ef al., 2011). Le
test de flairage par pléthysmographie repose sur le principe qu’il existe un lien indissociable
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entre le flairage et la perception des odeurs chez les rongeurs. De maniére générale, un cycle
respiratoire est composé d’une phase d’inspiration et d’une phase d’expiration permettant
I’échantillonnage olfactif de I’environnement. Au niveau de la MO, la détection des odorants
dépend aussi des propriétés physico-chimiques des molécules, du flux d’air pénétrant dans les
cavités nasales et de la répartition topographique des RO. Ainsi la perception des odeurs peut
étre influencée par la respiration. Si I’amplitude et/ou la fréquence du flairage varient, I’inten-
sit¢ a laquelle 1’odeur est percue est également modifiée (Youngentob, 2005; Wesson et al.,

2008).

Lors des expériences de pléthysmographie, nous avons remarqué que les souris agées de 8 se-
maines explorent davantage le dispositif expérimental mais cela n’a pas été quantifié. Ce com-
portement exploratoire, associ¢ a un flairage dont I’amplitude et la fréquence basale sont plus
¢levées, permet probablement aux souris adultes de détecter la présence de PEA a des concen-

trations trés faibles (10°M).

D’autres tests permettent d’évaluer les capacités olfactives des rongeurs. Pour évaluer les ca-
pacités de discrimination des souris agées de 8 semaines, nous avons mis en oeuvre le test
d’habituation-déshabituation. Tout comme le test de flairage par pléthysmographie, ce test est
basé sur la curiosité naturelle des souris a explorer une nouvelle odeur. En se basant sur des
travaux antérieurs réalisés dans 1’équipe, nous avons choisi d’exposer les souris a I’odeur de
PEA et d’ACE. Nos résultats indiquent que les capacités de discrimination olfactive des souris

adultes ne sont pas affectées par les régimes déséquilibrés en AGPI n-3.

Ces résultats ne sont pas en accord avec les études de Greiner et Hichami qui avaient mis en
¢vidence un effet délétere du régime déficient en AGPI n-3(Greiner ef al., 2001; Hichami et al.,
2007). Plusieurs éléments pourraient expliquer les différences observées. Le test d’habituation-
déshabituation que nous avons utilisé ne nécessite pas un apprentissage associé¢ a un systéme
de récompense. Les circuits neuronaux mis en jeu ne sont donc pas les mémes que ceux impli-
qués dans les tests utilisés par Greiner et Hichami qui font intervenir des processus d’appren-
tissage et de mémoire. De plus, les études de Greiner et Hichami ont été réalisées sur des rats
males de la deuxiéme génération. La durée de 1’exposition au régime déficient en AGPI n-3
¢tait de ce fait plus longue que dans notre modele expérimental. Enfin les régimes déficients en
AGPI n-3 utilisés par ces auteurs étaient soit tres fortement déficient soit dépourvu en AGPI n-

3.
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Par ailleurs, comment expliquer qu’a I’age de 3 semaines, le seuil de détection du PEA soit plus
¢levé chez les souris du groupe LOW sans qu’aucune perturbation majeure ne soit observée au
niveau périphérique (maturation des NSO, réponse fonctionnelle des NSO, expression des com-

posants de la cascade de transduction) ?

Cette modification de la perception olfactive résulte peut-étre d’un défaut d’attention ou de
motivation chez ces souris, comme les études de Greiner et Hichami le suggerent. Pour vérifier
cette hypothese, il serait intéressant de réaliser le test de nourriture enfouie qui permet d’évaluer

les capacités olfactives et la motivation des souris.

L’anxiété pourrait €également influencer le comportement olfactif des souris du groupe LOW.
En effet, de nombreuses ¢tudes ont démontré qu’un régime déficient en AGPI n-3, et plus par-
ticuliecrement en DHA, favorise 1’apparition de troubles neuro-comportementaux comme la dé-
pression et ’anxiété (Miiller et al., 2015; Larrieu & Layé, 2018). Ces troubles seraient provo-
qués, entre autres, par une perturbation de la libération des neurotransmetteurs et de la trans-
mission synaptique. Le test de la nage forcée et/ou le test du labyrinthe en croix surélevée pour-
rait étre mis en ceuvre pour évaluer ’humeur ainsi que 1’anxiété chez la progéniture agée de 3

semaines.

Au cours de notre étude, nous avons constaté que le régime LOW perturbe le fonctionnement
du systéme olfactif périphérique des souris adultes sans que leurs capacités de détection et de
discrimination olfactives ne soient affectées (méme s’il est possible que ces souris aient besoin

de plus de temps pour échantillonner 1’odeur).

Cette observation présente des similitudes avec les résultats de travaux qui se sont intéressés au
maintien du sens olfactif chez des animaux dont 1’épithélium olfactif a été 1¢sé ou chez des

souris génétiquement modifiées.

Apres 1ésion de 1’épithélium olfactif, les souris sont en effet capables de détecter 45 % des
odorants qui leur sont présentés (Youngentob & Schwob, 2006). Il a également été démontré
que les souris K.O. pour le gene OMP présentent des troubles olfactifs mais ne sont pas anos-
miques (Lee et al., 2011; Kass et al., 2013). Ces souris passent plus de temps a identifier la
premiere odeur lors d’un test d’habituation — déshabituation. Elles ne « s’habituent » pas clai-

rement a 1’odeur mais arrivent a discriminer la deuxieéme odeur (Kass et al., 2013). Des études
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suggerent que le maintien des capacités olfactives observées chez ces souris serait di a la pré-
sence supplémentaire de synapses axodendritiques provenant des NSO dans les BO (Griff et

al., 2000; Kass et al., 2013).

11 est établi que les NSO matures forment des synapses avec les neurones intrinséques des BO
au niveau de nombreux glomérules. Les caractéristiques du signal olfactif (intensité et qualité)
sont intégrées au niveau bulbaire puis transmises au niveau central. Une étude récente a mis en
¢vidence une modification de la carte d’activation neuronale au niveau des glomérules olfactifs
chez les souris K.O. pour I’OMP (Nakashima et al., 2020). Dans notre €tude, le niveau d’ex-
pression de ’OMP chez les souris du groupe LOW est diminué mais pas invalidé. De ce fait,
les connexions épithélio-bulbaires ne sont peut-étre pas suffisamment impactées pour altérer la

perception olfactive de ces souris.

Les régimes déséquilibrés en AGPI n-3 ont-ils un impact sur les cytokines impliquées dans

inflammation ?

De nombreuses études nutritionnelles et épidémiologiques menées chez les rongeurs et
I’Homme suggerent que les régimes enrichis en AGPI n-3 a longue chaine protégent les tissus
contre I’inflammation. Ces AGPI moduleraient I’inflammation via différents mécanismes. Ils
peuvent interagir directement avec des facteurs de transcription tels que PPAR et NFkB et in-
hiber ainsi la transcription de geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’IL-1B, I'IL-6 et le TNF-a. L’EPA et le DHA sont par ailleurs les précurseurs de divers méta-
bolites comme les résolvines et les marésines, impliqués dans la régulation et la résolution de

I’inflammation (Joffre et al., 2019).

Nous sommes donc intéressés a I’impact des régimes déséquilibrés en AGPI n-3 sur I’expres-
sion de différentes cytokines. Dans la MO des souriceaux agés de 3 semaines, nous avons ob-
servé que le régime HIGH diminue I’expression de TNFa, un marqueur de I’inflammation, mais
ne modifie pas I’expression de cytokines pro-inflammatoires comme IL-1f et IL-6 ou anti-in-
flammatoires comme IL-10 et IL-13. A 1’age de 8 semaines, le régime HIGH augmente I’ex-
pression d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, mais n’affecte pas les autres marqueurs ana-

lysés.
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Ces résultats sont en faveur d’un effet protecteur du régime HIGH mais ils soulévent plusieurs
questions. Comment expliquer que les cibles modulées ne soient pas similaires a I’age de 3 et
de 8 semaines ? Par quels mécanismes le régime HIGH module-t-il I’expression de ces cyto-

kines ?

On sait que les AGPI-LC n-3 doivent étre a I’état libre pour pouvoir se lier aux facteurs de
transcription PPAR et NFkB et bloquer ainsi I’expression des cytokines pro-inflammatoires.
Cela nécessite une libération des AGPI n-3 estérifiés dans les PL par les PLA. Toutefois, les
analyses de QPCR n’ont pas mis en évidence une augmentation de I’expression des PLA ni

d’autres enzymes impliquées dans le métabolisme de lipides dans la MO.

Afin de comprendre les mécanismes impliqués, plusieurs études complémentaires pourraient
étre mises en ceuvre. En premier lieu, pour confirmer les résultats de QPCR, il serait intéressant
de mesurer les taux des marqueurs de I’inflammation dans la MO en utilisant d’autres tech-
niques comme les dosages ELISA. Il pourrait aussi étre intéressant de quantifier I’expression
d’enzymes comme les COX et les LOX impliquées dans la synthése des dérivés de I’AA, du
DHA et de I’EPA. En complément, nous pourrions doser ces dérivés lipidiques (oxylipines)
dans la MO par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse pour rechercher
leur éventuelle implication dans les effets observés. Enfin, nous pourrions étudier le potentiel

protecteur du régime HIGH en situation inflammatoire.

Dans cet objectif, nous avons réalisé une expérience préliminaire dans le but de mettre au point
les conditions expérimentales permettant d’induire une réaction inflammatoire au niveau de la
MO. Nous avons injecté a quelques souris controles du LPS a la concentration de 250 mg/kg
p.c par voie intrapéritonéale. Les souris ont été sacrifiées 2h30 apres 1’injection et les MO ont
été prélevées pour analyser par QPCR I’expression de cytokines pro- et anti-inflammatoires.
Dans ces conditions, nous avons observé une augmentation importante des marqueurs pro-in-
flammatoires, signes d’une inflammation locale dans la MO. Faute de temps, nous n’avons pas
pu poursuivre cette étude mais il serait trés intéressant de confirmer ces résultats sur un groupe
plus important d’animaux. Si tel est le cas, nous pourrions utiliser ce protocole expérimental
pour évaluer si le régime enrichi en AGPI n-3 a la capacité d’atténuer les effets inflammatoires

provoqués par le LPS au niveau de la MO.

Ces différentes études permettraient d’approfondir les connaissances quant aux effets protec-

teurs des AGPI n-3 vis-a-vis de I’inflammation dans la MO.
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PARTIE 5

Conclusion & Perspectives
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L’ensemble de ces travaux de thése a permis de démontrer que 1’administration de régimes
déséquilibrés en AGPI n-3 au cours de la période périnatale et jusqu’au début de I’age adulte
perturbe la physiologie du systeme olfactif périphérique de la progéniture. Nous avons observé
que les régimes déficient et enrichi en AGPI n-3 modifient de maniére significative les teneurs
en AG de la MO et retardent la maturation des NSO mais n’affectent pas la neurogénése. De
plus, le régime déficient en AGPI n-3 altére le traitement de 1’information olfactive au niveau
périphérique en réduisant I’expression de certains acteurs de la cascade de transduction du si-
gnal olfactif. Malgré ces modifications, les capacités olfactives des jeunes souris ne sont pas

altérées.

Pour prolonger ce travail, il serait intéressant d’explorer les mécanismes moléculaires sous-
jacents, en recherchant notamment si des facteurs de transcription tels que PPAR, RXR ou
NF«B sont impliqués dans les effets observés. Une analyse approfondie des radeaux lipidiques
permettrait également d’évaluer si ces domaines membranaires impliqués dans la signalisation
cellulaire sont affectés par les régimes déséquilibrés en AGPI n-3. A I’échelle de la cellule,
nous pourrions analyser plus spécifiquement les réponses individuelles de NSOs par la tech-
nique d’enregistrement en patch-clamp. Ces études pourraient étre menées sur des souris trans-
géniques dont tous les NSOs exprimant le RO olfr16 (MOR23) sont marqués par la GFP. En
effet, nos résultats ont mis en évidence une altération de I’expression de ce récepteur dans la

MO des souris exposées au régime HIGH.

Il serait également tres intéressant de comprendre comment les modifications provoquées au
niveau périphérique par le régime déficient en AGPI n-3 sont compensées au niveau central
pour assurer la continuité du sens olfactif. L’implication des BO dans ce processus mériterait
d’étre examinée. L’analyse des connexions épithélio—bulbaires pourrait peut-étre permettre

d’apporter des ¢léments de réponse a cette question.

Enfin, les conséquences de la consommation a plus long terme et sur plusieurs générations du
régime déficient en AGPI n-3 sur la physiologie du systéme olfactif périphérique pourraient
étre étudiées. Des études ont montré que 1I’administration de ce type de régime a des souris
pendant 2 générations provoque une altération de leurs capacités olfactives (Greiner et al.,
2001; Hichami et al., 2007). Des modifications observées au niveau central pourraient étre a
I’origine de ces perturbations mais il n’est pas exclu que I’accumulation de changements au

niveau périphérique y contribue également.
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De nombreuses études ont démontré que le systéme olfactif a la capacité de présenter un certain
degré de plasticité, tant a la périphérie qu’au niveau des structures centrales impliquées dans
l'olfaction. L'importance de cette plasticité dans des conditions normales et pathologiques est
encore largement méconnue. Elle permet aux individus d’évoluer dans un environnement tres
riche sur le plan sensoriel mais elle peut aussi étre perturbée par divers facteurs. Les recherches
menées ces derni€res années tendent a démontrer que 1’état nutritionnel et hormonal des indi-
vidus peut influencer le fonctionnement des structures olfactives. Dans ce contexte, nos travaux
apportent de nouvelles connaissances sur I’impact d’un déséquilibre alimentaire en AGPI n-3
sur la physiologie du systéme olfactif périphérique, notamment au cours de la période neurodé-
veloppementale. La littérature concernant le réle physiologique des AGPI n-3 est riche ; elle
souligne en particulier leur importance dans le développement et le fonctionnement du cerveau
et de la rétine chez I’Homme et les rongeurs. Jusqu’a présent, les tissus neurosensoriels n’ont
pas bénéfici¢ du méme engouement. Pourtant, I’odorat joue un role essentiel dans la vie quoti-
dienne, en particulier pour déclencher la prise alimentaire ou détecter d’éventuels dangers.
L’éventuelle vulnérabilité du systéme olfactif face a des déséquilibres nutritionnels mérite donc
d’étre évaluée de maniere approfondie car une altération du sens de 1'olfaction pourrait con-

duire, entre autres, a des choix alimentaires inadéquats.
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